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Abreviaturas

BFU-E Unidad formadora de brote eritroide

CD Grupos de diferenciacion (cluster of differentiation)
CFC Células formadoras de colonias

CFU-E Unidad formadora de colonias eritroides

CFU-G Unidad formadora de colonias de granulocitos

CFU-GM Unidad formadora de colonias granulo-monociticas
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CFU-Mix Unidad formadora de colonias mixtas
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CPE Célula progenitora eritroide

CPH Célula progenitora hematopoyética
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activated cell sorting)
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RIN Numero de integridad del RNA (RNA intregrity number)
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Sem Seminal
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SPM Sangre periférica movilizada

TA Temperatura ambiente

TPO Trombopoyetina



Resumen

Grandes avances han sido reportados acerca del uso de células troncales
y progenitoras hematopoyéticas (CTPH) expandidas in vitro. En los ultimos afios,
una variedad de estrategias experimentales han sido desarrolladas para la
expansion de esas células en cultivo. Hoy en dia, sin embargo, permanece sin
esclarecerse si las ceélulas generadas en el laboratorio mantienen las
caracteristicas funcionales y transcriptomicas que sus contrapartes obtenidas
directamente de las fuentes de CTPH. En este trabajo, se seleccionaron vy
purificaron tres diferentes poblaciones: CTH (CD34* CD38- CD45RA- CD71- Lin
), células progenitoras mieloides (CPMs; CD34* CD38* CD45RA* CD71- Lin") y
células progenitoras eritroides (EPCs; CD34* CD38* CD45RA- CD71* Lin),
obtenidas directamente de unidades de sangre de corddén umbilical (SCU) o
generadas in vitro bajo condiciones de cultivo particulares. Se compararon las
capacidades funcionales in vitro y los perfiles globales de expresidn génica, entre
los diferentes grupos celulares. Nuestros resultados indican que aunque las
poblaciones comparten inmunofenotipo, las células presentan diferencias
importantes tanto a nivel funcional como génico. En general, las CTH generadas
in vitro muestran un contenido deficiente de células iniciadoras de cultivos a largo
plazo y una marcada tendencia a diferenciacion mieloide. Ademas, las células
generadas in vitro mostraron potenciales de expansion limitados. Esos cambios
funcionales correlacionan con los cambios observados en los analisis
transcriptomicos. Esas observaciones pueden tener implicaciones clinicas en el
trasplante de SCU, como el agotamiento de las poblaciones transfundidas en los
pacientes, debido a la diferenciacion en un periodo de tiempo menor y a la

reduccion de la multipotencia de las CTH.



Abstract

Significant advances have been reported regarding the use of in vitro-
expanded human hematopoietic stem (HSCs) and progenitor (HPCs) cells in
transplantation settings. Indeed, over the last few years a variety of experimental
strategies has been developed for the expansion of such primitive cells in culture.
To this day, however, it is still unclear to what extent those stem and progenitor
cells generated in vitro retain the functional and transcriptomic integrity of their
freshly isolated counterparts. In the present study we have selected and purified
three different cell populations: HSCs (CD34* CD38- CD45RA" CD71- Lin™ cells),
myeloid progenitor cells (MPCs; CD34* CD38* CD45RA* CD71- Lin™ cells) and
erythroid progenitor cells (EPCs; CD34* CD38* CD45RA- CD71* Lin cells),
obtained directly from fresh umbilical cord blood (UCB) units or generated in vitro
under particular culture conditions. We, then, compared their functional integrity
in vitro and their gene expression profiles. Our results indicate that in spite of
being immunophenotipically similar, fresh and in vitro generated cells showed
significant differences, both in functional and genetic terms. In general, those
HSCs generated in culture showed a deficient content of long term iniciating cells
(LTC-IC), and a marked tendency towards the myeloid lineage. In addition, in
vitro generated HSCs and HPCs showed a deficient expansion potential. Such
functional alterations correlated with changes in their gene expression profiles.
These observations may have clinical implications in UCB transplantation such

as faster differentiation capacity and reduced multipotency of HSC.



Introduccioén

Hematopoyesis.

La hematopoyesis es un proceso continuo y dinamico por el cual se
generan las distintas células sanguineas maduras; cada una de ellas tiene
propiedades funcionales especificas dependiendo del linaje al que pertenecen.
Sabemos que dentro de los linajes hematopoyéticos, hay al menos 11 tipos
celulares diferentes y es posible clasificar a todos ellos en dos grandes grupos
dependiendo de sus caracteristicas funcionales, el linaje mieloide vy el linaje
linfoide. El linaje mieloide es subdividido es dos grupos mas, el linaje
megacariocitico eritroide, a partir del cual se dara origen a los eritrocitos y a las
plaquetas; y el linaje granulo-monocitico, que como su nombre lo indica, genera
a los granulocitos (neutrdfilos, eosindfilos y baséfilos) y a los
monocitos/macréfagos. Por su parte el linaje linfoide corresponde a células
linfoides de tipo B y de tipo T y los llamados linfocitos “asesinos naturales” (NK
por sus siglas en inglés) (Doulatov, Notta, Laurenti, & Dick, 2012; Hamey et al.,
2017; Mayani H, 2007; Orkin, 2008).

Todas las estirpes celulares sanguineas provienen de una célula en
comun llamada Célula Troncal Hematopoyética (CTH). Esta se caracteriza por
ser multipotencial y es capaz de autorrenovarse, siendo esta la razén por la cual
le es posible sostener la hematopoyesis a lo largo de la vida del organismo
(Hamey et al., 2017; Notta et al., 2016). Si bien, esta poblacion ha sido
ampliamente manejada y descrita como una poblacion homogénea, hoy en dia
sabemos que las CTH son un grupo celular heterogéneo, y que existen
variaciones en el tiempo en que estas células pueden reconstituir el sistema
hematopoyético o bien, porque existen subpoblaciones con tendencia a generar
linajes (Biasco et al., 2016; Carrelha et al., 2018). Cuando la CTH se diferencia
genera, primeramente, a las células progenitoras hematopoyéticas (CPH),
también conocidas como UFC (unidades formadoras de colonias), estas son
células que pueden ir desde un estado de multipotencia hasta estados de

unipotencia, dependiendo del punto en la maduracion en la que se encuentren.



Es importante notar que tanto las CTH como las CPH tienen una morfologia
linfoide, lo cual hace imposible distinguirlas utilizando tinciones como Wright-
Giemsa. Ahora bien, las CPH dan lugar a las células precursoras, que son
células con diferenciacién clara hacia un determinado linaje, pero que aun no se
encuentran funcionales en su totalidad. La tasa de proliferacion de estas células
normalmente va disminuyendo a medida que estas avanzan en la especificacion

funcional de su linaje (Rieger & Schroeder, 2012)

En los humanos, y bajo condiciones fisiologicas normales, estos tres
grandes grupos de poblaciones celulares residen en la medula ésea de los
huesos largos, pues ahi es donde se encuentran las caracteristicas
microambientales para regular la hematopoyesis y permitir a las células expresar

sus potenciales de diferenciacion.

Finalmente, existe un cuarto grupo, las células maduras, que son células
con la capacidad de cumplir la funcion del linaje al que pertenecen. Las células
maduras se encuentran normalmente en circulacion o fuera de la médula 6sea;
ésta es la razon por la cual, aunque sabemos que los monocitos y los linfocitos
no son células completamente maduras, se han considerado dentro de este
cuarto grupo celular hematopoyético. Tanto las células precursoras como las
maduras, tienen caracteristicas morfolégicas propias de linaje al que pertenecen,
lo cual las hace identificables cuando han sido tefiidas y se observan al
microscopio (Figura 1). Es sabido que una CTH es capaz de originar hasta 1x10"3
células maduras (Biasco et al., 2016; Mayani H, 2007; Rodriguez-Fraticelli et al.,
2018; Sun et al., 2014).

A medida que las células van avanzando en la hematopoyesis, es decir,
a medida que se diferencian, van expresando o dejando de expresar moléculas
en su superficie. Estas moléculas tienen ciertos patrones de expresién en cada
tipo y estadio celular, lo que nos permite utilizarlas como “etiquetas” para su
identificacion, aun cuando morfolégicamente no sea posible. La mayoria de las
moléculas han recibido un numero que sucede al prefijo CD (cluster of
differentiation, grupo de diferenciacion), y al conjunto de CD presentes en cada

célula se le conoce como inmunofenotipo (Doulatov et al., 2012).



Candnicamente, las CTH se caracterizan por la expresion de CD34,
CD90, CD49f, CD117 y CD133, y por la ausencia de los marcadores CD38 y de
los marcadores especificos de linaje (Mayani, 2003). Las células progenitoras
por su parte se pueden identificar utilizando los marcadores CD34 y CD38, para
los que son positivas. En funcién de su estadio de diferenciacion podemos usar
CD135 para progenitores multipotenciales (Doulatov et al., 2012), o bien,
marcadores propios de linaje tales como CD71 para el caso de células
progenitoras eritroides o CD45RA para progenitores mieloides y linfoides
(Doulatov et al., 2012; Mayani & Lansdorp, 1995), y con base en la expresion de
CD10 es posible distinguir entre ambos linajes, dado que los progenitores
mieloides son CD10 negativos mientras que los progenitores linfoides son CD10

positivos (Doulatov et al., 2012).
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Figura 1. Organizacion jerarquica del sistema hematopoyético. EI sistema
hematopoyético ha sido dividido para su analisis, en al menos cuatro compartimentos.
El primero corresponde al de las células troncales, con capacidad de autorrenovaciéon y
mutipotencia; el segundo al de las células progenitoras, que contiene células desde
multipotentes hasta unipotentes, pero que en ningun caso es capaz de autorrenovarse;
el tercero corresponde al de las células precursoras, cuyo destino de linaje esta definido
y que ademas pueden distinguirse por caracteristicas morfoldgicas y el cuarto al de las
células maduras, células que realizaran las funciones determinadas de cada linaje. Cada
uno de los compartimentos tiene marcadores de superficie que permiten distinguirlos
entre ellos, llamados CD’s (cluster of differentiation). HSC, célula troncal
hematopoyética; MPP, progenitor multipotente; ELP, progenitor linfoide temprano; CLP,
progenitor linfoide comun; CMP progenitor mieloide comun; GMP, progenitor de
granulocitos y macroéfagos; MKEP, progenitor megacariocitco eritroide; T, linfocito T; NK,
linfocito asesino natural; B, linfocito B; b, basdfilo; e, eosindfilo; n, neutréfilo; m,

monocito; p, plaquetas; e, eritrocito (Mayani, 2010).
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Microambiente hematopoyeético.

Para que las células hematopoyéticas expresen sus potenciales
funcionales, como la autorrenovacién de las CTH o la diferenciacién, es
indispensable que se encuentren en un microambiente que les proporcione las
condiciones necesarias para ello. Estas condiciones se encuentran en la médula
O0sea de los huesos largos en mamiferos adultos. Aqui existen diferentes
mecanismos biolégicos que proporcionan a las células hematopoyéticas
estimulos, tanto de manera positiva como de manera negativa, lo que resulta en
una regulacion fina a través de tres mecanismos principales: 1) la regulacion
humoral de las células hematopoyéticas moléculas solubles, citocinas y
concentraciones de oxigeno, entre otros factores. 2) También existe una
interaccién de las células hematopoyéticas con las moléculas de la matriz
extracelular, generando una regulacion y proporcionando anclaje a las CTPH
para que estas sean capaces de expresar sus capacidades funcionales. Esta
regulacion viene acompanada por 3) se ha descrito una interaccion directa entre
las células hematopoyéticas y las células del microambiente (estroma) que
genera una comunicacion bidireccional entre los diferentes tipos celulares. En
conjunto, estos tres grandes mecanismos actuan de una manera coordinada
resultando en la regulacion efectiva de la funcionalidad de las células
hematopoyéticas (Figura 2) (Cordeiro Gomes et al., 2016; Orkin, 2008; Roch et
al., 2017).

Cuando la regulacién del proceso de hematopoyesis es alterada, se pueden
generar variaciones en los numeros y tipos de células resultantes, lo que conlleva
a patologias hematoldgicas, tales como leucemias, linfomas, mielomas o
anemias (Arber et al., 2016; Swerdlow et al., 2016). Muchos de estos procesos
requieren de la correccion de la funcionalidad del sistema hematopoyético
mediante el uso de técnicas de la terapia celular, tales como los trasplantes de
células hematopoyéticas (Hatzimichael & Tuthill, 2010), que son tomadas de

diversas fuentes celulares.
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Figure 2. Microambiente hematopoyético. Existen tres grandes mecanismos descritos
para la regulacion efectiva de la hematopoyesis; comprenden la interaccion de las
células hematopoyéticas con moléculas solubles o con otras células presentes en el sitio

hematopoyético (Mayani, et al, 2007)

Fuentes de células hematopoyéticas

La principal fuente de CTPH es la médula 6sea (Szilvassy, 2003), sin
embargo, es interesante el hecho de que es posible encontrar estas células en
circulacion. Si bien la proporcion de CTPH en sangre periférica es muy baja, hoy
en dia es posible hacer salir a las CTPH de su lugar de residencia y aumentar la
frecuencia de estas en circulacién. Esto se consigue mediante la disrupcién de
los ejes que anclan a las células hematopoyéticas a su microambiente natural;
farmacolégicamente, el uso de filgastrim (el compuesto activo es el G-CSF)
favorece el rompimiento de la union CXCL12 presente en las células del
microambiente con su ligando CXCR4 presente en las células hematopoyéticas,
o bien, utilizando quimioterapia o la combinacion de factores de crecimiento,
permitiendo la movilizacion de las células sanguineas desde la médula ésea
hacia circulacion, una vez aqui, las células pueden ser sustraidas desde el
torrente sanguineo mediante un proceso conocido como aféresis (Duong et al.,

2014). Este proceso genera una nueva fuente de CTPH, llamada Sangre
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Periférica Movilizada (SPM). Es de notar que tanto las células que vienen de la
médula 6sea como las de la SPM representan fuentes adultas de CTPH cuyas
capacidades funcionales presentan ciertas caracteristicas que han de ser

mencionadas mas adelante.

A partir del descubrimiento en la década de los setenta de que en la
Sangre de Cordon Umbilical (SCU) es posible encontrar CPH (Prindull, Prindull,
& Meulen, 1978), Edward A. Boyse, Judith Bard y Hal Broxmeyer en el Sloan-
Kettering Institute en Nueva York, a principios de la década de los 80,
propusieron la idea de usar la SCU como una tercera fuente de CTPH
(Broxmeyer et al., 1989). Sin embargo, esto no fue probado sino hasta 1989
cuando el Dr. Broxmeyer en colaboracion con la Dra. Gluckman utilizaron esta
fuente para trasplantar a un paciente con anemia de Fanconi, obteniendo
resultados satisfactorios (Gluckman et al., 1989). Para este momento ya existian
reportes acerca de la biologia de las CTPH de SCU, sin embargo, fue a partir de
los resultados recién mencionados, que muchos grupos de investigacion
comenzaron a trabajar fuertemente en describir la biologia de las CTPH de esta
fuente, generando grandes cantidades de conocimiento que se analizara a
continuacion, haciendo un comparativo con las CTPH provenientes de las

fuentes adultas.

14



Diferencias funcionales de las CTPH obtenidas de diferentes fuente
celulares.

Diversos estudios han sido realizados demostrando diferencias
funcionales importantes de las células hematopoyéticas de acuerdo a la fuente
de donde se obtienen. Reportes previos del laboratorio han demostrado que las
CTPH provenientes de la SCU poseen una mayor capacidad de proliferacion
(aumento en el numero total de células sin importar estadio o determinacién de
linaje) y una mayor capacidad de expansion (aumento en el numero de células
con determinadas caracteristicas con respecto al inicio del analisis) (Figura 3)
(Mayani, 2010).

Figura 3. Representacién del comportamiento in vitro de las CTPH. En A, la
poblacion inicial es capaz de dividirse y generar nuevas células, aumentando el numero
total de células, lo que se define como proliferacién. Por otro lado, las células que se
generan, adquieren caracteristicas propias de los distintos linajes hematopoyéticos, es
decir, se diferencian. Sin embargo, existe una disminucion del numero de células con
mantienen las caracteristicas de la poblacién inicial. En B, la poblacién inicial prolifera 'y
se diferencia; y existe un mantenimiento del numero de células que conservan las
caracteristicas de la poblacion inicial. En el escenario C, la poblacién prolifera y se
diferencia, ademas, existe un fenémeno en el que el nimero de células que conservan
las caracteristicas de la poblacién inicial aumenta, es decir, existe una expansion de la

poblacion original (P. Flores-Guzman, Gutierrez-Rodriguez, & Mayani, 2002).

15



Ademas, en la SCU se ha encontrado un mayor numero de células con la
capacidad de sostener los cultivos a largo plazo (LTCIC, long term cultures
iniciating cells, por sus siglas en inglés), es decir, con caracteristicas de célula
troncal hematopoyética (Mayani, 2010). También se ha demostrado mayor
frecuencia de progenitores linaje especifico en un estadio de diferenciacion
menos avanzado en la SCU, (Mayani & Lansdorp, 1998). A diferencia de las
fuentes adultas, que presentan caracteristicas funcionales similares entre si, las
CTPH provenientes de SCU presentan una mayor capacidad de entrar a ciclo
celular (Alvarado-Moreno, 2007) y ademas poseen caracteristicas biologicas
intrinsecas particulares, como una mayor longitud de los telémeros (Mayani,
2003; Sabharwal et al., 2018).

Trasplantes de células hematopoyéticas

El uso de células vivas introducidas en un paciente con el fin de restaurar
la funcion normal de algun 6rgano o tejido, tratando una enfermedad es conocida
como terapia celular (Gage, 1998). El donador de estas células puede ser el
mismo que el receptor (trasplante autélogo) o en su defecto, el donador es
diferente al receptor (trasplante heterdlogo). Las células pueden ademas, ser
manipuladas in vitro antes de ser introducidas en el paciente, funcionando como
acarreadores de moléculas o genes restauradores de funciones particulares.
Para enfermedades del sistema hematopoyético, como se menciono
anteriormente, desde la década de los noventa, la primera linea terapéutica es
el uso de células CD34+ provenientes de médula 6sea o de sangre periférica
movilizada, actualmente el trasplante de CTPH es una metodologia util e incluso
fundamental en el tratamiento de hematopatologias e incluso de patologias no
hematoldgicas (Mayani, 2012). Usando el trasplante de CTPH se busca corregir

afecciones del sistema hematopoyético.

Como se ha mencionado, existen al menos tres fuentes descritas muy
analizadas para la obtencion de CTPH, dos de ellas provenientes de adultos
(SPM y médula dsea) asi como una neonatal, la SCU, cada una de ellas con

ventajas y desventajas para su uso en la clinica. En el caso de la médula 6sea,
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las células se obtienen por aspiracidn medular y se trasfunden por via
intravenosa en el receptor; después de un régimen de acondicionamiento, que
incluye quimioterapia y radioterapia. Se pueden obtener entre 800 y 1,200 mL de
un adulto normal y se trasfunden 1.5 — 2.5 x108 células nucleadas/kg de peso
del receptor. Se ha descrito que pasan entre 24 y 36 horas para que las células
trasfundidas lleguen y se instalen en la médula ésea (Laughlin et al., 2004,
Migliaccio et al., 2000; Rocha et al., 2004) . Por su parte, de la SPM se pueden
obtener las CTPH mediante un proceso de aféresis, hecho que hasta ahora
parece no poner en riesgo al donador, por lo que se ha convertido en la principal
fuente de CTPH hoy en dia, teniendo como resultado que casi el 90% de los
trasplantes en adultos y el 50% en pacientes pediatricos se realicen utilizando

esta fuente (Figura 4).

Figura 4. Uso de la sangre periférica movilizada, la médula 6sea y la SCU en la terapia
hematoldgica. En los ultimos afios la SPM ha sido ampliamente utilizada en lugar de la
médula 6sea, debido a las ventajas que para el donador representa. Sin embargo, es
de notar que la SCU se ha mantenido como una fuente viable para la obtencién de las
CTPH. En los Ultimos afios, se realizan aproximadamente 5,000 trasplantes
hematopoyéticos, de los cuales en el 10% se usa la SCU; esto es la misma frecuencia

con la que se usa la médula ésea.
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A la fecha, se han almacenado mas de 600,000 unidades de SCU y se
han realizado mas de 30,000 trasplantes con estas células alrededor del mundo
(Ballen, Gluckman, & Broxmeyer, 2013; Mayani, 2011). Hoy en dia, la SCU es
una buena alternativa para obtener CTPH dadas las multiples ventajas que ésta

fuente ofrece, la cual sera analizada en detalle a continuacion.

Uso de la SCU como fuente de CTPH

El riesgo bajo de desarrollar enfermedad injerto contra hospedero, la baja
posibilidad de transmision de enfermedades infecciosas, y el riesgo nulo para el
donador; ademas de las capacidades funcionales de las CTPH de la SCU y la
frecuencia mayor de células primitivas en la SCU con respecto a sus
contrapartes adultas (Mayani, 2010, 2011, 2012; Rocha et al., 2004), sugieren
que ésta es una excelente fuente para llevar a cabo trasplantes de células

hematopoyéticas en pacientes con patologias hematoldgicas.

A lo largo del tiempo, muchos han optado por almacenar las unidades de
SCU vy utilizarlas en la terapia de patologias hematoldgicas (Figura 5), sin
embargo, el uso de las poblaciones celulares obtenidas de esta fuente se ha
enfocado principalmente en pacientes pediatricos, debido a que el numero
absoluto de CTPH obtenidas en una unidad de SCU es menor con respecto a
los numeros celulares que podemos obtener de la SPM o de la médula ésea; y
las células pudieran no ser suficientes para trasplantar a pacientes adultos dada
la relacion del peso del paciente con respecto a la dosis de células, lo que tiene
como resultado una mayor tasa de morbilidad y mortalidad cuando la SCU es

usada en pacientes adultos (Ballen et al., 2013).

18



Figura 5. Uso y almacenamiento de la SCU. Debido a las ventajas bioldgicas de las
células de la SCU, su uso y almacenaje mostraron un aumento desde el afio 2006 al
2012, donde se observd su maximo uso. Sin embargo, en los ultimos afos el uso de
esta fuente ha disminuido. Es interesante notar que aunque el nimero de unidades que
se almacenan es mayor al numero de unidades utilizadas, las tendencias entre estos

dos parametros son similares.
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Antecedentes

Muchos grupos han buscado mejorar los resultados obtenidos en la
practica clinica cuando la fuente de CTPH es la SCU (Bari et al., 2015). En este
sentido, se han explorado diversas estrategias: por ejemplo, utilizando diferentes
condiciones de cultivo, que incluyen la modificacién de la tensién de oxigeno
(Mantel et al., 2015), cocultivos con tipos celulares estromales (células
mesenquimales) (Fajardo-Orduna et al., 2016; Flores-Guzman et al., 2009), o
bien, el uso de diversas combinaciones de citocinas afadidas a los cultivos
(Pineault & Abu-Khader, 2015), logrando aumentar el niumero de CTPH en las
unidades cultivadas. Sin embargo, las CTPH no permanecen estaticas en la
diferenciacion (Miller, Knapp, & Eaves, 2013) y tienden a generar células
maduras en cultivos (P. Flores-Guzman & Mayani, 2006), lo que resulta en la
generacion de poblaciones heterogéneas que incluyen tanto de CTPH como
células precursoras o maduras, lo que complica el proceso de expansion de las
CTPH in vitro.

Otra estrategia propuesta es el co-trasplante de las células
hematopoyéticas de la SCU con células estromales mesénquimales (MSC)
provenientes de la gelatina de Wharton de la SCU. Las MSC ayudan a favorecer
el injerto, debido a sus capacidades inmunoreguladora (Lee et al., 2013), y a
través de la modulacién de la autorrenovacion de las CTH por activacion de las

vias de sefalizacion Wnt y Notch (Michalicka et al., 2017).

Por otro lado, la busqueda de mejorar la capacidad de migracion y
residencia selectiva de las células hematopoyéticas del donador a la médula
Osea del receptor, logrando modular la actividad proteasa de DPPIV, sobre su
sustrato CXCL12 (Christopherson, Hangoc, & Broxmeyer, 2002; Farag et al.,
2013). Otra estrategia es exponer a las CTPH a prostaglandina E2 (PGE2) por
periodos cortos de tiempo (Cutler et al., 2013), dado que se ha descrito que
(PGE2) es capaz de regular la homeostasis de las CTH en vertebrados,
favoreciendo la autorrenovacién a través de la activacion de las ciclooxigensas
(North et al., 2007).
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La co-infusion con una unidad no expandida de SCU con una unidad de
SCU expandida bajo diversas condiciones ha sido un tercer enfoque. En cuanto
a la expansion, el aumentar in vitro el numero de CTPH obtenidos de una unidad
de SCU, utilizando diversas moléculas quimicas, ha sido una aproximacién
importante. Con nicotinamida, por ejemplo, se observo una reduccion a 13 dias,
en el tiempo de recuperacion en los niveles de neutrofilos en ocho de 13

pacientes estudiados (Horwitz et al., 2014).

Se ha utilizado también tetrapentileetamina (TEPA), que funciona como
quelante de cobre, observandose una disminucion de la diferenciacién en el
cultivo, favoreciendo la expansion de las células primitivas hematopoyéticas; con
este esquema se consiguid incrementar 219 veces el numero de células
nucleadas totales y 6 veces el numero de células CD34+, logrando una
recuperacion de neutrdfilos en 30 dias y una recuperacion de plaquetas en 48
dias, sin reportar casos graves de enfermedad injerto contra hospedero (de Lima
et al., 2008).

La expansion con diversas combinaciones de citocinas, también se ha
utilizado en la expansion clinica de las CTPH. Los pacientes recibieron una
media de 0.99 x107 células nucleadas totales y los tiempos de recuperacién
fueron de 28 dias para neutrdfilos (Shpall et al., 2002). Desde entonces, dada la
factibilidad de la expansién de las CTPH con citocinas, se han buscado diversas
combinaciones que favorezcan este proceso (Bari et al., 2015; Delaney et al.,
2010; Fernandez-Sanchez et al., 2011; P. Flores-Guzman et al., 2013).

Si bien es cierto el hecho de que existen avances importantes que llevan
a pensar que se puede expandir de forma segura a las CTPH in vitro, se
desconocen los efectos in vivo a largo plazo de los protocolos de expansién. Es
de notar entonces, que a pesar de los grandes avances descritos en este sentido,
es importante realizar una evaluacion exhaustiva de las células que se generan

en el cultivo.
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Planteamiento del problema

Hasta ahora, se han realizado grandes esfuerzos por lograr expandir el
numero de CTPH que se encuentran en una unidad de SCU; principalmente
modificando las condiciones de cultivo, mediante el uso de citocinas y factores
de crecimiento en los medios, controlando las condiciones de temperatura y
concentracion de oxigeno, o incluso mediante el uso de moléculas pequefas que
favorezcan a la autorrenovacion de la poblacion troncal. En este sentido, los
analisis reportados actualmente se han realizado a nivel de poblacidones de
células que expresan CD34 o bien, a nivel de células mononucleares (CMN). Si
bien esto genera informacion importante, las poblaciones analizadas son muy

heterogéneas.

Existen reportes de que el proceso de expansion in vitro ha sido exitoso,
sin embargo, es importante saber si las células de poblaciones especificas que
son sometidas a estos procesos, tales como las CTH o las células progenitoras
linaje especifico, conservan sus capacidades funcionales. De igual importancia

es saber si a nivel molecular, existe alguna variacion.

La informacién con estos enfoques es limitada, en gran medida, dada la
dificultad de obtener poblaciones puras de cada estadio celular. Por lo tanto, para
contribuir al conocimiento acerca de la biologia de distintas poblaciones de
células hematopoyéticas generadas in vitro, el presente trabajo plante6 analizar
en las CTH y dos tipos de progenitores comprometidos a linajes especificos -las
células progenitoras eritroides (CPE) y las células progenitoras mieloides (CPM)-
sus capacidades funcionales y ademas, los patrones de expresion génica que

estas poblaciones poseen.

Las preguntas a responder son: ; Cambiaran la funcionalidad y los perfiles
de expresion de poblaciones generadas in vitro respecto a las poblaciones que
se diferenciaron in vivo? y ;Como se correlacionan los perfiles globales de
expresion génica con los potenciales de proliferacién y expansion de cada

poblacién?
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Justificacion

Adquirir un mayor conocimiento acerca de la biologia de las células
troncales y progenitoras hematopoyéticas humanas, provenientes de sistemas
de expansidn in vitro, tendra un impacto positivo en la manipulacion de las CPTH
de SCU con fines terapéuticos. Para esto, es importante purificar poblaciones
que hayan sido expandidas en el laboratorio utilizando esquemas de cultivo, asi
como sus contrapartes obtenidas directamente de la SCU y que no hayan sido
cultivadas, para realizar el analisis comparativo entre las diferentes poblaciones
y poder obtener informacién acerca de sus caracteristicas funcionales y

moleculares.
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Hipoétesis

La expansion in vitro mediante el uso de citocinas en medios libres de
suero, es un proceso que permite aumentar el numero de células
hematopoyéticas en cultivo, conservando las caracteristicas funcionales de las
células troncales y progenitoras hematopoyéticas, como diferenciacion,
proliferacion y expansion, lo que sugiere que estas células puedan ser utilizadas

en la clinica de forma segura.

Por otro lado, evaluando los perfiles globales de expresién génica de las
células manipuladas, las variaciones observadas con respecto a las contrapartes
obtenidas en fresco, seran minimas. Presentandose expresion diferencial de
genes implicados en la supervivencia de las ceélulas con respecto a su
microambiente, pero no habra variaciones en los genes que le dan la identidad
de ser una célula troncal hematopoyética y de progenitores linaje especificos

(progenitores eritroides o progenitores mieloides).
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Objetivos

Objetivo General

1.

Analizar y comparar los perfiles globales de expresion génica, asi como
la funcionalidad in vitro de CTH, CPE y CPM obtenidos directamente de
la SCU o bien generadas durante la expansion in vitro, para evaluar los

cambios ocurridos durante su cultivo.

Objetivos particulares

. Inducir la diferenciacién in vitro de las CTH hacia CPE o CPM,

mediante la modificacion de las condiciones de cultivo, utilizando

Unicamente citocinas recombinantes humanas.

Expandir CTH in vitro utilizando la linea celular estromal OP9 a partir de
CTH obtenidas de la SCU.

. Analizar las capacidades funcionales de las CTH, CPE y CPM

obtenidas de SCU vy de las poblaciones de CTH, CPE y CPM generadas
in vitro, evaluando su potencial de proliferacién y de expansién; para hacer

el analisis comparativo.

Caracterizar los perfiles globales de expresion génica de las
diferentes poblaciones celulares y hacer el analisis comparativo
entre las poblaciones obtenidas directamente de la SCU y las generadas

in vitro.

Cuantificar la expresion de genes diferencialmente expresados entre
las poblaciones obtenidas directamente de la SCU y sus contrapartes
generadas in vitro, para validar los datos obtenidos de los analisis globales

de expresion génica.

25



Disefio metodologico

El estudio realizado fue de tipo experimental. Se usaron cultivos primarios
de células obtenidas de la SCU, adicionados con diferentes combinaciones de
citocinas y utilizando estromas de lineas celulares de medula 6sea de raton. Se
hicieron las evaluaciones y los comparativos funcionales y moleculares de
distintas poblaciones celulares hematopoyéticas humanas tanto obtenidas como

generadas en el laboratorio.

Lugar donde se realiza el estudio

El proyecto se realiz6 en el laboratorio de Células Troncales y
Progenitoras Hematopoyéticas, que pertenece a la Unidad de Investigacion
Médica en Enfermedades Oncoldgicas ubicada en el Hospital de Oncologia del
Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS bajo la direccion del Dr. Héctor

Mayani y la asesoria de la Dra. Patricia Flores Guzman.

El proyecto recibié financiamiento del CONACYyT y de la Coordinacién de

Investigacion en Salud del IMSS.

Criterios de seleccion del modelo de estudio

Se utilizaron células hematopoyéticas de SCU proveniente de mujeres
sanas, con gesta en término, de parto o cesarea, que no reportaron problemas
infecciosos o complicaciones propias del embarazo, durante y al término de éste.
Como controles se usaron las mismas células, adicionando modificaciones en

las condiciones de cultivo.
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Variables

Variables de respuesta.

- Comportamiento funcional de las poblaciones.

- Modificacion de los perfiles globales de expresidon génica.

Variables de exposicion.

- El estimulo con citocinas y estroma en los cultivos.

Variables modificadoras de efecto.
- Concentraciones de citocinas.
- Combinaciones de citocinas.

- Presencia o ausencia de estroma.

Consideraciones éticas y de bioseguridad.

- Las muestras fueron colectadas en el servicio de Tococirugia del Hospital

General de Zona 2A Troncoso y del Banco de Células Progenitoras del

Centro Médico Nacional La Raza, ambos pertenecientes al Instituto

Mexicano del Seguro Social.

- Todas las muestras fueron procesadas en condiciones de esterilidad en

gabinetes de seguridad tipo dos, utilizando bata y guantes como medidas

basicas de proteccion.

- El material de desecho generado durante los experimentos, asi como el

material bioldgico, fueron tratados con base en la NOM-087-ECOL-2002.
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Diseino experimental

Obtencion de las poblaciones directo de la SCU.

o
fCTH \ ‘

Generacion de las ivCTH a partir de fCTH de SCU.

CTH

ivCTH

SCF, IL6, FLT3-L, TPO,
GMSCF, GSCF, IL3 +
estroma OP9
7 dias

Generacion de las ivCPE e ivCPM a partir de fCTH de SCU.

’ /’ ivCPM
fCTH \\ ‘

ivCPE
SCF, IL6, FLT3-L,

TPO, IL3
10 dias

Para diferenciar entre el origen de las poblaciones, se han utilizado la letra “f’
para las poblaciones frescas (obtenidas directamente de la SCU) y el prefijo “iv”

para las poblaciones generadas in vitro

fCTH & ivCTH: CD34+ CD38- CD45RA- CD71-Lin-; fCPE & ivCPE: CD34+
CD38+ CD45RA- CD71+Lin-; fCPM & ivCPM: CD34+ CD38+ CD45RA+ CD71-
Lin- (Doulatov et al., 2012; Mayani & Lansdorp, 1995)
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Diagrama de trabajo
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Materiales y métodos

Obtencién de la muestra de SCU.

Las muestras fueron tomadas de acuerdo con las normas institucionales,
en bolsas especiales para SCU, con 35 mL de anticoagulante CPD (citrato 3.27
g/L, dextrosa 25.5 g/L, fosfato sodio monobasico 2.22 g/L) en un volumen entre
los 30 y 100 mL.

Criterios de inclusion y exclusion.
Se tomaron las muestras de la SCU de madres primerizas o secundarias
(no multiparas) de entre 19 y 35 afios, cuyo embarazo lleg6 a término y el parto

o cesarea fue normal y sin complicaciones.

Fueron descartadas las muestras donde hubo muerte fetal, gestacion
menor a 34 semanas, amnioresis, cuadros infecciosos, fiebres, alguna
enfermedad inmunoldgica y/o hematoldgica, sufrimiento fetal, preclamsia,

eclamsia.

Procedimiento para la toma de muestra de SCU ex Utero.

- Trabajar en esterilidad.

- Preparar el material de recoleccion y etiquetarlo correctamente.

- Recibir la placenta en un recipiente estéril.

- Verificar que la placenta y cordon umbilical se encuentren en buen estado,
si es asi, continuar. De lo contrario, dar por terminado el protocolo.

- Realizar asepsia con una gasa estéril impregnada con alcohol al 70% u
algun otro antiséptico, limpiando el cordén umbilical en general.

- Localizar la vena y el sitio en que sera puncionada.

- Puncionar la vena con la aguja utilizando el bisel hacia abajo y permitir el
libre flujo de sangre hacia la bolsa colectora. La sangre baja hacia la bolsa
por gravedad. Es importante ir mezclando el anticoagulante contenido en
la bolsa con la sangre, para esto es suficiente ir moviendo la bolsa a

manera de sube y baja en forma suave.

30



Una vez que termind de fluir la sangre, retirar la aguja y asegurarla con su
respectivo tapén de hule. Es recomendable realizar un nudo en la
manguera en su parte cercana a la aguja.

Colocar la bolsa colectora en otra bolsa que pueda cerrar
herméticamente.

Transferir la muestra de SCU al contenedor que la trasladara al laboratorio
para su procesamiento. En este punto es importante evitar cambios
bruscos de temperatura, y esto se logra conservando la muestra a
temperatura ambiente o manteniéndola en fresco con ayuda de un gel
refrigerante.

Desechar en el lugar correspondiente la placenta y el cordon umbilical.

Obtencidn de células mononucleares a partir de SCU

Verificar la calidad de la muestra, es decir, que no haya coagulado de

manera importante, y que sea de volumen considerable (considerar que cada

bolsa contiene 35 mL de anticoagulante), muestras menores a 30 mL de SCU

(volumen final < 45 mL) no fueron utilizadas para este protocolo.

Verificar que en la etiqueta se reflejen los criterios de inclusion descritos

previamente y que estos aseguren la buena calidad de la muestra.

Realizar todo el procedimiento en campana de flujo laminar nivel dos de

bioseguridad, perfectamente limpia y estéril. Siempre utilizando guantes y bata.

Antes de comenzar a trabajar con la muestra, preparar tubos falcén de 50
mL estériles colocandoles Ficoll (Lymphoprep Invitrogen ®) en una
relacion ficol — SCU 3:4.

Retirar la bolsa colectora del contenedor de transporte y de la bolsa
hermética. Limpiar la bolsa utilizando una gasa impregnada con alcohol al
70%.

Introducir la bolsa al gabinete y localizar la parte posterior de la bolsa, es

decir, el lado contrario a adonde se encuentra la etiqueta de fabrica.
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- Realizar un corte en diagonal en la esquina superior derecha con unas
tijeras perfectamente limpias y estériles.

- Obtener la SCU con una pipeta y transferirla cuidadosamente en los
volumenes necesarios para cada tubo de 50 mL previamente preparado,

procurando no superar la capacidad maxima del tubo.

En este paso es imprescindible que se formen dos fases en el tubo, una
inferior que contiene el Ficoll y una superior, la SCU. Ambas fases NO deben
mezclarse o romperse, si eso sucediera, es necesario tratar la mezcla como

muestra y transferirlo a un nuevo tubo con Ficoll.

- Cerrar perfectamente los tubos y centrifugar por 30 minutos a 1,500 rpm
con aceleracién y desaceleracion baja.

- Pasada la centrifugacion se formaran tres fases, una inferior de color rojo;
una superior que contiene el plasma y una intermedia que es donde se
encuentran las CMN. Recuperar esta fase cuidando de no tomar parte de
las otras dos.

- Una vez recuperadas las CMN, lavarlas con PBS + una mezcla de 4
antibioticos (eritromicina 1 mg/mL, vancomicina 1 mg/mL, gentamicina 5
mg/mL, ciprofloxacino 1 mg/mL) en una proporcion 1:1 y centrifugando a
1,100 rpm durante 9 minutos.

- Tomar los tubos de la centrifuga y observar la formacién de un botén de
células al fondo del tubo. Decantar el sobrenadante.

- Resuspender el botén en 5 mL de medio RPMI + 4 antibiéticos y contar
con camara de Neubauer.

- Sembrar en una densidad de 1x107 por cada mililitro de medio RPMI + 8%
suero fetal bovino (SFB) + 4 antibiéticos, por 18 - 24 horas.

- Pasado el tiempo, recuperar las CMN, contar con camara de Neubauer
con liquido de Turk 3%, verificar viabilidad con Azul de tripano (0.4%) y si

la muestra es satisfactoria, proceder a trabajar en lo respectivo.
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Enriquecimiento en células CD34+.

Para favorecer a la obtencion de las poblaciones enriquecidas, aumentando
la eficiencia del sistema, se realizé un fraccionamiento de la fraccién de CMN en
células enriquecidas en células que expresan la molécula CD34. Para esto, se

siguio el siguiente protocolo:

- Colocar las células en un tubo de citbmetro en una densidad de 20- 120
millones en un mililitro de PBS al 2% SFB y 1 mM EDTA.

- Anadir 100 pL del coctel de anticuerpos Easysep (Stem cell
technologies®).

- Agitar suavemente e incubar 15 minutos a temperatura ambiente.

- Anadir 50 pL del coloide contenido en el empaque del kit de anticuerpos.

- Incubar 15 minutos a temperatura ambiente (TA).

- Llevar a 3 mL e introducir en el magneto EasySep.

- Incubar por 10 minutos a TA.

- Pasado el tiempo decantar en un tubo nuevo cuidando que no se toquen
las bocas de ambos tubos.

- Retirar el primer tubo del magneto e incubar el segundo tubo por 10
minutos a temperatura ambiente, pasado el tiempo decantar nuevamente.
Repetir una tercera vez.

- Centrifugar 7 minutos a 900 rpm por cinco minutos para formar un botén
de células y permitir que las plaquetas queden suspendidas.

- Retirar el sobrenadante con pipeta.

- Resuspender en 200 pL de PBS al 2% SFB y 1 mM EDTA,

- Contar con camara de NeuBauer con liquido de Turk 3% vy verificar

viabilidad con Azul de tripano 0.4%.
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Purificacion de progenitores mediante citometria de flujo FACS
(Flourescent Activated Cell Sorting).

A partir de la poblacion enriquecida en células CD34+Lin-, proceder a

realizar una tincion para citometria de flujo como se indica a continuacion:

Muestra problema.

- AnfAadir los anticuerpos a las células enriquecidas en CD34+ como se

indica a continuacion:

Anticuerpo Volumen /1x108 células
CD34 3 L

CD38 2.5 uL

CD71 20 L
CD45RA 10 yL

- Mezclar por vortex suavemente e incubar por 20 minutos a temperatura
ambiente y en oscuridad.

- Durante este tiempo preparar los tubos para la recoleccion de los
progenitores afadiendo 500 puL de medio de cultivo StemSpan o de PBS
+1 mM EDTA + 2% SFB.

- Pasado el tiempo de incubacion, afiadir 1 mL de PBS + 1 mM EDTA.

- Centrifugar por 5 minutos a 2500 rpm a temperatura ambiente.

- Decantar el sobrenadante y afiadir 700 yL de PBS + 1 mM EDTA + 2%
SFB.

- Llevar al FACS y separar a las CTH o a los progenitores con base en el
inmunofenotipo indicado para cada poblacion celular (CTH: CD34+CD38-
CD45RA-CD71-; CPM: CD34+CD38+CD45RA+CD71- CPE:
CD34+CD38+CD45RA-CD71+).
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Controles

- En tubos de citémetro, afiadir 100,000 CMN y agregar 1 uL de anticuerpo
antiCD45 acoplado a FITC, PE, APC o PE-Cy7 respectivamente.

- Incluir un tubo de citdmetro con el mismo numero de células, pero sin
agregarle anticuerpo alguno, este tubo servira como control de
autofluorescencia.

- Mezclar por vortex suavemente e incubar por 20 minutos a TA y en
oscuridad.

- Pasado el tiempo de incubacion, afadir 1 mL de PBS + 1 mM EDTA.

- Centrifugar por 5 minutos a 2500 rpm a TA.

- Decantar el sobrenadante y afiadir 700 yL de PBS + 1 mM EDTA + 2%
SFB.

- Llevar al FACS y hacer los ajustes de compensacion correspondientes al

equipo con estos controles para el experimento.
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Ensayos de induccion

Cultivo de CTH obtenidas de la SCU para la generacion de ivCTH.

Este esquema de cultivo fue realizado con anterioridad en el laboratorio por la

Dra. Verédnica Fernandez (Fernandez-Sanchez et al., 2011).

Mediante FACS, obtener la poblacion de CTH (CD34+CD38-CD71-
CD45RA-).

Cultivarla por siete dias en una placa de 24 pozos previamente preparada
con estroma de la linea celular OP-9, a una densidad de 5,000 a 20,000
células/mL. El cultivo se realiz6 con medio a-MEM con 10% serum
replacement y con IL3, IL6, FLT3-L, SCF, GM-CSF, G-CSF y TPO a 10
ng/mL

Al dia siete, resusperder a la poblacion celular y transferirla a un tubo de
citometro. Lavar con PBS a 1,100 rpm por 9 minutos.

Se resuspendieron en 500 pyL de PBS + 1 mM EDTA + 2% SFB, para
realizar el conteo y verificar viabilidad celular.

Se les realizo tincidn de citometria de flujo para obtener a la poblacién de
ivCTH (CD34+ CD38- CD71- CD45RA-) a través de FACS.

Cultivo de induccién de células troncales hacia progenitores linaje especifico

(Dircio-Maldonado et al., 2018)

A partir de la poblacién enriquecida en células CD34+Lin- y mediante
FACS, obtener la poblacion CD34+CD38-CD71-CD45RA-, que
corresponde a una poblacién de CTH (Doulatov et al., 2012; Mayani &
Lansdorp, 1995).

Cultivarla por 10 dias en medio StemSpan adicionado con IL3, IL6, FLT3-
L, SCF y TPO a 10 ng/mL; a una densidad de 100,000 células por mililitro.
Pasado el tiempo, recuperar las células, contar y hacer tincién para
purificar por FACS los progenitores eritroides y mieloides, siguiendo el

protocolo de purificacion de progenitores
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Ensayos de proliferaciéon

Cultivos liquidos.

1.

Cultivar las CTH en condicion seminal (SCF, IL-6, FLT3-L y TPO 10 ng/mL
cada citocina) a una densidad de 100,000 células/mL.

Cultivar las CPE en condicion eritroide (SCF, TPO, IL-6, IL-3y FLT3-L 10
ng/mL cada citocina y EPO 3 U/mL) a una densidad de 100,000
células/mL.

Cultivar las CPM en condicién mieloide (SCF, IL-6, FLT3-L, GM-SCF y G-
SCF 10 ng/mL cada citocina) a una densidad de 100,000 células/mL.

Ensayos de formacién de colonias. Cultivo de Progenitores.

Colocar el numero de células de la poblacion de interés, segun la tabla 1,
en el vial de metilcelulosa a TA, contenida en un tubo Eppendorff.
Cuidando de depositar las células en la superficie del medio.

Mezclar por vértex 10 segundos y reposar por 15 minutos a TA para
permitir que salgan las burbujas del medio de cultivo.

Transferir el contenido a una placa de 24 pozos, cuidando de no formar
burbujas, utilizando una jeringa y una aguja de punta roma,

Incubar por 15 dias a 37°C con 5% de CO..

Pasado el tiempo, observar en el microscopio invertido a 10x e identificar
por morfologia, las colonias de progenitores eritroides (UFC-C, UFC-B),
mieloides (UFC GM, G y M) y mixtas (UCF Mix).
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Numero de células

Poblacion Dia 0 Dia 5 Dia 10 Dia 15 Dia 20
CTH 300 500 700 1000 1200
CPM 300 500 700 1000 1200
CPE 300 500 700 1000 1200

Tabla 1. Numero de células utilizadas en la siembra de los ensayos de formacién de
colonias. Los numeros de células corresponden tanto para las poblaciones obtenidas de

la SCU como las poblaciones generadas in vitro.

Cultivos para evaluar la presencia de células iniciadoras de cultivos a largo
plazo.

Preparar las placas donde se hara el cocultivo. Para esto es necesario
colocar la linea celular M210B4 en placas de 24 pozos a una confluencia no
mayor a 80% que se debe tratar con mitomicina C a una concentracién de 0.2

pg/mL a TA, para inhibir la proliferacion.

Plagueo de la linea M210B4.

- Colocar 1000 células por pozo en los pozos centrales (ver figura 6) de la
placa de 24 y anadir 500 uL de medio RPMI Advance con 5% de SFB y
L-Glutamina.

- Incubar hasta confluencia de 60 - 70 % y afadir mitomicina C (0.02 ug/mL)
durante 18 - 24 horas.

- Pasado el tiempo, lavar 3 veces con PBS + 4 antibioticos (eritromicina 1
mg/mL, vancomicina 1 mg/mL, gentamicina 5 mg/mL, ciprofloxacino 1
mg/mL), cuidadosamente para no despegar la capa formada.

- Anadir 500 pL de medio RPMI Advance con 5% de SFB + 2 antibioticos
(penicilina 10,000 U/mL y estreptomicina 1mg/mL) y reservar hasta su

uso.
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Siembra de LTC-IC.

- Verificar el aspecto del estroma previamente plaqueado.

- Sembrar 1000 células de la poblacién de interés, en el pozo previamente
preparado con la linea celular M210B4.

- Anadir 500 uL de medio LTCM para conseguir un volumen final de 1 mL.

- Realizar cambios de medio durante cinco semanas, una vez cada 7 dias.
NOTA: Los cambios de medio se realizan reemplazando la mitad del
volumen del cultivo celular con medio LTCM fresco.

- Al cabo de cinco semanas, cosechar todas las células que se encuentren
el pozo, incluyendo la fraccion adherente. Contar y sembrar ensayos de
formacion de colonias por duplicado como se indica en el apartado de

ensayo de formacién de colonias.

Extraccion de RNA.

Las poblaciones fueron obtenidas por FACS y recuperadas en PBS + 2%
SFB + 0.5 mM de EDTA e inmediatamente se realizé la extraccion de RNA,
utilizando el kit de extraccion de Norgen biotek ® de acuerdo con las
instrucciones que indica el proveedor. Las muestras fueron sometidas al
bioanalizador de Agilent Technologies™ con el programa de analisis Eukaryote
Total RNA Pico v2.6. Se considero un RIN (RNA Integrity Number) mayor a 6.

Microarreglos de expresion.
Microarreglos y analisis de expresion génica.

La calidad del RNA fue evaluada por electroforesis capilar (Agilent
Bioanalyzer, Agilent Technologies), solo las muestras con un RIN (RNA Integrity
Number) mayor a 6 fueron aprobadas para los microarreglos. 100 pg de RNA de
cada condicion experimental fue evaluada en Gene Chip Human Transcriptome
Array (HTA) 2.0. Este arreglo permite evaluar 18,000 genes con un promedio de
20 sondas por gen. La sintesis de cDNA y amplificacion se hicieron con WT Pico
Reagent Kit (Affymetrix, Santa Clara, EUA). Los lavados y el proceso de

hibridacién se hicieron con GeneChip Hybridization Wash and Stain Kit in the
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GeneChip Fluid Station 450 (Affymetrix, Santa Clara, USA). El arreglo fue
escaneado usando The GeneChip Scanner 3000 7G (Affymetrix, Santa Clara,
USA). La senal de los arreglos fue analizada con la consola de expresion
Affymetrix. Los datos se normalizaron usando Signal Space Transformation-
Robust Multichip Analysis (SST-RMA) para la correccién de ruido de fondo y el
algoritmo de quantiles. Para definir el perfil de expresion diferencial dentro de las
diferentes poblaciones celulares se uso el software Affymetrix Transcriptome
Analysis Console (TAC). Los genes con una tasa de cambio ((Livak &
Schmittgen, 2001)Log2) >2 o <-2 y con un p-value Anova <0.05 fueron
considerados significativamente alterados entre las condiciones analizadas.

Todos los datos fueron subidos al GEO (ID: GSE107497)

Andlisis de enriquecimiento.

El Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) y Over-Representation Analysis
(ORA) se hicieron usando el GeneTrail2 (Stockel et al., 2016). Los genes del
analisis TAC con una tasa de cambio <2 y <-2 y con un p-value Anova <0.05
fueron usados para el ORA con los siguientes parametros: False Discovery Rate
(FDR) de 0.05 y dos genes por categoria como el numero minimo de todos los

analisis.

Sintesis de cDNA y qPCR

La validacién de los microarreglos se hizo usando tres muestras diferentes
a las usadas para el analisis de expresion geénica. La sintesis de cDNA se hizo
con WT Pico Reagent Kit usando 30 ng/uL de RNA en cada reaccion, de acuerdo
al protocolo indicado por el proveedor. GAPDH fue utilizado como gen
constitutivo y un grupo de cuatro genes por poblacion. Todos los oligonucleotidos
se realizaron in silico en el Universal Probe Library System Assay Design for
gPCR (Roche) considerando las uniones de exones y las reacciones se hicieron
en Light Cycler 480 de Roche. Los oligonucleotidos para cada gen fueron

sintetizados en la compafia T4 Oligo con la secuencia indicada en la tabla 2.
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Gen Secuencia 5’ Secuencia 3’ Numero de

sonda

GAPDH agccacatcgctcagacac gcccaatacgaccaaatcc 60
CCNB1 catggtgcactttcctectt tgttgtagagttggtgtccattc 18

CDC6 tgctcttgatcaggcagttg tgcgacagactttactgtaggc 60

GBP4 gagcaccatcaaccaccag tttgccctgattagcetetge 1
KCNE3 ttaagggaggtcgtcactgg atgcacaaggcttcggtcta 7
KCNQ5  gtacaacgtgctggagagacc accaaagacaaggagaaaaacg 28
PIEZO2 caaagttacatctgtgccctca agcagcacgaaggtcagc 1
RUNX3 catggcatcgaacagcat ggggagggaggtgtgaag 12
VCAN ttgatggttttaacacattcaggt gccatagtcacatgtctcggta

SELP actgtaagcagtctgggttgg caagatggctatttggcagtt

Tabla 2. Secuencia de los oligonucledtidos utilizados para las gPCR.

La tasa de cambio de cada gen fue determinado usando el método de
2-AACT (Livak & Schmittgen, 2001).

Las reacciones en cadena de la polimerasa se realizaron en un volumen
de 10 yL en una placa de 96 pozos. Los volumenes de los reactivos fueron
distribuidos como se indica en la tabla 3.

Reactivo Concentracion final Volumen
Agua Grado Biologia Molecular 1.8 uL
Oligo Secuencia 5’ (5 mM Stock) 0.5 mM 1uL
Oligo Secuencia 3’ (5 mM Stock) 0.5 mM 1uL
Sonda 10 mM (Stock) 0.2 mM 0.2 uL
LightCycler® 480 Probe Master 1x 5uL
Total 9uL

Anadir 1 pL de cDNA

Tabla 3. Cantidades de los reactivos para las qPCRs.

Las reacciones se realizaron en el LightCycler 480 de Roche utilizando los
ciclos como se describen en la tabla 4.
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Nombre del Programa Ciclos Modo de analisis

Preincubacion 1 Ninguno
Temperatura (°C) Tiempo (hh:mm:ss)

95 00:10:00

Nombre del Programa Ciclos Modo de analisis
Amplificacion 45 Cuantificacion
Temperatura (°C) Tiempo (hh:mm:ss)

95 00:00:10

60 00:00:30

72 00:00:01

Nombre del Programa Ciclos Modo de analisis

Enfriamiento 1 Ninguno
Temperatura (°C) Tiempo (hh:mm:ss)

4 00:00:30

Tabla 4. Condiciones de reaccién para las qPCRs.

Analisis estadistico

Los resultados corresponden al promedio y la desviacion estandar de los
numeros de muestras indicados. El analisis estadistico fue realizado usando la
prueba de Anova y la prueba t-Student. La significancia estadistica fue con un p-

value <0.05.
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Resultados
Se procesaron mas de 80 muestras de SCU, las cuales fueron distribuidas
para los diferentes analisis que se realizaron y seran descritas a continuacion,

en las diferentes secciones.

Obtenciodn de las poblaciones directamente de la SCU.

Las muestras de SCU fueron procesadas para obtener la fraccion de
CMN. En promedio en cada unidad de SCU, las CMN mostraron un contenido
de células formadoras de colonias (CFC) del 0.33%, de las cuales el 69% fueron
CFC eritroides y el 31% de CFC mieloides. Esta fraccion fue enriquecida en
células CD34+Lin- mediante inmunoseleccion negativa, obteniendo un
enriquecimiento del 55 — 80%. El porcentaje de recuperacion en este punto fue
del 0.6% utilizando el sistema EasySep, es decir de aproximadamente 1.2x10°
células; esta poblacion mostré un 22% de CFC totales, de las cuales el 48% fue
de CFC eritroides, el 51% de CFC mieloides y el 1% de CFC mixtas. A partir de
esta fraccioén celular, fueron obtenidas las tres poblaciones de interés, CTH, CPE
y CPM, utilizando el inmunofenotipo descrito anteriormente (Figura 6). Se
obtuvieron en promedio 22,000 CTH con un 25 % de CFC totales, de las cuales
el 46% fueron CFC eritroides, el 52% CFC mieloides y el 2% CFC mixtas. Para
las CPE se obtuvieron 55,000 células con una formacion de colonias del 35% y
con mas del 95% de CFC eritroides. De las CPM por su parte, se recuperaron
36,000 células con una formacion de CFC de mas del 93% mieloides. Para las
poblaciones obtenidas por FACS, las purezas se mantuvieron por arriba del 97%
y la viabilidad por arriba del 90% (Tabla 5).
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Poblacion

CMN

CD34+ Lin-

CTH

CPE

CPM

NuUmero de
células (x1076)

249 +101.1

1.26 +0.34

0.022 £0.018

0.055 +0.018

0.036 £0.017

% CFC
Totales
0.33+£0.32

22+15

25+10

35+ 10

23+ 74

% CFC
Eritroides
69 +1.4

48+5

46 6

95+104

7 5.8

% CFC
Mieloides
30 0.5

51+10

52 5

5122

93 £11.2

% CFC

Mixtas

Tabla 5. Numeros de células recuperadas de la SCU. Las unidades de SCU fueron

procesadas para obtener las diferentes fracciones celulares. A media que se obtienen

poblaciones con mayor pureza el porcentaje de células formadoras de colonias (CFC)

aumenta. Ademas, cuando se purificaron progenitores linaje especifico, las CFC

obtenidas en esas poblaciones fueron principalmente mieloides o eritroides, segun el

tipo de progenitor. n=20.
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Figura 6. Estrategia para obtener por FACS las CTHs, CPEs y CPMs a partir de una
poblacion enriquecida en CD34+Lin- obtenida por inmunoseleccién negativa. La
estrategia comienzo con la identificacién de las células que se encontraban de forma
individual en la suspension. Posteriormente a través de las caracteristicas de tamafio y
complejidad, se seleccioné la poblacién con caracteristicas linfocitoides. Utilizando a los
marcadores CD34 y CD38, se seleccionaron a las poblaciones enriquecidas en CTH y
a las CPH. En seguida, con los marcadores CD71 y CD45RA se purificé a la poblacion
de CTHy a los CPE y CPM.
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Evaluacion de la capacidad funcional de las poblaciones CMN y CD34+Lin-

La proliferacion fue definida como la capacidad de una célula de dividirse,
sin importar el estado de maduracion o el linaje de las células que se generan.
En este sentido, se evalu6 la capacidad de proliferacion de las CMN
cultivandolas en las condiciones eritroide y mieloide, descritas en materiales y
meétodos. Se observd un incremento maximo de 13 veces al dia 15, en la
condicion eritroide y un incremento de 8 veces al dia 20, para la condicién
mieloide. En ambos casos, las cinéticas de proliferacién disminuyeron a partir de
los dias mencionados en cada condicion de cultivo (Figura 7). Cabe mencionar

que como control se cultivaron las células sin afadir citocinas al medio.

Por otro lado, se analizé la capacidad de expansion de las células, es
decir, la capacidad para que al dividirse, las células generadas conserven
caracteristicas de la poblacion original. Este potencial fue evaluado por la
capacidad de las CMN para formar colonias en cultivos semisélidos. Se observé
un incremento de 8 veces para la condicion eritroide al dia 10 y de 7 veces para
la condicidon mieloide al dia 10; en ambos casos este dia fue el de mayor
incremento y a partir de este punto, para la condicion eritroide, fue evidente la
rapida pérdida de la capacidad de expansion de las CMN, mientras que en la

condicién mieloide, la pérdida se observo de forma gradual (Figura 8).

Por otro lado, para evaluar el tipo de células que se estaban generando
en el cultivo, se realizé un analisis de la cinética de morfologia para cada una de
las condiciones de cultivo. Para este analisis las células fueron clasificadas en
blastos linfocitoides, si no se observaron caracteristicas propias de linaje y
células mieloides o células eritroides, cuando se identificaron caracteristicas
morfolégicas pertenecientes a estos linajes. Se observdé que en el control,
prevalecié la presencia de blastos indiferenciados en los dias cero y cinco,
puntos hasta donde fue posible realizar la evaluacion dado que las células
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murieron al no tener citocinas que favorecieran su crecimiento en el cultivo. Por
su parte, la condicion mieloide favorecio a la generacion de células linaje granulo-
monocitico a lo largo de la cinética, sin embargo, para el dia 20 no fue posible
realizar la determinacién dado el agotamiento de las células en el cultivo. Por
otro lado, si bien, en la condicién eritroide se observé mayoritariamente que las
células generadas fueron de linaje eritroide, sin embargo se observé también un

10% de células mieloides.

Estos datos sugieren que la especificacién de linaje hematopoyético que

se genera in vitro, depende de las condiciones del (Figura 9).

Cuando se analizé el potencial de proliferacion de la poblacion
enriquecida en células CD34+Lin-, utilizando las condiciones de cultivo eritroide
y mieloide, se observd que a diferencia del incremento en veces maximo
observado para la poblacion CMN (13 veces al dia 15), en esta poblacién el
incremento maximo fue de 204 veces para la condicién eritroide al dia 10, y de
115 para la condicion mieloide al dia 15. En ambos casos la cinética disminuyo
de manera paulatina hacia el final de la medicién. Al igual que en la poblacién
CMN, se utilizd un control cultivando las células sin afiadir citocinas al medio y el
resultado de este cultivo fue la perdida de la poblacién celular al dia 10 (Figura
10).

Interesantemente, al evaluar la capacidad de expansion de la poblacion
enriquecida en células CD34+Lin-, se encontrd un incremento de 7 veces al dia
cinco para la condicion eritroide y un incremento de 4 veces al dia cinco para la
condicién mieloide (Figura 11). Es de notar que estos incrementos en veces
observados en la poblacion enriquecida en CD34+Lin-, son menores que los
observados en la poblacién CMN, por lo que con esta informacion, se hipotetizd
que las células estaban diferenciandose en periodo de tiempo mas corto, por lo
que se realizdé la evaluacion por morfologia de la cinética de diferenciacion,
observandose una generacion de células linaje especifico a partir del dia cinco
(96% para la condicién mieloide y 70% para la condicion eritroide); es decir, en

menor tiempo con respecto a las CMN. Es de notar que al igual que lo observado
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previamente, las condiciones de cultivo fueron determinantes en la generacion
de las células del linaje eritroide, en la condicion eritroide, y de linaje mieloide,

en la condicion mieloide (Figura 12).
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Figura 7. La capacidad de proliferacion in vitro de la capacidad de la poblacion CMN
cultivadas en la condicién eritroide o condicion mieloide muestran cinéticas similares
entre si. Los datos representan el incremento en veces del numero total de células
nucleadas comparadas contra el dia cero. Se presentan los promedios y las

desviaciones estandar de 7 experimentos independientes. Prueba t-Student p >0.05.
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Figura 8. La capacidad de expansion de las CFC in vitro de las CMN, se redujo
rapidamente cuando la poblacién fue cultivada en la condicién eritroide. Los datos
representan el incremento en veces del numero total de CFC comparadas con el dia
cero. Se presentan los promedios y las desviaciones estandar de 7 experimentos

independientes. Prueba t-Student p >0.05.
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Figura 9. La cinética de diferenciacion in vitro de la poblacién CMN, mostré que las
condiciones de cultivo son determinantes para la generacion de células comprometidas
a linaje. Los datos representan el porcentaje al que corresponden las células generadas
in vitro, dentro del nimero total de la poblacion. Se presentan los promedios de 3

experimentos independientes. ND: no determinado.
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Figura 10. La capacidad de proliferacion in vitro de la capacidad de la poblacion
CD34+Lin- cultivada en la condicion eritroide o condicion mieloide muestran cinéticas
similares entre si. Los datos representan el incremento en veces del numero total de
células nucleadas comparadas contra el dia cero. Se presentan los promedios y las

desviaciones estandar de 7 experimentos independientes. Prueba t-Student p >0.05.
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Figura 11. Expansion de CFC de la poblacion CD34+Lin-. La capacidad de expansion
de CFC en la poblacion CD34+Lin- es mantenida por periodo de tiempo mayor cuando
se cultivan en condicion mieloide, mientras que en la condicién eritroide, esta capacidad
parece disminuir en un menor lapso de tiempo. Los datos representan el incremento en
veces del numero total de CFC comparadas con el dia cero. n=7. Se presentan los

promedios y las desviaciones estandar. Prueba t-Student p >0.05.
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Figura 12. Evaluacion in vitro de la cinética de diferenciacion de la poblacién CD34+Lin-
Se observa la generacion de células linaje especifico a partir del dia cinco para las
condiciones mieloide y eritroide. Los datos representan el porcentaje al que
corresponden las células generadas in vitro, dentro del numero total de la poblacién. Se

presentan los promedios de 3 experimentos independientes.
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Establecimiento de un protocolo de cultivo para generar las células
progenitoras a partir de CTH obtenidas de SCU.

Una vez que se determind que las combinaciones de citocinas regulaban
de forma efectiva el comportamiento de las poblaciones celulares y con el
objetivo de establecer un sistema eficiente para generar los progenitores
mieloides y eritroides, las CTH obtenidas de la SCU (fCTH) fueron puestas en
cuatro condiciones de cultivo utilizando diferentes combinaciones de citocinas.
Se utilizé la combinacion de SCF, FL, TPO e IL6 (Seminal) como primera
condicion de cultivo; a la condicion Sem se le adiciond IL3 (Sem + IL3), y esta
fue la segunda condicion de cultivo. Al dia cinco, las células cultivadas en Sem
+ IL3 se dividieron en tres combinaciones diferentes: una parte continué cultivada
en la condicion inicial, una segunda parte de la suspension celular fue trasladada
a la condicion SCF, IL3, TPO, EPO, IL6 y FL (condicion eritroide); la tercera
porcion de las células se cultivaron en SCF, IL6, FL, GMSCF y GMSCF
(condicién mieloide) (Figura 13). Con estas condiciones, se observo que hubo
una mayor proliferacion en las células cultivadas en Sem + IL3 (4000 veces), en
contraste con la condicién seminal (1800 veces), al dia cinco. Cuando las células
que inicialmente estuvieron en la condicion Sem + IL3, se cambiaron de
condiciones de cultivo al dia cinco, se observaron numeros celulares de
alrededor de 900,000 veces al dia 10 en las condiciones analizadas (Sem + IL3,
eritroide y mieloide). Sin embargo, de manera interesante, los niumeros celulares
aumentaron considerablemente al dia 15, alcanzando los 3.5 millones de células
en la condicion Sem + IL3, 129 millones de células en la condicién eritroide y 60
millones de células en la condicion mieloide; estos datos reflejan un gran
aumento en el numero celular en comparacion con las 907 mil células obtenidas

en la condicién seminal (Figura 14).

En seguida se analizé la cinética de expansion de progenitores, en busca
del dia 6ptimo para generar los CPE y CPM (ivCPE e ivCPM) en el sistema de
cultivo. Los resultados mostraron que las condiciones Sem + IL3, eritroide y
mieloide incrementaron los numeros celulares 5 veces con respecto a la

condicion seminal al dia 10 (10,000 células en condicion seminal, 54,000 células
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en Sem + IL3, 51,000 células en condicion eritroide y 52,000 células en
condicion mieloide). Para el dia 15 el incremento con respecto a la condicion
seminal fue de 3.46 veces para Sem + IL3, 2.76 veces para la condicion eritroide
y 3.72 veces para la condicion mieloide. Es decir, en numeros absolutos, al dia
10, se obtuvieron 54 x10° CPH en la condicion Sem + IL3, 51 x10° CPH en la
condicion eritroide y 51 x10° CPH en la condicion mieloide. Para el dia 15, los
numeros absolutos de progenitores que se obtuvieron fueron 471 x10° CPH en
la condicion Sem + IL3, 375 x10° en el cultivo con citocinas eritroides y 507 x10°
CPH en el cultivo con condicion Sem mieloide; siendo este dia el que se

obtuvieron mayores numeros celulares (Figura 15).

Con el fin de identificar el dia 6ptimo para obtener a los progenitores de
interés, fue importante determinar las cinéticas de diferenciacion para buscar el
tipo de células que estaban generandose en el cultivo. Para estos experimentos,
las células fueron divididas en células con morfologia linfocitoide, precursores
mieloides tempranos, precursores mieloides tardios, precursores eritroides
tempranos y precursores eritroides tardios. Las cinéticas de morfologia
mostraron que la condicion seminal al dia 10 genera mas del 85% de células
mieloides y apenas un 10% de células eritroides (Figura 16a); por otro lado, la
condicion Sem + IL3 generd un 58% de células eritroides y 48% de células
mieloides al dia 10; sin embargo para el dia 15 en el cultivo Sem + IL3
prevalecieron las células eritroides (78%) (Figura 16b). Por otro lado, la condicién
eritroide generé mas del 72% de progenitores eritroides al dia 10 y 94% de
células de este linaje al dia 15, incluyendo células en estados de diferenciaciéon
avanzados (Figura 16¢c). Este fendmeno fue similar, cuando se analizé la
condicion mieloide, pero se favorecio la generacion de células de linaje mieloide,
llegando a hasta el 98% de precursores tardios (Figura 16d). Esto demuestra
que el utilizar las citocinas que especifican linaje, se favorece la pronta
diferenciacién de las fCTH. Todos estos datos juntos demuestran que la
condicion Sem + IL3, en el dia 10, es la que favorece la obtenciéon de los

progenitores mieloides y eritroides.
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Para validar el sistema, se evalu6 por citometria de flujo, el contenido de
CPE y CPM dentro de la poblacion CD34+ generada en el cultivo Sem + IL3. Se
observd que los porcentajes de las poblaciones fueron similares para ambos
tipos de progenitores: fCPE 24,2% + 6,3% e ivCPE 24,2% * 3,9%; por otro lado,
se obtuvo 3,32% + 0,4% en fCPM y 6,2% + 2,89% para ivCPM (Figura 17). Es
importante mencionar que no fue posible evaluar el incremento en veces de las
CPH generadas in vitro, dado que los cultivos iniciaron con una poblacién CD34+
CD38+ CD45RA- CD71- Lin", y los CPE son CD34+ CD38+CD45RA-CD71+ Lin-
y los CPM son CD34+ CD38+CD45RA+CD71 Lin-, es decir, no se contd con un
punto de referencia al dia cero para poder realizar la evaluacion. Estos datos
concluyen que utilizar la condicion Sem + IL3 al dia 10 para genera ivCPE e
ivCPM sin llegar a estadios avanzados de diferenciacion. Esto es importante para
obtener la mayor cantidad de progenitores posible y ademas, los datos
demuestran que las frecuencias obtenidas de las CPE y CPM, son similares
dentro de la poblacion CD34+ generada in vitro, respecto a la poblacion CD34+

obtenida en fresco.

Para obtener a las ivCTH, se tomdé como referencia el trabajo en el que
establecieron un sistema de cocultivo de las CTH con la linea estromal OP-9, y
medio libre de suero fetal bovino suplementado con una combinacion de siete
citocinas (FL, IL6, IL3, GM-SCF, G-SCF, TPO y SCF) (Fernandez-Sanchez et
al., 2011). Los cultivos iniciaron con 2.3 x10* fCTH. Después de siete dias de
cultivo se recuperaron 7.76 x10° en promedio, lo que significo un incremento de
33 veces. De esas células, 8% corresponden a células CD34+ y el 6.6% a células
CD34+CD38-, indicando un incremento de 2.6 y de 2.2 veces, respectivamente.
Interesantemente, 26,400 células corresponden al inmunofenotipo troncal
(ivCTH), esto significd un incremento de 1.13 veces comparado con el dia cero
(Figura 18).
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Figura 13. Esquema de cultivo de las CTH para la generacion de CPH. Las fCTH

obtenidas por FACS se cultivaron en un medio libre de suero fetal bovino y estroma,
utilizando cuatro combinaciones de citocinas: seminal (IL6, TPO, FL y SCF), seminal +
IL3 (Sem + IL3), condicion eritroide (IL6, IL3, FL, TPO y EPO) y condicion mieloide (IL6,

FL, GM-SCF y G-SCF). Las mediciones se hicieron en intervalos de cinco dias.
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Figura 14. Evaluacion in vitro de la capacidad de proliferacién de la poblacién fCTH
(CD34+ CD38- CD45RA- CD71- Lin-). Los datos representan el numero total de células
nucleadas obtenidas en el cultivo. Se presentan los promedios y las desviaciones

estandar de 3 experimentos independientes. Prueba t-Student p >0.05.
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Figura 15. Evaluacion in vitro de la capacidad de generacién de CFC a partir de la
poblacion fCTH en un medio libre de suero y estroma. Los datos representan numero
total de CFC obtenidos en cada dia en las diferentes condiciones de cultivo. Se
presentan los promedios y las desviaciones estandar de 3 experimentos
independientes. Prueba t-Student p >0.05
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Figura 16. Evaluacion in vitro de la cinética de diferenciacion de la poblacién fCTH

evaluada por morfologia. a) Condicién seminal, b) condicién Sem + IL3, ¢) condicion

eritroide y d) condicion mieloide. Los datos corresponden al porcentaje del contenido

celular linaje especifico dentro cada cultivo. Se presentan los promedios de 3

experimentos independientes.
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Figura 17. Evaluacion del contenido de progenitores por citometria dentro de la
poblacién CD34+. CPE se evalu6 utilizando el inmunofenotipo CD34+CD38+CD45RA-
CD71+Lin- y los CPM se evaluaron utlizando el inmunofenotipo
CD34+CD38+CD45RA+CD71-Lin-. Los datos corresponden al porcentaje del contenido
celular linaje especifico dentro cada cultivo. Se presentan los promedios y desviaciones

estandar de 3 experimentos independientes. Prueba t-Student p >0.05.
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Figura 18. Generacion in vitro de las ivCTH después de siete dias de cocultivo de las

NuUmero de células en el cultivo

fCTH con la linea estromal OP-9. Se presentan los promedios y desviaciones estandar

de 3 experimentos independientes. CNT: células nucleadas totales.
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Evaluacion in vitro de la funcionalidad de las CTH.

Se hizo un analisis de las capacidades funcionales de las CTH, tanto fCTH
como ivCTH. Parte de la caracterizacion realizada fue la determinacion del
contenido de células iniciadoras de cultivos a largo plazo (LTC-IC, por sus siglas

en inglés) y de CFC.

En la poblacion fCTH la frecuencia de las LTC-IC fue de 1 LTC-IC por
cada 54 células (Figura 19). Esto es un enriquecimiento considerable comparado
con la frecuencia de las CMN en donde se observé 1 por cada 9506 células, y
con la frecuencia de LTC-IC en la poblaciéon CD34+Lin- (1 por 670 células).
Cuando analizamos las ivCTH, encontramos que el contenido de LTC-IC fue de
1 LTC-IC por cada 825 células, lo que significa una reduccion importante en el
contenido de estas células comparado con las fCTH. Ademas, a lo largo del
cultivo, no se encontraron LTC-IC en esta poblacién, a diferencia de las fCTH,
donde el contenido se mantuvo constante a lo largo del experimento (Figura 19).
Este dato resulta fundamental, pues sugiere que la poblaciéon ivCTH podria no

estarse autorrenovando.

Respecto al contenido de CFC, se observé que el 26.6% de las fCTH
fueron capaces de formar colonias en cultivos semisélidos; de ese porcentaje, el
52% correspondié a CFC de linaje mieloide y el 46% a CFC de linaje eritroide y
el 2% correspondi6 a CFC de tipo mixto (Figura 20). En cuanto al contenido de
CFC enlas ivCTH, se determiné que el 24.6% fue capaz de generar colonias, un
dato similar al obtenido para las fCTH, sin embargo, cuando se analizé el linaje
de las CFC que se formaron, el 91% de CFC fueron de linaje mieloide y apenas
el 8% de linaje eritroide y el 1% de CFC de linaje mixto (Figura 20). Estos datos
sugieren que las ivCTH tienen una tendencia a generar linaje mieloide, mientras
que las fCTH muestran un potencial balanceado en la generacion de linajes

hematopoyéticos.
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Cuando se analizo el potencial de proliferacion, se determiné que ambas
poblaciones mostraron cinéticas similares durante los 20 dias en que se realizo
el cultivo. Las fCTH alcanzaron un incremento de 99 veces, mientras que las
ivCTH mostraron un incremento de 71 veces al dia 20 del cultivo. Durante el
experimento, las fCTH siempre mantuvieron un mayor numero de células
nucleadas totales en el cultivo con respecto a las ivCTH, sin embargo, las

diferencias no fueron estadisticamente significativas (Figura 21).

Por otro lado, el potencial de expansion fue mayor en las fCTH con
respecto a las ivCTH. Las fCTH alcanzaron un incremento de 212 veces al dia
cinco, mientras que las ivCTH apenas lograron alcanzar un incremento de 21
veces al dia 20, ambos datos representan el punto maximo de expansion (Figura
22). Interesantemente, a lo largo del cultivo se observé que existio una marcada
tendencia a generar CFC de linaje mieloide y no CFC de linaje eritroide. En este
sentido, para el dia 20 las fCTH mostraron una generacion del 87% de CFC
mieloides y 12% de CFC eritroides, por su parte, las ivCTH generaron 98% de
CFC de linaje mieloide y 2% de CFC linaje eritroide. Ademas, es importante
mencionar que el contenido de CFC de linaje mixto se mantuvo durante el
periodo de evaluacion para las fCTH, mientras que para el dia 15 en las ivCTH,
este tipo de CFC no fue detectado. Estos datos concuerdan con que las ivCTH

presentan mayor diferenciacion con tendencia a linaje mieloide (Figura 23).

Para verificar lo anterior, se realiz6 el analisis de las cinéticas de
diferenciacion evaluando la morfologia de las células generadas en el cultivo
para ambas poblaciones. En este analisis se observd que para el dia cinco, el
77% de las células del cultivo de las fCTH fueron indiferenciadas, el 16% de las
células fueron de linaje mieloide y el 7% de linaje eritroide. Por su parte, para las
ivCTH, el 45% fue de células indiferenciadas, el 53% de linaje mieloide y el 2%
de linaje eritroide. En este punto, fuimos capaces de identificar precursores
mieloides tardios, que aumentaron del 5% al dia cinco, al 21% para el dia 10,
64% para el dia 15 y al 83% para el dia 20. Por su parte, la poblacion fCTH
apenas generd un 30% de precursores mieloides tardios al dia 20. En ningun
caso se observé una generacion mayor de células precursoras eritroides

tempranas, y las células precursoras tardias no se observaron (Figura 24).
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Figura 19. Evaluacion del contenido de Células Iniciadoras de Cultivos a Largo Plazo
(LTC-IC). Se evaluo la cinética del contenido de LTC-IC a lo largo del cultivo. Para las
fCTH (barras grises) no se observo disminucion de esta fraccion celular, mientras que
para las ivCTH (barras negras) las LTC-IC no se detectaron a partir del dia cinco, lo que
sugiere que la capacidad de autorrenovacion podria estar disminuida. Se presentan los

valores absolutos de 5 experimentos diferentes. ND: no detectado.
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Figura 20. Evaluacién del contenido de Células Formadoras de Colonias (CFC). Se
evaluo el contenido de CFC al dia cero, se observo un 25% de CFC al dia cero, de las
cuales para las fCTH estan repartidas entre los linajes mieloides y eritroides, por su
parte, las ivCTH muestran un 91% de CFC mieloides. Se presentan los promedios de

nueve experimentos independientes. * p <0.05.
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Figura 21. Cinética de proliferacién de las fCTH e ivCTH a lo largo del cultivo utilizando
la condicion seminal. Los valores representan los promedios y las desviaciones estandar

de tres experimentos independientes con respecto al dia cero.
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Figura 22. Cinética de expansion de CFC de las fCTH e ivCTH a lo largo del cultivo
utilizando la condicion seminal. Los valores representan los promedios y las

desviaciones estandar de tres experimentos independientes con respecto al dia cero.
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Figura 23. Evaluacion in vitro de la cinética de diferenciacion de la poblacion CTH
evaluada por morfologia en condicidon seminal. Se observé una generacion de células
mieloides mayor al dia cinco en la poblacién ivCTH y una generacion de células
precursoras tardias al dia 20, lo que sugiere que el tiempo de diferenciacién para las

ivCTH es menor respecto a las fCTH. n=3.
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Figura 24. Frecuencia de las CFC generadas a lo largo del cultivo, presentados en
porcentajes. La poblacion fCTH mostro una generacion de colonias balanceado al dia
cero y al dia cinco. Sin embargo, a partir del dia 10 se generaron CFC de linaje mieloide
predominantemente. Es importante observar que en todos los puntos de la evaluacion
se observaron CFC mixtas. Las ivCTH por el contrario, mantuvieron una formacién
preferente de CFC mieloides desde el dia cero y la generacion de CFC mixtas se perdio

al dia 15. Se presentan los promedios de 9 experimentos independientes.

70



Analisis de los perfiles globales de expresion génica de las CTHs.

A continuacién, se analizaron los perfiles globales de expresion génica
para las poblaciones troncales utilizando el Affymetrix Gene Chip Human
Transcriptome Array (HTA) 2.0, midiendo la expresion de 18,000 genes. Se
evaluaron dos muestras de la poblacién ivCTH y tres muestras de la poblacion
fCTH, observandose una clara relacién entre los perfiles globales de expresién
de cada poblacion y mostrando patrones de expresion diferentes entre los grupos
(Figura 25). Una vez que se describi6 que las CTH tenian capacidades
funcionales diferentes, se realiz6 un analisis dentro de cada poblacién,
normalizando con los valores de la expresion de los genes constitutivos de cada
poblacién, se analiz6 la expresidon de los demas genes. Se realizé un corte de
los 453 genes con menor expresion, se encontrd que existen 187 genes que se
expresan de forma diferente en cada grupo de poblaciones, sin embargo, existen
266 genes diferencialmente expresados compartidos entre las fCTH e ivCTH.
Por su parte, cuando el corte se realiz el corte de los 453 genes con mayor tasa
de cambio a la alza, existen 340 genes compartidos y 113 genes expresados de
forma individual (Figura 26 y tabla 6). Es interesante mencionar que el analisis
del Gene Ontology de componentes celulares mostré que eventos como la
remodelacion de cromatina (marcado por la formacion de puntos nucleares), el
procesamiento de ARN y su traduccién, asi como la cadena respiratoria
mitocondrial estaban modificadas en la poblacién ivCTH (Figura 27).
Demostrando con esto que las células no solo tienen cambios a nivel funcional,
si no que estos cambios son el resultado de los elementos intrinsecos de las

células.

Cuando se comparo el perfil de expresion de las ivCTH con respecto a las
fCTH, se encontraron 541 genes diferencialmente expresados, de los cuales 298
estaban a la baja (1.64%) y 243 genes se encontraron a la alza (1.34%) (Figura
28), De los 243 genes a la alza en las ivCTH, se encontraron algunos como:
CDCe6, BRIP1, TOP2A, KCNQ5, DNMT3B y ANGPT1, dentro de las 10 genes
con mayor cambio y de los 298 genes a la baja se encontraron IL1RL1, GNG4,
ICAM1, SETBP1, GBP2, SMAD3 y CXCLS8, dentro de los 10 con mayor cambio
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(Tabla 7). Los analisis por KEGG y Gene Ontology indicaron que las vias de
sefalizacion NFkB, TNF, JAK-STAT, HIF y PI3K-AKT se encontraron
significativamente encendidas en las ivCTH, y que procesos bioldégicos como
ciclo celular, apoptosis, activacion de leucocitos, diferenciacién mieloide y
remodelacion de la cromatina estaban activados (Figura 29). Interesantemente,
a pesar de encontrar genes como GBP4 y HOXB4, (implicados en

autorrenovacion), no se encontraron procesos ni vias a la baja en su actividad.

Para validar los microarreglos de expresién, se analizaron por qPCR los genes
KCNQ5, CDC6, RUNX3 y GBP4 comparados contra GAPDH como gen
constitutivo. Los genes correlacionaron con lo reportado por el arreglo. Estos
genes fueron elegidos con base en su posible funcion biolégica,

independientemente de su tasa de cambio (Figura 30 y tabla 8).
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Cédigo de color

Z_Score iVCTH fCTH

ivCTH2  jvCTH 4 fCTH 3 fCTH 2 fCTH 4

Figura 25. Heatmap de los patrones de expresion génica de las poblaciones de CTH.
Las muestras estan en columnas y los genes en fila. El analisis se realizé con el TAC
Affymetrix software. Se muestran en rojo los genes a la alza y en verde los genes a la

baja.
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Figura 26. Diagramas de Venn mostrando el numero de genes compartidos a la baja o

ala alza entre las fCTH e ivCTH. El andlisis se realizé con el TAC Affymetrix software.
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Genes en ivCTH Genes en fCTH Genes en ambas

poblaciones

TYMS EEF1A1 CHRBP
LDHB RPS3A HIF1A
HIST1H2BM RPS25 IL2RG
CDK4 TUBA1B TAB2
NDUFAB1 RPL27 GBP4
TCP1 MTPN SRGN
SCD PABPC1 EMP3
CSE1L ZZEF1 TNFA1P3
ZNF117 EEF1G REL
GMPS RPS16 HLA-DMA
PSMB3 TMSB10 SLC2A3
COX5A SUMO2 RANBP9
HAUS1 TXN HLA-B
FDTD1 NPM1 RGS1
SYNCRIP FOSB BIRC2

Tabla 6. Genes expresados de forma diferencial en las poblaciones ivCTH y fCTH. Se
muestran los 15 genes con mayor tasa de cambio en las poblaciones de CTH, tanto los

que se expresan en cada poblacion como los que se comparten.
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fCTH ivCTH

Subunidad ribosémica citosdlica pequenia (6)
Puntos nucleares (7)

Subunidad ribosémica citosdlica grande (6)
Complejo espliceosomal (5)

Puntos nucleares (7)

Cadena respiratoria (3)

Filamentos intermedios del citoesqueleto (6)
Filamentos intermedios (4)

Cadena respiratoria mitocondrial (4)
Complejo de la cadena respiratoria (4)
Proteinas citoplasmicas ribosomales
Procesamiento de mRNA

GPCRs

Factores de traduccidn

Via NRF2

Via de sefializacion TNF alfa

Figura 27. Heatmap de vias y componentes celulares diferencialmente encendidos o
apagados, de manera independiente, en las poblaciones fCTH e ivCTH. Los numeros
en los paréntesis indican el numero de componentes que integran cada proceso. Los
asteriscos indican que existe una diferencia estadisticamente significativa p < 0.05. D:

apagado.
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ivCTH/fCTH

298 subexpresados 243 sobreexpresados
1.64% 1.34%

Figura 28. Genes expresados diferencialmente entre las poblaciones ivCTH/fCTH. El
grafico de volcan muestra 541 genes diferencialmente expresados: 243 genes a la alza
(rojo) y 298 a la baja (azul). El andlisis fue realizado usando TAC affymetrix software,

considerando una tasa de cambio de 2.0 y con una p <0.05.
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ivCTH/fCTH
Via de sefializacién Nf-kB
Interaccidn citocina — receptor de citocina
Ciclo celular
Via de sefalizacion Toll-like
Via de sefializacion TNF
Via de sefalizacion Jak-STAT
Apoptosis
Via de sefializacidon Ras
Via de sefializacién HIF-1
Via de sefializacion PI3K-Akt
Biosintesis de esteroides
Via de sefializacion MAPK
Via de sefializacion FoxO
Metabolismo del 4cido graso
Moléculas de adhesién celular
Metabolismo de pirimidina
Via de sefializacion de la insulina
Biosintesis de aminoacidos
Fase del ciclo celular (3)
Actividad del factor de transcripcién NfKB (6)
Regulacion de la organizacion de la cromatina (6)
Activacidon mieloide (4)
Regulacion de la sefializacién mediada por citocinas (5)
Via de sefializacion mediada por integrina (6)
Replicacion del ADN en el ciclo celular (5)
Produccién de interferén gama (5)
Maduracién celular (5)
Diferenciacion de CPH (6)
Respuesta celular a los niveles de oxigeno (5)
Regulacién positiva de la angiogénesis (5)
Respiracién aerobia (6)
Regulacidn de la produccion de quimiocinas (5)
Respuesta a estimulos mecanicos (4)
Produccién de TNF (6)

Figura 29. Los procesos biolégicos y vias con mayor representatividad que fueron
modificados en la poblacién ivCTH comparado con las fCTH. El analisis fue realizado
utilizando el programa GeneTrail2, y se clasificaron en procesos biolégicos y vias
KEGG. Los numeros en paréntesis indican la cantidad de componentes en cada proceso

bioldgico.
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Simbolo
del Gene
CDC6

BRIP1

TOP2A
KCNQ5

TOP2A
MCM10

DNMT3B

BRI3BP

SNORD116-
17
MTHFD1

ANGPT1

CXCL8
SNORA11
SMAD3
GBP2

SETBP1
ICAM1
EGOT

IL1RL1
GNG4

IL1RL1

Nombre del gene

cell division cycle 6

BRCA1 interacting protein C-terminal
helicase 1

topoisomerase (DNA) Il alpha

potassium channel, voltage gated KQT-
like subfamily Q, member 5
topoisomerase (DNA) Il alpha
minichromosome maintenance 10
replication initiation factor

DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 3
beta

BRI3 binding protein

small nucleolar RNA, C/D box 116-17;
small nucleolar RNA
methylenetetrahydrofolate dehydrogenase
(NADP+ dependent) 1,
methenyltetrahydrofolate cyclohydrolase,
formyltetrahydrofolate synthetase
angiopoietin 1

chemokine (C-X-C motif) ligand 8
small nucleolar RNA, H/ACA box 11
SMAD family member 3

guanylate binding protein 2, interferon-
inducible

SET binding protein 1

intercellular adhesion molecule 1
eosinophil granule ontogeny transcript
(non-protein coding)

interleukin 1 receptor-like 1

guanine nucleotide binding protein (G
protein), gamma 4

interleukin 1 receptor-like 1

Tasa de
cambio
19.1

11.29

11.07
10.99

10.08
7.62

7.39

7.29
7.25

7.08

6.92

-13.1
-13.56
-15.03
-16.64

-18.54
-18.72
-18.82

-30.71
-31.16

-77.15

Anova p-
Value
0.025408

0.040724

0.019907
0.001675

0.030708
0.013615

0.00381

0.035346
0.030952

0.034173

0.049552

0.029414

0.012506

0.013301
0.00786

0.043734
0.001932
0.001293

0.013373
0.009927

0.012842

Tabla 7. Genes diferencialmente expresados entre las poblaciones ivCTH/fCTH. Los

genes mas sobrexpresados y los 10 mas subexpresados de acuerdo al analisis

realizado usando TAC Affimetrix software. Fold change >2 p < 0.05 se presentan en la

tabla. El valor FDR no se consideré por que el nimero de muestras no fue suficiente

para en analisis por este método.
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190 ) fCTH
100. B ivCTH

2-ddCt

Figura 30. Validacion de los microarreglos de expresion. Se seleccionaron los genes de
acuerdo a su potencial funcién biologica. Las tasas de cambio correlacionan con lo

predicho por el analisis genémico.

DDCt RUNX3 GBP4 CDCe6 KCNQ5
Tasa de cambio

Promedio 0.44 0.3 42.29 108.22

Desviacion Estandar 0.2 0.45 34.02 88.15

ESPERADO CON BASE EN LOS DATOS DE LOS -2.83 -11.15 19.1 10.99

MICROARREGLOS

Tabla 8. Comparativo de las tasas de cambio de los genes utilizados para la validacion

de los microarreglos. La medicién se realizé mediante el método DDCH.

80



Evaluacioén in vitro de la funcionalidad de las poblaciones de CPM.

Dando un enfoque similar al de las CTHs, se determiné el contenido de
LTC-IC y CFC en la poblacién de CPM (CD34+ CD38+ CD45RA+ CD71- Lin-),
obtenidas tanto de SCU (fCPM) como de los cultivos iniciados con las fCTH
(ivCPM). En estas poblaciones, las LTC-IC no se detectaron en ninguna de las
dos poblaciones celulares analizadas. Esto esta dentro de lo esperado, con base
en la jerarquia hematopoyética, puesto que las LTC-IC corresponden a un
estadio celular mas indiferenciado que los progenitores en analisis. En cuanto a
las CFC, encontramos que las frecuencias en células capaces de formar colonias
fueron muy similares en ambas poblaciones, 21.4% para fCPM y 20.6 % para
ivCPM. Es importante mencionar que dentro de esos porcentajes, el 93% en las
fCPM y 99% en las ivCPM fueron CFC de linaje mieloide y unicamente el 7%
para las fCPM y el 1% para las ivCPM fueron colonias de linaje eritroide. Se
busco la presencia de CFC con linaje mixto, pero estas no fueron encontradas.
Este dato concuerda con lo observado en los LTC-IC y con el hecho de que los
CPM corresponden a una fraccién celular enriquecida en progenitores mieloides

con potencial restringido a este linaje (Figura 31).

Ambas poblaciones, tanto frescas como las generadas in vitro, fueron
puestas en cultivo, bajo la condicion mieloide para ser analizado su potencial de
proliferacion. Las fCPM mostraron un incremento de 126 veces al dia 10,
mientras que las ivCPM su incremento fue de 100 veces al dia 20, ambas
poblaciones en sus puntos de maxima proliferacion. Es interesante el hecho de
que el potencial de proliferacién de las fCPM comenzé a disminuir después del
dia 10, llegando a un incremento de 55 veces para el dia 20, mientras que las
células generadas in vitro mostraron una tendencia de proliferacion ascendente
hasta el dia 20, donde se observd su mayor incremento. En ambos casos, no

existieron diferencias estadisticamente significativas (Figura 32).
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De manera contrastante, cuando se analizé el contenido de CFC, es decir, la
capacidad de expansion, las fCPM mostraron su mayor potencial al dia cinco,
con un incremento de 16 veces; a partir de este punto, el contenido de CFC fue
disminuyendo hasta llegar a un incremento de cinco veces al dia 20. Por su parte,
las ivCPM alcanzaron mayor expansion al dia 10 con un incremento de 10.4
veces, a partir de este dia el numero de CFC disminuy6 drasticamente a cero
para los dias 15 y 20 (Figura 33). Cuando se realiz6 el analisis del contenido de
CFC que se generaron en ambas poblaciones a lo largo del cultivo, solo se
detectaron CFC de linaje mieloide, aun cuando al dia cero se habian detectado
CFC eritroides en baja proporcién, que a partir del dia cinco, no fueron

detectadas (Figura 34).

Con el objetivo de analizar los tipos celulares que se estaban generando
en el cultivo, se analizé la cinética de diferenciacion de ambas poblaciones. Se
observo que el 100% de células presentaron morfologia linfocitoide al dia cero,
sin embargo, a partir del dia cinco solo se observaron células de linaje mieloide,
la poblacion fCPM generd un 24% de células precursoras mieloides tempranas
al dia cinco, 20.5% al dia 10, 10% al dia 15 y para el dia 20 este tipo de células
no fueron observadas. Por otro lado, en la poblacién ivCPM se determiné que
al dia cinco, el 77% de las células generadas en el cultivo correspondieron a
precursores mieloides tempranos, mientras que se observo un 42% de este tipo
celular al dia 10, y un 21% al dia 15. Para el dia 20, al igual que en la poblacién

fCPM no se observaron células precursoras mieloides tempranas.

Estos datos en conjunto sugieren que las ivCPM, presentan una menor
capacidad de proliferacion y expansion respecto a las fCPM, y ademas
responden menos a las senales de diferenciacion dadas por la condiciéon de
cultivo (Figura 35).
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Multipotente

Figura 31. Evaluacion del contenido de Células Formadoras de Colonias (CFC) en las
CPM. Se evaluo el contenido de CFC al dia cero, se observo un 21% de CFC al dia
cero, de las cuales para las fCPM el 93% fueron CFC mieloides y paras ivCFC el
porcentaje fue de 99%. Se presentan los promedios de nueve experimentos

independientes. * p <0.05.
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Figura 32. Cinética de proliferacién de las fCPM e ivCPM a lo largo del cultivo utilizando
la condicién mieloide. Ambas poblaciones presentaron tendencias potenciales de
proliferacién similares. Los valores representan los promedios y las desviaciones

estandar de tres experimentos independientes con respecto al dia cero.
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Figura 33. Cinética de expansiéon de CFC de las fCPM e ivCPM a lo largo del cultivo
utilizando la condicién mieloide. La oblacién fCPM presentd una tendencia mayor en la
capacidad de generar CFC en el cultivo, y ademas, esta capacidad fue disminuyendo
de forma paulatina, en contraste con lo observado para la poblacion ivCPM que expande
CFC en menor cantidad y que para el dia 15, esta capacidad se pierde. Los valores
representan los promedios y las desviaciones estandar de tres experimentos

independientes con respecto al dia cero.
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Dia 5 Dia 10 Dia 15 Dia 20

«CPM

CPM

iv

Multipotente

ieloide - Eritroide

Figura 34. Frecuencia de las CFC generadas a lo largo del cultivo, presentados en
porcentajes. A partir del dia cinco se observo el 100% de CFC de linaje mieloide. Se

presentan los promedios de 9 experimentos independientes.
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Figura 35. Evaluacion in vitro de la cinética de diferenciacion de la poblacién CPM
evaluada por morfologia en condicion mieloide. Los datos corresponden al porcentaje

del contenido celular linaje especifico dentro cada cultivo. n=3.
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Analisis de los perfiles globales de expresiéon génica de las CPMs.

Para evaluar los elementos intrinsecos de las poblaciones, analizamos los
patrones globales de expresion génica. Se analizaron cuatro muestras de la
poblacién fCPM y tres muestras de la poblacién ivCPM, en ambos casos, se
observaron patrones de expresion similares entre las muestras de cada grupo

poblacional, lo que indica homogeneidad entre ellas (Figura 36).

El primer acercamiento fue realizar un anadlisis de los genes que se
encontraran sobreexpresados o subregulados comparados con los genes
constitutivos dentro de cada poblacién, de esta forma, se esperaba contestar si
a nivel génico las poblaciones presentaban diferencias importantes que
reflejaran las diferencias funcionales observadas. Se determind un corte de 453
genes cuya expresion se encontré mayormente modificada, tanto a la alza como
a la baja. De los genes sub expresados, se determind que 241 genes estaban
modificados de forma compartida en ambas poblaciones, pero que existian 212
genes que solo estaban modificados en una o en otra poblacion. De los genes a
la alza, 317 genes fueron compartidos entre ambas poblaciones y 136 se
expresaron de forma individual en las diferentes poblaciones (Figura 37 y tabla
9). Con estos datos, se realizé un analisis para identificar los componentes
celulares, asi como las vias de KEGG y los procesos biolégicos que tuvieran
modificaciones, y se determiné que existia un rearreglo de la cromatina, un
cambio del metabolismo hacia la cadena respiratoria mitocondria y la activacion

de la fosforilacion oxidativa en las ivCPM (Figura 38).

Cuando se realizé el analisis comparativo entre las ivCPM vy las fCPM,
para evidenciar las diferencias génicas que sufren las células que son generadas
en el cultivo, se encontraron 1,086 genes diferencialmente expresados (Figura
39). De esos, 859 estaban a la alza en las ivCPM, incluyendo VCAN, MRC1,
FGL2, ADAMDEC1 y RNASESG, y 227 genes se encontraron a la baja, incluyendo
SKIL, CCR7, MED12L, SETBP1 y CD38 (Tabla 10). Un analisis por KEGG de
las vias y el GO de procesos bioldgicos apuntaron que el lisosoma, el fagosoma,

las vias de sefalizacion JAK-STAT, PI3K-Akt y la sefializacién a través de los
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receptores tipo Toll se encontraron activadas; ademas, la migracion leucocitaria,
la respuesta a estimulos quimiotaxicos, la produccion de TNF, y la maduracion
del fagosoma fueron los procesos mayormente activados en las ivCPM (Figura
40). No se encontraron procesos a la baja en niveles con significancia

estadistica.

Para validar los datos generados por los microarreglos, se cuantificaron por
gPCR los genes VCAN, CCNB1, KCNE3 y RUNX3, utilizando GAPDH como gen
constitutivo. Las tasas de cambio observadas por esta metodologia,
correspondieron con las tasas de cambio esperadas con base en los arreglos
(Figura 41 y Tabla 11)
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ivCPM fCPM

ivCPM1 ivCPM2 ivCPM3 fCPM7 fCPM1 fCPM3 fCPM6

Figura 36. Heatmap de los patrones de expresion génica de las poblaciones de CPM.
Las muestras estan en columnas y los genes en fila. El analisis se realizé con el TAC
Affymetrix software. Se muestran en rojo los genes a la alza y en verde los genes a la

baja.
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Figura 37. Diagramas de Venn mostrando el niumero de genes compartidos a la alza o

a la baja entre las fCPM e ivCPM. El analisis se realiz6 con el TAC Affymetrix software.
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Genes en ivCPM

Genes en fCPM

Genes en ambas

poblaciones

LYZ REL FOSB
NKG7 SKIL MPO
NAIP HIF1A RPL4
TXNIP RGDP8 TMSB10
RAB31 TAB2 MTPN
LY86 CCR7 FTL
CTSC KMT2A TUBA1B
SCD RGS1 RPL21
YBX3 TNFAIP3 RPS19
NSA2 PPIF ITM2B
SDCBP PCMTD2 ZZEF1
LDHB BTG2 HLA-DRA
PPA1 EWSR1 COX8A
SLC2A3 GPBP1 SUMO2
VCAN SELL TXN

Tabla 9. Genes expresados de forma diferencial en las poblaciones ivCPM y fCPM. Se

muestran los 15 genes con mayor tasa de cambio en las poblaciones de CPM.
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fCPM ivCPM

Puntos nucleares (7)

Complejo espliceosomal (5)

Filamentos intermedios del citoesqueleto (6)
Grénulos ribonucleoprotéicos (5)

Granulo citoplasmico ribonucleoprotéico (5)
Complejo protéico mitocondrial (4)

Cadena respiratoria (3)

Cadena respiratoria mitocondrial (4)
Endosoma (5)

Ribosoma

Fagosoma

Procesamiento y presentacién antigénica
Transporte de RNA

Procesamiento proteinico en el reticulo endoplasmico
Spliceosoma

Fosforilacién oxidativa

Endocitosis

Lisosoma

Proceso catabdlico del mRNA (7)

Via de sefializacion Antigeno-receptor (6)
Sefializacién del receptor de hormonas esteroideas (6)

Exporte nuclear (8)

Figura 38. Heatmap de vias y componentes celulares diferencialmente encendidos o
apagados, de manera independiente, en las poblaciones fCPM e ivCPM. Los numeros
en los paréntesis indican el numero de componentes que integran cada proceso. Los
asteriscos indican que existe una diferencia estadisticamente significativa p < 0.05. D:

apagado.
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ivCPM/fCPM

227 ala baja 859 a la alza
1.25% 4.74%

Figura 39. Genes expresados diferencialmente entre las poblaciones ivCPM/fCPM. El
grafico de volcan muestra 1,086 genes diferencialmente expresados: 859 genes a la
alza (rojo) y 227 a la baja (azul). El analisis fue realizado usando TAC affymetrix

software, considerando una tasa de cambio de 2.0 y con una p <0.05.
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Simbolo del

gen
VCAN

MRC1

FGL2
ADAMDEC1
RNASEG

SNORD116-17

FCAR
STAB1
F13A1

NAIP

HES1

RUNX3
RASGEF1B

RGS1
SCN3A

GBP4
CD38
SETBP1
MED12L
CCR7
SKIL

Nombre del gen

Versican

mannose receptor, C type 1
fibrinogen-like 2

ADAM-like, decysin 1
ribonuclease, RNase A family, k6

small nucleolar RNA, C/D box
116-17
Fc fragment of IgA receptor

stabilin 1

coagulation factor XIII, A1
polypeptide

NLR family, apoptosis inhibitory
protein

hes family bHLH transcription
factor 1
runt-related transcription factor 3

RasGEF domain family member
1B
regulator of G-protein signaling 1

sodium channel, voltage gated,
type Il alpha subunit
guanylate binding protein 4

CD38 molecule

SET binding protein 1

mediator complex subunit 12 like
chemokine (C-C motif) receptor 7
SKI-like proto-oncogene

Tasa de
cambio

147.73
106.43
66.16
62.79
59.48
48.45

46.81
41.83
38.66

36.88

-9.92

-9.94
-11.22

-11.99
-12.39

-16.85
-19.29
24.4
-29.11
-30.47
-83.88

Anova p-
Value
0.000009

0.000009
0.005389
0.000878
0.000795
0.003307

0.001646
0.001219
0.030505

0.000294

0.007381

0.007966
0.01123

0.036527
0.010483

0.000485
0.000815
0.002136
0.000037
0.048876
0.011162

Tabla 10. Genes diferencialmente expresados entre las poblaciones ivCPM/fCPM. La

tabla contiene los diez genes con mayor tasa de cambio positiva y los diez genes con

mayor tasa de cambio negativa, de acuerdo con el TAC console. Fold change >2.0; p

<0.05. El FRD no fue considerado para este analisis dado el numero de muestras.
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ivCPM/fCPM

Lisosoma

Fagosoma

Interaccidn citocina- receptor de citocina

Via de sefializacion PI3K-Akt

Via de sefializacion Jak-STAT

Via de sefializacion Toll-Like receptor

Moléculas de adhesion celular

Via de sefializacion MAPK

Metabolismo del 4cido graso

Via de sefializacion TNF

Via de sefializacion HIF1

Diapédesis

Via de sefializacion NF-kB

Via de sefializacion p53

Metabolismo del glutatiéon

Via de sefializacidn de las quimiocinas
Endocitosis

Via de sefializacion Ras

Ciclo celular

Via de sefializacion del calcio

Metabolismo del glicoxilato y dicarboxilato
Absorcidn y digestion proteinica

Via de sefializacion FoxO

Migracion leucocitaria (4)

Quimiotaxis de granulocitos (5)

Quimiotaxis de neutrdfilos (6)

Produccién y regulacién de TNF (5)

Biosintesis de esteroles (7)

Regulacion positiva de la secrecién de citocinas (5)
Activacién de células de la respuesta inmune (4)
Inmunidad mediada por mielocitos (5)
Maduracién del fagosoma (5)

Regulacién positiva de la actividad de NFkB (6)
Regulacidn negativa de la adhesién celular (4)
Proliferacion de células mononucleares (6)
Transporte transmembranal de iones hidrogeno (7)
Fagocitosis (5)

De granulacién de leucocitos (4)

Quimiocitos de monocitos (5)

Adhesidn a la matriz celular (5)

Proceso metabdlico de los glicoesfingolipidos (6)
Regulacién de la produccién de quimiocinas (5)
Diferenciacion de las CPH (6)

Regulacién de la actividad de los trasportadores transmembranales (5)
Transporte transmembranal de sodio (8)
Regulacién de la biosintesis del 6xido nitrico (5)
Regulacién negativa del procesamiento de ROS (5)

Figura 40. Los procesos biolégicos y vias con mayor representatividad que fueron
modificados en la poblacion ivCPM comparado con las fCPM. El andlisis fue realizado
utilizando el programa GeneTrail2, y se clasificaron en procesos biolégicos y vias
KEGG. Los numeros en paréntesis indican la cantidad de componentes en cada proceso

biolégico.
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Figura 41. Validacion de los microarreglos de expresion. Se seleccionaron los genes de
acuerdo a su potencial funcidén biologica. Las tasas de cambio correlacionan con lo

predicho por el analisis gendmico.

DDCt VCAN ‘ CCNB1 KCNE3 RUNX3
Tasa de cambio
Promedio 14.3 1.4 1.5 5.0
Desviacidn estandar 7.1 0.9 0.9 3.4
VALOR ESPERADO CON BASE EN LOS 147.73 5.39 4.09 -3.15
DATOS DE LOS MICROARREGLOS

Tabla 11. Comparativo de las tasas de cambio de los genes utilizados para la validacion

de los microarreglos.
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Evaluacion in vitro de la funcionalidad de las CPE.

Se realiz6 el analisis funcional de las células CD34+ CD38+ CD45RA-
CD71+ Lin-, que corresponden a la poblacién de células progenitoras eritroides
(CPE). Se analizaron las CPE obtenidas directamente de la SCU (fCPE) y las
generadas in vitro a partir de fCTH (ivCPE).

Al igual que con las poblaciones de CPM, no se detectaron LTC-IC en las
poblaciones de CPE. Esto concuerda con los datos descritos de la jerarquia
hematopoyética, donde las CPE son células progenitoras restringidas a linaje,
sin la habilidad de formar cultivos a largo plazo. Por otro lado, cuando se analizé
la capacidad de formar colonias en cultivo semisolidos al dia de su obtencion, se
determiné que las fCPE presentaron un 35% y las ivCPE presentaron un 24% de
formacion de colonias, en ambos casos la generacion de CFC de linaje eritroide
fue 295%. No se detectaron colonias de tipo mixto y las colonias mieloides
detectadas (=5%) fueron pequenas colonias de granulocitos y monocitos (Figura
42). Sin embargo, las CFC mieloides no fueron observadas a partir del dia cinco
de cultivo, y unicamente se generaron CFC de linaje eritroide en ambas

poblaciones y en los diferentes dias analizados (Figura 43).

Las CPE fueron analizadas en cuanto a su funcionalidad, cultivadas en la
condicion eritroide, pues al ser esta una combinacion de citocinas que favorecen
a este linaje, permiten a los progenitores analizados aqui, expresar sus maximos
potenciales funcionales. Ambas poblaciones mostraron una alta tasa de
proliferacion. Al dia 20, en la poblacién fCPE mostré un incremento de 1800
veces, por su parte la poblacion ivCPE mostré un incremento de 900 veces. Sin
embargo, al realizar el analisis estadistico no se encontraron diferencias
significativas entre ambas poblaciones, observandose asi, una cinética similar
entre ambas poblaciones (Figura 44). Es de notar que ambas poblaciones
alcanzaron tasas de proliferacion mayores a las observados para las poblaciones
de CTH y para las de CPM.
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En contraste, al analizar las cinéticas de expansion de CFC, se
encontraron diferencias importantes; en su punto maximo, el dia cinco, las fCPE
alcanzaron un incremento de 20 veces, mientras que las ivCPE alcanzaron un
incremento de apenas 1.3 veces, que bajo a 0.3 veces al dia 10 y disminuy¢ a
0.1 veces en los dias 15 y 20 (Figura 45). Este dato es interesante puesto que
aunque se obtuvieron los numeros celulares totales similares, el contenido de
células progenitoras disminuyo drasticamente en la poblacién generada in vitro.
Por esta razén fue importante determinar la cinética de diferenciacién, evaluada
por morfologia, para determinar el tipo de células que estaban generandose en
el cultivo. Al inicio del cultivo, en la poblacion fCPE, el 100% de las células tenian
morfologia linfocitoide, que es caracteristica de las células progenitoras. Para el
dia cinco se obtuvo un 100% de células eritroides tempranas (blastos eritroides
y proeritroblastos) y para el dia 10 se obtuvo un 5% de células eritroides tardias
(eritroblastos basdfilos, policromatdéfilos y ortocromaticos), porcentaje que
aumento a 8% al dia 15 y luego a 87% al dia 20. Por otro lado, las ivCPE también
mostraron un 100% de células linfocitoides al dia cero. Para el dia cinco, el 98%
de las células fueron células eritroides tempranas y el 2% de células eritroides
tardias. Para el dia 10, las células eritroides tempranas disminuyeron a 88% en
esta poblacién, a 29% al dia 15y a 7% al dia 20 (Figura 46). Estos datos
demuestran que las células que se generaron en el cultivo, si bien son de linaje

eritroide, son células con mayor diferenciacion.
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Figura 42. Evaluacion del contenido de Células Formadoras de Colonias (CFC) en las
CPE. Se evalué el contenido de CFC al dia cero; mas del 95% de las CFC son de linaje

eritroide. Se presentan los promedios de nueve experimentos independientes. * p <0.05
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Figura 43. Frecuencia de las CFC generadas a lo largo del cultivo, presentados en

porcentajes. Se presentan los promedios de 9 experimentos independientes.
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Figura 44. Cinética de proliferacién de las fCPE e ivCPE a lo largo del cultivo utilizando
la condicion eritroide. Los valores representan los promedios y las desviaciones

estandar de tres experimentos independientes con respecto al dia cero.
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Figura 45. Cinética de expansion de CFC de las fCPE e ivCPE a lo largo del cultivo
utilizando la condicion eritroide. Los valores representan los promedios y las

desviaciones estandar de tres experimentos independientes con respecto al dia cero.
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Figura 46. Evaluacion in vitro de la cinética de diferenciacion de la poblacion CPE
evaluada por morfologia en condicién eritroide. Los datos corresponden al porcentaje
del contenido celular linaje especifico dentro cada cultivo. Se presentan los promedios

de 3 experimentos independientes.
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Analisis de los perfiles globales de expresiéon génica de la poblacién CPE.

Siguiendo el enfoque realizado con las CTH y CPM, se realizaron los perfiles
globales de expresion génica utilizando microarreglos de expresion. Se
analizaron cuatro muestras de fCPE y tres muestras de ivCPE, observando
homogeneidad en los patrones de expresion entre las poblaciones frescas o las

generadas in vitro (Figura 47).

En seguida analizamos las diferencias génicas a nivel poblaciones
utilizando los genes constitutivos de cada poblacion como control. A la alza, se
utilizé un corte de los 453 con mayor tasa de cambio; de estos, 361 estaban
compartidos entre las fCPE e ivCPE, mientras que solo 92 genes se expresaron
de forma especifica en cada poblacion. Por otro lado, de los 453 genes a la baja,
257 estaban compartidos y solamente 196 genes se expresaron de forma
especifica en las poblaciones (Figura 48 y tabla 12). Dentro de los procesos
modificados, se encontraron la fosforilacién oxidativa, la formacion de fagosomas
y la disminucion de la autofagia (Figura 49). Todos estos datos, validan que la
poblacién de progenitores eritroides generada in vitro, presenta elementos

intrinsecos diferentes a los que las fCPE poseen.

Los perfiles globales de expresidén génica de las ivCPE contra los perfiles
obtenidos para las fCPE fueron comparados. Se determiné que existen 438
genes diferencialmente expresados, 196 genes a la alza y 242 a la baja (Figura
50). Dentro de los genes a la alza se encontraron SIGLEC6, EPX, PPBP,
RAP27B y HBBP1, por ejemplo; mientras que dentro los 242 a la baja algunos
genes fueron GBP4, SKIL, THBS1, CRHBP y CSF1 (Tabla 13).
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Los analisis utilizando el GeneTrail2, revelaron que vias de sefalizacion
como PI3K-Akt, NF-kB, Jak-STAT, sefalizaciéon por citocinas y la via de
sefalizacion por TNF se encentran encendidas en las poblaciones generadas in
vitro. Por otra parte, procesos bioldégicos como la biosintesis de esterol, la
adhesion de las células a la matriz extracelular, la respuesta celular a los niveles
de oxigeno, la maduracion celular y varias rutas metabdlicas se encontraron
activos en las ivCPE. No se encontraron vias o procesos suprimidos a niveles

con significancia estadistica (Figura 51).

Finalmente, los datos obtenidos por los microarreglos fueron validados por
gPCR utilizando los genes PIEZO2, SELP, CCNB1 y KCNE3, estos genes fueron
seleccionados por su potencial importancia biolégica; como control endégeno se
utilizé GAPDH. Los datos obtenidos en esta técnica coinciden en términos

generales, con los esperados segun el microarreglo (Figura 52 y Tabla 14).
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ivCPE fCPE

ivCPE1 ivCPE4  ivCPE3  fCPE8 fCPE2 fCPE6 fCPE1

Figura 47. Heatmap de los patrones de expresidén génica de las poblaciones de CPE.
Las muestras estan en columnas y los genes en fila. El analisis se realizd con el TAC
Affymetrix software. Se muestran en rojo los genes a la alza y en verde los genes a la

baja.
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Figura 48. Diagramas de Venn mostrando el numero de genes compartidos a la baja o

a la alza entre las fCPE e ivCPE. El andlisis se realizé con el TAC Affymetrix software.
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Genes en ivCPE

Genes en fCPE

Genes en ambas

poblaciones

SCD THBS1 TUBA1B
SAMSN1 CLK1 RPS3A
TXNIP NFKBIA RPL27
ABCC4 CXCR4 MTPN
MPO KIT PABPCA1
SOS1 HIF1A FOSB
HDC ANKRD36C HIST1H3I
PPBP CDKG6 HSP90
ANXA1 EWSR1 CPA3
MSMO1 STAT3 TXN
NCF4 ANKRD36 COX8A
FDFTA1 CD164 SUMO2
ANPEP CD38 ZZEF1
PRG2 CREBBP HIST2H2AC
MTHFD1 GBP4 HIST1H4C

Tabla 12. Genes expresados de forma diferencial en las poblaciones ivCPE y fCPE. Se

muestran los 15 genes con mayor tasa de cambio en las poblaciones de CPE.
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fCPE ivCPE

Subunidad pequenia citosolica ribosomal (6)
Subunidad pequeia ribosomal (5)
Complejo spliceosomal (5)

Subunidad grande citosélica ribosomal (6)
Paso 2 del spliceosoma catalitico (6)
Subunidad grande ribosomal (5)

Puntos nucleares (7)

Cadena respiratoria (3)

Procesamiento de proteinas en reticulo endoplasmico
Transporte de RNA

Fosforilacidn oxidativa

Regulacién de la autofagia

Fagosoma

Via de sefializacién de los estrégenos

Figura 49. Heatmap de vias y componentes celulares diferencialmente encendidos o
apagados, de manera independiente, en las poblaciones fCPE e ivCPE. Los numeros
en los paréntesis indican el numero de componentes que integran cada proceso. Los
asteriscos indican que existe una diferencia estadisticamente significativa p < 0.05. D:

apagado.
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ivCPE/fCPE

242 a la baja 196 a la alza
1.33% 1.08%

Figura 50. Genes expresados diferencialmente entre las poblaciones ivCPE/fCPE. El
grafico de volcan muestra 438 genes diferencialmente expresados: 196 genes a la alza
(rojo) y 242 a la baja (azul). El andlisis fue realizado usando TAC affymetrix software,

considerando una tasa de cambio de 2.0 y con una p <0.05.
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Simbolo del
gen

SIGLEC6

EPX

PPBP

RAB27B

HBBP1
SELP

SIGLEC6
MSMO1
PTGER3
FYB
EPSTI1

TLR3
TNFAIP3

OR2L1P

SPTBN1

CSF1

CRHBP

THBS1

SKIL
GBP4

Nombre del gen

sialic acid binding Ig-like lectin 6
eosinophil peroxidase
pro-platelet basic protein

RAB27B, member RAS oncogene

family

hemoglobin, beta pseudogene 1
selectin P (granule membrane
protein 140kDa, antigen CD62)
sialic acid binding Ig-like lectin 6
methylsterol monooxygenase 1
prostaglandin E receptor 3
(subtype EP3)

FYN binding protein

epithelial stromal interaction 1
(breast)

toll-like receptor 3

tumor necrosis factor, alpha-
induced protein 3

olfactory receptor, family 2,
subfamily L, member 1
pseudogene

spectrin, beta, non-erythrocytic 1
colony stimulating factor 1
(macrophage)

corticotropin releasing hormone
binding protein
thrombospondin 1

SKiI-like proto-oncogene
guanylate binding protein 4

Tasa de
cambio

77.96
67.24
38.58
26.74

16.29
14.96

13.9
12.01
9.87
9.43

-8.29

-8.34
-9.02

-9.27

-10.18

-11.8

-13.83

-14.75

-51.91
-63.38

2.78E-07
0.008089
0.005487
0.002641

0.037195
0.029656

0.000001
0.000028
0.013631
0.000994

0.021568

0.020033
0.000701

0.014606

0.000048

0.000162

0.004693

0.032459

0.024391
0.000056

Anova p-Value

Tabla 13. Genes diferencialmente expresados entre las poblaciones ivCPE/fCPE. La

tabla contiene los diez genes con mayor tasa de cambio positiva y los diez genes con

mayor tasa de cambio negativa, de acuerdo con el TAC console. Fold change >2.0; p

<0.05. EI FRD no fue considerado para este analisis dado el nimero de muestras.
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ivCPE/fCPE

Especificacidn de linaje hematopoyético

Via de sefializacion PI3K-Akt

Via de sefializacion NF-kB

Via de sefializacidn Jak-STAT

Via de sefializacidn de quimiocinas
Interaccion de citocina y receptor de citocina
Via de sefializacion TNF

Via de sefializacién FoxO

Via de sefializacion p53

Adhesion focal

Via de sefializacién Ras

Via de sefializacion MAPK

Via de sefializacion HIF-1

Via de sefializacion de la insulina
Metabolismo de los 4cidos grasos

Via de sefializaciéon mTOR

Biosintesis de aminoacidos

Ciclo celular

Biosintesis de acidos grasos insaturados
Endocitosis

Transportadores ABC

Metabolismo del glicoxilato y dicarboxilato
Procesos de la biosintesis del esterol (7)
Adhesidn a la matriz celular (5)

Respuesta celular a los niveles de oxigeno (5)
Produccién de I1L12 (5)

Regulacion negativa del crecimiento celular (4)
Maduracion celular (5)

Metabolismo de Acil CoA (6)

Metabolismo del acilglicerol (6)

Regulacion del calcio citosdlico (11)
Regulacion negativa de la organizacién del Citoesqueleto (6)
Regulacion del catabolismo de proteinas (5)
Proliferaciéon de CTH (5)

Homeostasis de eritrocitos (4)

Regulacion de la extravasacion celular (5)
Produccién de quimiocinas (5)

Liberacion de CytC de la mitocondria (6)

Figura 51. Los procesos bioldgicos y vias con mayor representatividad que fueron
modificados en la poblacion ivCPE comparado con las fCPE. El analisis fue realizado
utilizando el programa GeneTrail2, y se clasificaron en procesos bioldgicos y vias
KEGG. Los numeros en paréntesis indican la cantidad de componentes en cada proceso

bioldgico.
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B ivCPE
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Figura 52. Validacion de los microarreglos de expresion. Se seleccionaron los genes de

acuerdo a su potencial funcién biologica. Las tasas de cambio correlacionan con lo

predicho por el analisis genomico.

Tasa de cambio
Promedio 1.01 8.8 1.4 0.70
Desviacion estandar 0.54 12.6 0.7 0.3
ESPERADO CON BASE EN LOS DATOS 11.51 5.14 14.96 3.4
DE LOS MICROARREGLOS

Tabla 14. Comparativo de las tasas de cambio de los genes utilizados para la

validacién de los microarreglos
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Discusion.

Existe particular interés en utilizar células derivadas de SCU, que son
potencialmente utiles en desordenes hematologicos (Mayani & Lansdorp, 1998;
Migliaccio et al., 2000). Por mucho tiempo, distintos grupos han buscado la
manera de mejorar el trasplante hematopoyético utilizando SCU a través de
distintas estrategias. Una de ellas ha sido tratando de incrementar el numero de
células de una unidad con el objetivo de acortar los tiempos de recuperacion de
los pacientes. Para esto han sido utilizados diferentes enfoques experimentales
como el uso de quelantes de cobre, combinaciones de citocinas o con cultivos
usando células estromales con diferentes poblaciones celulares
hematopoyéticas iniciales (Pineault & Abu-Khader, 2015). Existen otros reportes
en los que se modifican las condiciones del cultivo en el laboratorio, favoreciendo
una condicion hipoxica por ejemplo, resultando en una eficiente expansion de la
poblacién de células hematopoyéticas primitivas (Mantel et al., 2015). Sin
embargo, no existe un analisis bioldégico exhaustivo con poblaciones celulares
especificas, acerca del comportamiento biolégico de las poblaciones generadas
en el laboratorio (Miller et al., 2013). En este trabajo, investigamos el efecto sobre

las CTPH cuando se realiza el proceso de expansion in vitro.

Tratando de contribuir al conocimiento acerca de la biologia de las células
generadas in vitro, se obtuvieron directamente de la SCU la poblacién de CTH
(CD34* CD38 CD45RA" CD71- Lin"), CPM (CD34* CD38" CD45RA* CD71- Lin")
y CPE (CD34* CD38" CD45RA" CD71* Lin"). Las poblaciones fueron cultivadas
para evaluar sus potenciales de proliferacion, expansiéon y diferenciacion, asi
como determinar sus perfiles globales de expresién génica. Poblaciones
inmunofenotipicamente similares fueron generadas in vitro, usando condiciones
especificas de cultivo, y fueron analizadas de la misma manera, con el objetivo
de poder hacer un analisis comparativo funcional y genédmico de las poblaciones

obtenidas directamente de la SCU y aquellas obtenidas in vitro.

Las condiciones de cultivo y la poblacion celular con la que se inician los
analisis han demostrado ser fundamentales en la biologia de los analisis in vitro

que se realizan (Lansdorp, Dragowska, & Mayani, 1993; Ledran et al., 2008;
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Miller et al., 2013; Notta et al., 2016). Con base en previos reportes (Delaney et
al., 2010; Fernandez-Sanchez et al., 2011), en este estudio se generaron CTH
utilizando un sistema de expansion in vitro reportado previamente en otro trabajo
del laboratorio en el 2011 (Fernandez-Sanchez et al., 2011), en el que utilizando
un cocultivo de las CTH frescas con la linea celular OP-9, en un medio libre de
suero y suplementado con una combinacion de siete citocinas hematopoyéticas
diferentes, la poblacion inicial fue CD34+CD38-Lin-, se observd un incremento
mayor a 20 veces en el numero celular después del cultivo. En el presente
estudio, la poblacion inicial fue inmunofenotipicamente mas astringente por la
inclusion de un panel mas amplio de marcadores (CD71 y CD45RA), y después
del periodo de cultivo, no se observd un incremento significativo en el numero
celular (1.13 veces), sino un mantenimiento. Sin embargo, nosotros observamos
un incremento en el numero de unidades formadoras de colonias (CFC)

mieloides y eritroides.

Buscando la mejor estrategia para obtener CPH in vitro a partir de fCTH,
se utilizaron diferentes combinaciones de citocinas. Observamos que la
condicion con IL-6, SCF, FL, TPO e IL3 en un medio libre de suero y estroma,
mostré ser la mejor opcién, pues con esta combinacion fuimos capaces de
recuperar las CPH (eritroides y mieloides), sin tener una pronta diferenciacion y
ademas, permiti6 aumentar el numero celular total. Esto es importante para
poder obtener numeros suficientes de células para analizar. Los numeros fueron
variables, obtuvimos una expansion del niumero total de células. Sin embargo, la
poblacién obtenida fue heterogénea en términos de inmunofenotipo a pesar de
que al dia cero todas las células compartian los marcadores de superficie. Este
fendbmeno fue constante y reproducible para todos los sistemas de cultivo

empleados.

Para las CPH no existe evidencia con algunas condiciones de cultivo que
nos permitieran comparar nuestros datos. Sin embargo, esta informacién indica
que nuestros sistemas de cultivo fueron eficientes en la generacién de

progenitores linaje especifico y fueron capaces de mantener los niveles de CTH.
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Es importante mencionar que desde 1993, estudios funcionales
reportados por Mayani, con poblaciones cercanas a las presentadas aqui; se
observé la capacidad de las CTH para formar colonias in vitro, contrastante con
lo reportado candnicamente, donde se dice que la poblacién troncal no es capaz
de formar colonias en cultivo semisélido (Mayani, Dragowska, & Lansdorp,
1993), nuestros datos fueron similares aun cuando el inmunofenotipo fue mas
astringente.

El grupo del Dr. John Dick reporté en el 2015 que las CTH son capaces
de generar colonias de tipo mieloide en cultivos semisélidos (Notta et al., 2016),
validando y soportando los datos observados. Toda esa informacion contradice
el comportamiento aceptado para las CTH in vitro. En este sentido, obtuvimos
una distribucién balanceada (50% eritroide y 50% mieloide) de las colonias linaje
especifico cuando se evaluaron las CFC de CTH frescas. Interesantemente,
cuando analizamos la formacion de colonias de las ivCTH, observamos una
tendencia importante (mas del 90%) hacia la generacién del linaje mieloide,
indicando que el cultivo posiblemente esté modificando elementos intrinsecos en
la poblacion de ivCTH, resultando en células que comparten inmunofenotipo
pero que tienen patrones de expresién génica diferentes. Estos datos son
similares a los observados en el trabajo reportado por Delaney en el 2010
(Delaney et al., 2010).

Reportes de diferentes grupos, incluyendo a Muller-Sieburg, Eaves y
Suda y sus colaboradores, han demostrado que las CTH murinas pueden
presentar una distribucion del potencial de linaje heterogéneo, es decir, existen
CTH con tendencia a generar linaje mieloide, CTH con potencial hacia linaje
linfoide, y un tercer grupo con un potencial balanceado entre linajes (Dykstra et
al., 2007; Ema, Morita, & Suda, 2014; Muller-Sieburg, Cho, Karlsson, Huang, &
Sieburg, 2004; Muller-Sieburg & Sieburg, 2006).

En humanos, reportes muestran que los cambios se llevan a cabo
principalmente a nivel de los progenitores multipotentes, y que estos derivan de
un poblacién en comun de CTH (Pietras et al., 2015). Aunque la evidencia de
esas poblaciones en CTH humanas es menos clara, nuestros resultados

demuestran que el cultivar a las CTH modifica el potencial de linaje en la
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poblacién, explicando la biologia en trasplantes observado por otros grupos
anteriormente (Delaney et al., 2010). Este es un evento importante que se debe
considerar en los protocolos de expansion, por que aquellas células obtenidas
en condiciones de cultivo pueden actuar de manera diferente comparadas con
aquellas células no manipuladas. La idea fue reforzada cuando analizamos el
contenido de LTCIC en ambas poblaciones, donde se observo que las ivCTH
contienen una menor frecuencia de células de largo plazo detectadas
unicamente al dia cero de la evaluacion, y que los niveles fueron no detectables
después del dia 5 de cultivo mientras que las fCTH mostraron un mantenimiento
de células con esta capacidad particular.

Por otro lado, existen reportes que proponen el uso de células
pluripotenciales para la generacion de células linaje hematopoyético especifico,
utilizando diferentes estrategias (Amabile et al., 2013; Ledran et al., 2008;
Ramos-Mejia et al., 2014; Real et al., 2012); esto con el objetivo de disminuir los
tiempos de recuperacion. Sin embargo, no existen reportes que utilicen
estrategias similares a las presentadas en este trabajo. En lugar de eso, utilizan
células que vienen de una mayor manipulacion. Sin embargo, si se pretende
utilizar estas células en el campo clinico para favorecer a los pacientes, se deben
reducir la manipulacion celular y el riesgo del paciente. En este sentido,
analizamos las capacidades funcionales de progenitores mieloides (CPM) vy

progenitores eritroides (CPE).

Las poblaciones analizadas, tanto frescas como generadas in vitro,
mostraron potenciales similares de proliferacion (habilidad para dividirse y
generar nuevas células, sin importar el linaje o estado de maduracion), sin
embargo, los potenciales de expansion (habilidad de las células de dividirse y
generar nuevas células con caracteristicas similares a las que les dieron origen)
fueron diferentes. Aunque la razoén no esta clara, una posibilidad es que los
numeros totales celulares se alcancen en los estados de precursores mas que a
nivel de progenitores, esto significa que las células se encuentran encaminadas

a la diferenciacion mas que a la expansion.
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En los ultimos afios, muchos grupos han reportado el uso de moléculas
pequefias incluyendo OAC1, SR1 y el resveratrol, entre otros, que muestran
favorecer la autorrenovacion de las CTH, siempre y cuando se utilicen en
combinacion con citocinas recombinantes hematopoyéticas (Boitano et al., 2010;
Fares et al., 2014; Fares et al., 2017; Heinz et al., 2015; Huang et al., 2016;
Wagner et al., 2016). Ademas, existe evidencia que una combinacion particular
de moléculas pequenas y citocinas favorecen la expansiéon de la poblacidon
CD34+ y CD34CD38- por potenciar la via senalizacion de Notch y la inhibicién
de Wnt, que en conjunto bloquean la diferenciaciéon favoreciendo la
autorrenovacion (Wang et al., 2017). Es importante notar que en este trabajo no
se incluyd moléculas pequefias. Sin embargo, resulta interesante analizar el
comportamiento bioldgico de las poblaciones celulares en conjunto con esas

moléculas para realizar un estudio similar al que en este trabajo se presenta.

Nuestro analisis provee un nuevo panorama funcional acerca de las CTPH
generadas in vitro, y muestra que la expansion en el laboratorio puede modificar
el comportamiento bioldgico de las células. Estas modificaciones posiblemente
se regulen a nivel transcriptédmico. Por esta razon, se hizo un analisis de los
patrones globales de expresion génica, buscando vias y procesos alterados en

las células generadas in vitro.

Los analisis transcriptomicos de cada una de las poblaciones incluidas en
este estudio, demostraron que existen diferencias entre las células obtenidas de
SCU vy las generadas in vitro, por ejemplo, una activacion de las vias de
senalizacion JAK-STAT, PI3K-AKT, NFkB y HIF-1, ademas de procesos
biolégicos como ciclo celular, apoptosis y diferenciacion mieloide, explican lo
observado en los analisis funcionales. En un estudio reciente por el grupo de
Papayannopoulou y colaboradores, se observd que cuando la poblacion CD34+
de sangre periférica movilizada fue cultivada por 7 dias en presencia de una
combinacion de un antagonista del receptor de Aril hidrocarbon llamado
StemRegeninl (SR1) y el inhibidor de p38-MAPK14, LY2228820 (Ly) o bien,
cultivadas con un derivado de pirimidoindol UM171, aquellas células generadas
in vitro utilizando SR1+ Ly mostraron una disminucion en la expresién de Rap-1,

Ras y PI3K- Akt en contraste con las células obtenidas del cultivo con la molécula
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pequefia UM171 (Psatha, Georgolopoulos, Phelps, & Papayannopoulou, 2017).
Resulta importante mencionar que la activacion estas vias, ha sido asociada al
agotamiento de la poblacion de CTH en ratones (Kharas et al., 2010).
Interesantemente en nuestro analisis encontramos que los niveles de PI3K-Akt
estaban incrementados, de manera similar a lo reportado en el trabajo de Psatha
et al, para el cultivo con UM171. Estos datos resultan importantes para tratar de
comprender porque en el analisis funcional, la poblacién ivCTH mostré una
reduccion del contenido de LTC-IC y una disminucion en la capacidad de

proliferacion.

Recientemente, el grupo de Passegué demostrd que las CTH de ratones
viejos, presentan una tendencia de diferenciacidon mieloide y alteraciones en
rutas metabolicas de tipo mitocondrial (Ho et al., 2017). Considerando el
comportamiento observado en este trabajo, se podria sugerir que el cultivar a las

células troncales hematopoyéticas, las lleva a un estadio de envejecimiento.

Hemos seleccionado y purificado tres diferentes poblaciones celulares
(CTH, CPM y CPE) obtenidas directamente de la SCU o generadas en
condiciones especificas de cultivo. Las poblaciones fueron pareadas y
comparadas en términos de funcionalidad y de expresion génica. Nuestros
resultados indican que a pesar de que las células comparten inmunofenotipo, las
poblaciones frescas y las poblaciones in vitro tienen diferencias importantes. Las
CTH generadas in vitro contienen una frecuencia menor de LTCIC y una
marcada tendencia hacia el linaje mieloide. Ademas, las poblaciones generadas
in vitro (ivCTH, ivCPM, ivCPE) muestran potenciales de expansion deficientes y
una rapida diferenciacion en comparacion con sus contrapartes obtenidas
directamente de la SCU, datos que correlacionan con lo observado en el analisis

transcriptomico.

Esas observaciones pueden tener implicaciones clinicas en el trasplante
de SCU, debido a que pueden ser parte importante del éxito de esos trasplantes,
pues generalmente se infunden una unidad no manipulada y una expandida,
siendo la primera la unidad que permanece por periodos largos de tiempo, es

decir, las CTH provenientes de esta unidad son las que logran hacer el injerto a
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largo plazo. Parte del fendmeno bioldgico descrito en esos trasplantes puede
explicarse por la rapida diferenciacion y la baja capacidad de expansién
observada en este estudio con las células expandidas in vitro, sin embargo las
capacidad de proliferacion y la generacion de células en estadios avanzados de
la diferenciacién, podrian favorecer a acortar los tiempos de recuperacion de los

pacientes, por lo que resulta importante el proceso de expansion.
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Conclusiones

+ Se obtuvo un sistema de induccion a diferenciacion de las fCTH hacia
progenitores linaje-especificos, mediante la modificacion de las
condiciones de cultivo, que garantiza la obtencion de ivCTH, ivCPE e
ivCPM.

» Las poblaciones generadas in vitro tienen potenciales de proliferacion,
similares a las poblaciones hematopoyéticas que maduran in vivo, sin
embargo, la capacidad de expansion es menor y la diferenciacion se

realiza de manera mas acelerada.

+ Las ivCTH parecen tener disminuida su capacidad de autorrenovacion y

tienden a diferenciarse generando principalmente linaje mieloide.

* Las condiciones de cultivo utilizadas en este estudio, resultan en la
modificacion de los patrones transcripcionales, activando vias como PI3K,
Wnt, Notch y FoxO, modulando las variaciones en las capacidades de
proliferacion, expansion y diferenciacion observadas en las poblaciones

hematopoyéticas analizadas.

* Es importante tener en cuenta los resultados observados cuando se
realiza un trasplante de células hematopoyéticas expandidas, pues es
evidente que las capacidades biologicas se modifican por las senales
extrinsecas que reciben las células, por ejemplo, las condiciones de cutivo

descritas en este estudio.
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Perspectivas

Se presentd un analisis a nivel de poblaciones individuales, por lo que es
conveniente realizar un estudio en el que se incluyan en el mismo cultivo a las
diferentes poblaciones generadas in vitro, dado que existe la posibilidad de que
haya una regulacion directa entre ellas, ya sea por la interaccion célula — célula
o por la secreciéon de moléculas solubles que influyan en el comportamiento

biolégico de las células.

Por otro lado, resulta interesante evaluar la funcionalidad de las
poblaciones generadas en este estudio (ivCTH, ivCPM e ivCPE), utilizando un
sistema in vivo con ratones inmunosuprimidos; puesto que ahi, los elementos
extrinsecos serian diferentes y regularian a las células a través de los
mecanismos descritos para el microambiente hematopoyético y eso podria
modificar los elementos celulares intrinsecos de las poblaciones, impactando en

su comportamiento bioldgico.
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ABSTRACT

To date, different experimental strategies have been developed for the ex vivo expansion of
human hematopoietic stem (HSCs) and progenitor (HPCs) cells. This has resulted in significant
advances on the use of such expanded cells in transplantation settings. To this day, however, it is
still unclear to what extent those stem and progenitor cells generated in vitro retain the functional
and genomic integrity of their freshly isolated counterparts. In trying to contribute to the solving
of this issue, in the present study we have selected and purified three different hematopoietic cell
populations: HSCs (CD34™ CD38™ CD45RA™ CD71 Lin" cells), myeloid progenitor cells (CD34" cD38"
CD45RA* €D71  Lin cells), and erythroid progenitor cells (CD34* €D38* CD45RA” CD71* Lin” cells),
obtained directly from fresh human umbilical cord blood (UCB) units or generated in vitro under
particular culture conditions. We, then, compared their functional integrity in vitro and their gene
expression profiles. Our results indicate that in spite of being immunophenotipically similar, fresh
and in vitro generated cells showed significant differences, both in functional and genetic terms.
As compared to their fresh counterparts, those HSCs generated in our culture system showed a
deficient content of long-term culture-initiating cells, and a marked differentiation bias toward the
myeloid lineage. In addition, in vitro generated HSCs and HPCs showed a limited expansion poten-
tial. Such functional alterations correlated with differences in their gene expression profiles. These
observations are relevant in terms of HSC biology and may have implications in UCB expansion
and transplantation. STEM CELLS TRANSLATIONAL MEDICINE 2018;00:000—-000

SIGNIFICANCE STATEMENT

This study presents evidence indicating that in vitro-generated hematopoietic stem and progeni-
tor cells differ in functional and genetic terms from their freshly obtained counterparts. These
findings have biologic and clinical implications.

using adult marrow or mobilized peripheral blood

LU E 2z el [10]. In contrast, most adult patients transplanted

Over the last three decades, umbilical cord blood
(UCB) has become a major source of hematopoi-
etic stem and progenitor cells (HSCs and HPCs,
respectively) for hematopoietic transplantation
[1, 2]. UCB not only contains clinically relevant
amounts of primitive hematopoietic cells that
possess great proliferation and expansion poten-
tials [3-6], but such cells can be stored in public
or private UCB banks [7-9]. To date, it is esti-
mated that over 40,000 UCB transplants (UCBT)
have been performed worldwide. In pediatric
patients, UCB transplantation has become a first-
line therapy for specific hematological conditions,
with results comparable to those obtained when

with UCB show prolonged periods of neutropenia
and thrombocytopenia after transplant, which
results in increased morbidity and mortality [11].
This seems to be due, at least in part, to the fact
that the absolute numbers of HSCs and HPCs in a
UCB unit are significantly lower than in a bone
marrow or a mobilized peripheral blood unit [12].

In the last few years, different strategies have
been explored to improve UCBT in adult patients.
Among them, three approaches have already
been taken into the clinic, namely, double-unit
transplants, intra bone injection of cells, and the
use of ex vivo-expanded HSCs and HPCs [13-18].
Regarding the use of ex vivo-expanded cells,
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significant advances have been reported. Indeed, a variety of
experimental strategies has been developed for the expansion of
such primitive cells in culture [19-22]. A common feature in all
the laboratory systems reported to date is the presence of particu-
lar combinations of recombinant stimulatory cytokines that favor
hematopoietic growth. These combinations usually include early
acting cytokines, such as stem cell factor (SCF), the ligand for FLT-3
(FLT3-L), and thrombopoietin (TPO). Interestingly, other elements,
such as mesenchymal stromal cells, metal chelators, Notch
ligands, or small molecules that favor stem cell self-renewal (such
as UM171, OAC1, SR1, nicotinamide, and Resveratrol), have also
been incorporated into some of these systems [23-28]. In fact,
some of these molecules have already been tested in clinical set-
tings or are close to being tested. It is noteworthy that when
expanded cells have been taken into the clinic, the results
obtained so far have been encouraging [29-32].

In spite of the advances in the development of ex vivo expan-
sion systems and the clinical achievements reported to date, sev-
eral basic questions regarding the biology of the hematopoietic
cells generated in culture are still unanswered. In this regard, it is
still unclear to what extent those stem and progenitor cells gener-
ated in vitro retain the functional and genomic integrity of their
freshly isolated counterparts. In other words, how similar are
those HSCs and HPCs generated in vitro to their equivalent cell
populations obtained directly from human UCB units? The fact
that ex vivo expanded stem and progenitor cells are capable of
engrafting and restoring hematopoiesis in immunodeficient mice
seems to argue that these cells are similar, in biological terms, to
their initially obtained counterparts. However, to the best of our
knowledge, this hypothesis has not been conclusively demon-
strated. In fact, there is extensive evidence indicating that when
primitive hematopoietic cells are cultured in vitro, they experience
a variety of phenotypic and functional changes induced by the cul-
ture conditions, including a tendency of HSCs to lose their stem-
ness when they enter cell cycle, and an external pressure on HPCs
to mature [33-35]. Thus, even though they may retain their origi-
nal immunophenotype after ex vivo expansion, their genomic and
functional integrity may be altered. This notion, in fact, seems to
be the reason why expanded cells transplanted into patients are
always infused together with an unmanipulated UCB unit.

In trying to contribute to the solving of this issue, in the pres-
ent study we have purified three different human hematopoietic
cell populations: HSCs, myeloid progenitor cells (MPCs), and ery-
throid progenitor cells (EPCs)—obtained directly from fresh UCB
units or generated in vitro under a particular culture strategy
(serum- and stroma-free liquid culture supplemented with human
recombinant cytokines)—and compared their functional integrity
in vitro and their gene expression profiles.

MATERIALS AND IMEETHODS

Cell Collection and Processing

Human UCB cells, collected according to institutional guidelines,
were obtained from normal full-term deliveries at the Troncoso
Hospital (Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), Mexico
City), as described previously by us [36]. Informed consent was
obtained from every single donor.

Purification of HSCs, MPCs, and EPCs from UCB

Cells expressing the CD34 antigen (CD34" cells) were enriched
from mononuclear cells (MNCs) by negative selection [37], using
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the EasySep system, according to the manufacturer’s instructions
(StemCell Technologies Inc. [STI], Vancouver, Canada). Before neg-
ative selection, CD34 " cells corresponded to 0.7%—2.1% of MNCs;
after negative selection, CD34" cells corresponded to 67.2%—
89.0% of the enriched Lineage-negative (Lin) cell population.
From the recovered cells, CD34" cell subpopulations were puri-
fied by Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS), using a FACS
Aria Il (BD; San Jose, California) (Fig. 1A). All the antibodies used
were purchased from BD Bioscience, and were selected using the
antibodies approved by EuroFlow Guide for Flow Cytometry
(2011). Three different cell populations were obtained by standard
FACS protocols: HSCs, defined as CD34" CD38 CD45RA™ CD71
Lin" cells; MPCs, defined as CD34% CD38" CD45RA™ CD71 Lin
cells; and EPCs, defined as CD34" CD38" CD45RA™ CD717 Lin’
cells. These immunophenotypic criteria were based on previous
studies [38]. For all three cell populations, purity was >98%, as
determined by FACS (Fig. 1B). Cell populations obtained in this
manner were referred to as “fresh (f)” cells (e.g., fHSCs, fMPCs,
fEPCs).

In Vitro Generation of HSCs, MPCs, and EPCs

Fresh HSCs were resuspended in Serum-Free Expansion Medium
(StemSpan SFEM; STI). For the in vitro generation of HSCs, fHSCs
(2.3 X 10* cells/ml, in average) were cultured on an adherent cell
layer of the OP9 cell line, and the culture medium was supple-
mented with the following recombinant hematopoietic cytokines:
TPO; Flt-3-ligand (FL); Steel Factor (SF); Interleukin-3 (IL-3); IL-6;
Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor (GM-CSF),
and G-CSF. All cytokines were purchased from Peprotech (Rocky
Hill, NJ) and were added at 10 ng/ml. We followed the protocol
described in detail in our previous report [36]. After 7 days of cul-
ture, total nucleated cells were recovered and CD34" CD38
CD45RA” CD71  Lin cells were purified by FACS.

For the in vitro generation of MPCs and EPCs, fHSCs were cul-
tured in 24-well tissue culture plates at 37°C in an atmosphere of
5% CO, in air, at a concentration of 1.1 X 10% cells/ml/well, in
average, using the same culture medium supplemented with TPO,
FL, SCF, IL-3, and IL-6. Culture medium was changed on day 5, and
on day 10 of culture total nucleated cells were harvested from the
wells, counted, and processed for flow cytometry. MPCs and EPCs
were obtained by FACS following the same protocol as for fresh
cells (Fig. 1B). All cells generated in culture were referred to as “in
vitro generated (iv)” cells (e.g., ivHSCs, ivMPCs, and ivEPCs).

Liquid Suspension Cultures

Hematopoietic stem and progenitor cells were cultured in liquid
suspension cultures, in order to assess their proliferation, expan-
sion, and differentiation potentials. Proliferation was defined as
the capacity of a primitive cell to divide and give rise to new cells,
regardless of their lineage and maturation stage. Expansion was
defined as the capacity of a primitive cell to divide and give rise to
new primitive cells, biologically similar to the initial cells. Differen-
tiation was defined as the capacity of a primitive cell to divide and
give rise to mature cells of specific lineages, identifiable by their
morphology. Each one of the cell populations obtained was resus-
pended in Serum-Free Expansion Medium (StemSpan SFEM; STI).
The culture medium was supplemented with different combina-
tions of the following recombinant hematopoietic cytokines: TPO,
FL, SF, IL-3, IL-6, GM-CSF, G-CSF, and erythropoietin (EPO; R&D,
Minneapolis, MN). All cytokines—except for EPO—were added
at 10 ng/ml; EPO was added at 3 IU/ml. Cells were cultured in
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Figure 1.

Selection of HSCs, MPCs, and EPCs and in vitro generation of HSCs. (A): Methodological strategy used in the present study for the

processing of UCB units and the selection of the three cell populations obtained from fresh UCB units (f) and generated in vitro (iv). (B): FACS
strategy for obtaining HSCs, MPCs, and EPCs from a CD34™" cell-enriched fraction obtained by negative selection. (C): In vitro generation of hema-
topoietic cells after 7 days of coculture of fHSCs with the OP9 stroma cell line. Values shown correspond to mean =+ SD (n = 9). HSC, CD34™
CD38 CD45RA™ CD71 Lin™ cells. Abbreviations: EPCs, erythroid progenitor cells; FACS, fluorescence activated cell sorting; FSC, forward scatter;
HSCs, hematopoietic stem cells; MNCs, mononuclear cells; MPCs, myeloid progenitor cells; TNC, total nucleated cells; UCB, umbilical cord blood.

24-well tissue culture plates at 37°C in an atmosphere of 5% CO,
in air, at a concentration of 4-12 X 10* cells/ml/well. After 5 days
of culture, cells were harvested from the wells, counted, and ana-
lyzed for progenitor cell content and morphology. Secondary cul-
tures were initiated with 5-10 X 10* nucleated cells. Cultures
were processed in this manner every 5 days.

Hematopoietic Colony Assays

Hematopoietic progenitor cells capable of forming colonies in
vitro (colony-forming cells; CFCs) were assayed in methylcellulose-
based semisolid cultures (MethoCult, STI), as previously described
in detail [36].

Long-Term Culture-Initiating Cells

The numbers of more primitive (pre-CFC) cells, that is, those
cells capable of initiating and sustaining long-term hemato-
poietic growth in culture, were determined right after each
cell population was isolated. Such long-term culture initiating
cells (LTC-ICs) were assessed based on the method estab-
lished by Eaves and colleagues [39], as described previously
by us [40].

www.StemCellsTM.com

Morphologic Analysis

Hematopoietic cell populations obtained from UCB, as well as cells
obtained from liquid cultures, were examined on slide prepara-
tions stained with Wright-Giemsa stain. Approximately 300 cells
per slide were scored, following standard morphology criteria.

Statistics

Results shown correspond to mean = SD of the indicated number
of samples. Statistical analysis was performed by using ANOVA-
test.

Microarrays and Gene Expression Analysis

The quality of the RNA obtained from the cells was evaluated by
capillary electrophoresis (Agilent 2100 Bioanalyzer; Agilent Tech-
nologies). Only RNA samples with an RNA Integrity Number
greater than 6 were further processed for microarray studies. One
hundred picograms of RNA from each experimental condition
were evaluated in the Gene Chip Human transcriptome Array
(HTA) 2.0 (Affymetrix, Santa Clara, CA). The cDNA synthesis, ampli-
fication, and gene expression profiling were done with WT Pico
Reagent Kit for fresh samples (Affymetrix). Wash and stain
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processes were performed with the GeneChip Hybridization wash
and stain kit in the GeneChip Fluid Station 450 (Affymetrix). The
probe arrays were scanned using the GeneChip Scanner 3000 7G
(Affymetrix). Array signal intensities were analyzed with the Affy-
metrix expression console. Raw data probes were normalized
using Signal Space Transformation-Robust Multichip Analysis for
the background correction and quantile algorithm. To define the
differential expression profile within the different cell populations,
Affymetrix Transcriptome Analysis Console (TAC) software was
used. Genes with fold change >2 or <-2 and with an ANOVA p-
value <.05 were considered significantly altered between the con-
ditions (in vitro generated populations vs. freshly obtained popula-
tions). All data were uploaded in GEO (ID: GSE107497).

Enrichment Analysis

The Gene set enrichment analysis and Over-Representation Analy-
sis (ORA) were made using GeneTrail2 (PMID: 26787660) [41].
Genes from TAC analysis with a fold-change >2 and <-2, and
ANOVA p-value <.05 were used for the ORA with the following
parameters: a false discovery rate of 0.05, and two genes per cate-
gory as minimum number for all analysis.

Real Time RT-PCR

To validate the microarray results, cDNA was generated using High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (ThermoFisher Scientific),
from RNA of cells from three different UCB samples, following the
manufacturer’s protocol. Samples were different from those used
for gene microarrays. The following genes were selected for gPCR
validation: HSCs: CDC6, KCNQ5, RUNX3 and GBP4; MPCs: VCAN,
CCNB1, KCNE3 and RUNX3; EPCs: CCNB1, KCNE3, PIEZO2 and
SELP. Primers design and probes selection were made using Uni-
versal Probe Library System Assay designed by Roche for qPCR.
Quantitative PCR experiments were performed in a Light Cycler
480 (Roche Life Science). Primers for each gene were synthesized
at T4 Oligo Company. Fold change of gene expression was deter-
mined with the 2—AACT method using GAPDH as the housekeep-
ing gene. Statistical analysis was performed using Student’s t test.
For sequence primer details see Supporting Information Table S1.

RESuLTS

In Vitro Generation of HSCs, MPCs, and EPCs

We first assessed our culture conditions as experimental systems
for the ex vivo generation of human hematopoietic stem and pro-
genitor cells. Following our previous report [36], we generated
HSCs in a coculture system in which fHSCs were plated on stromal
cells of the OP9 cell line, and the culture medium was supple-
mented with a cytokine mixture that included TPO, SCF, FL, IL-3,
IL-6, GM-CSF, and G-CSF. Cultures were initiated with 2.3 X 10°
CD34" CD38 CD45RA” CD71 Lin™ cells. After 7 days of culture,
77.6 X 10* nucleated cells, in average, were generated, which
represented a 33.7-fold increase in total cell number (Fig. 1C). Of
those cells, 8.0% corresponded to CD34 ™ cells and 6.6% to CD34™
CD38 cells, indicating a 2.6- and a 2.2-fold increase in the respec-
tive cell numbers (Fig. 1C). Interestingly, 26,400 cells (3% of the
total cells generated in culture), in average, corresponded to
CD34" CD38 CD45RA™ CD71 Lin™ cells. This represented a 1.13-
fold increase in cells with the HSC immunophenotype, as com-
pared to day O (Fig. 1C).
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In terms of the in vitro generation of myeloid and erythroid
progenitors, it was not possible to determine the fold-increase of
such cell populations based on their immunophenotype, since the
cultures were initiated with CD34* CD38 CD45RA™ CD71” Lin” cells
(HSC immunophenotype). However, we were able to determine
the number of cells giving rise to myeloid and erythroid colonies,
both before and after fHSC culture for generation of progenitor
cells (as described in “Materials and Methods” section). After
fHSCs were cultured for 10 days in liquid suspension cultures sup-
plemented with TPO, FL, SCF, IL-3, and IL-6, a 6.5-fold expansion in
erythroid CFC numbers was observed, whereas the numbers of
myeloid CFCs were increased almost 64-fold (not shown). Taken
together, the above data indicate that the culture conditions that
we used in the present study favored the in vitro generation of
HSCs, as well as that of myeloid and erythroid progenitors.

Each one of the cell populations analyzed in this study, includ-
ing those freshly obtained from UCB units and those generated in
vitro, was assessed in terms of both its functional integrity in vitro
(i.e., LTC-IC and CFC content, proliferation, expansion, and differ-
entiation potentials), as well as its gene expression profile.

In Vitro Assessment of HSCs

LTC-IC and CFC Content. As a first approach into the functional
characterization of HSCs, we determined their content of LTC-ICs
and CFCs. In the fHSC population, the frequency of LTC-IC corre-
sponded to 1.85% (1 LTC-IC per 54 cells). This was a significant
enrichment, considering that the frequency of LTC-IC in the MNC
fraction was 1 per 9,506 cells, and in the Lin™ cell fraction, the fre-
quency was 1 per 670 cells (not shown). In terms of CFCs, we
found that 26.6% of CD34" CD38™ CD45RA™ CD71" Lin™ cells were
capable of forming colonies in semisolid cultures (Fig. 2A). Out
of those CFCs, 52% corresponded to myeloid CFCs (colonies con-
taining granulocytes and/or macrophages), 46% corresponded to
erythroid CFCs (colonies containing erythroid cells), and 2% corre-
sponded to multipotent CFCs (colonies containing both myeloid
and erythroid cells). When we analyzed ivHSCs, we found that the
content of LTC-IC was 0.12% (1 LTC-IC per 825 cells), which was
significantly reduced, as compared to fHSCs. The frequency of
CFCs was 24.6%, which was very similar to that of fHSCs. Interest-
ingly, 91% of the CFCs corresponded to myeloid progenitors, only
8% to their erythroid counterparts and 1% to multipotent pro-
genitors (Fig. 2A). These numbers were very different to those
observed for fHSCs.

HSC Growth in Liquid Suspension Cultures. \We next assessed
the proliferation, expansion and differentiation potentials of HSCs.
As shown in Figure 2B, both fHSCs and ivHSCs showed similar pro-
liferation patterns throughout the 20-day culture period, reaching
their highest levels (99- and 72-fold increase, respectively) by day
20 of culture. On most of the time points analyzed, the total
nucleated cell numbers were higher in cultures of fHSCs; however,
such differences were not statistically significant. In terms of their
expansion potentials (i.e., LTC-IC and CFC levels throughout the
culture period), we observed that the absolute numbers of LTC-ICs
in cultures of fHSCs were sustained throughout the culture period
(Fig. 2C). In contrast, the levels of LTC-ICs in cultures of ivHSCs
abruptly declined, so this type of cell was undetectable from day 5
of culture (Fig. 2C). In terms of progenitor cells, the levels of CFCs
were always higher in cultures of fHSCs as compared to ivHSCs.
Although such differences were not statistically significant, the
tendency was clear (Fig. 2D). It is noteworthy that throughout the
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Figure 2. In vitro functional characterization of HSCs. (A): CFC content in the cell fractions corresponding to fHSCs and ivHSCs right after
they were obtained by fluorescence activated cell sorting and before culture. Graphics represent the mean frequency (%; n = 9) of myeloid,
erythroid, and multipotent progenitors. (B): Proliferation kinetics of fHSCs and ivHSCs throughout liquid culture. Values (mean = SD; n = 5)
represent the increments in total nucleated cell number, as compared to day 0. (C): Kinetics of LTC-ICs throughout liquid culture. Values
(means; n = 5) represent absolute cell numbers. ND, not detected. (D): Expansion kinetics of fHSCs and ivHSCs throughout liquid culture. Val-
ues (mean = SD; n = 5) represent the increments in CFC number, as compared to day 0. (E): Frequency of myeloid, erythroid, and multipo-
tent progenitors (as percentage of total CFC; n = 9) throughout liquid cultures of fHSCs and ivHSCs. (F): Frequency (%; n = 3) of the different
hematopoietic cell types, recognized by their morphology, generated in cultures of fHSCs and ivHSCs. Abbreviations: CFCs, colony-forming

cells; HSCs, hematopoietic stem cells; LTC-ICs, long-term culture initiating cells.

culture period there was a marked tendency toward the produc-
tion of progenitors giving rise to colonies containing granulocytes
and/or macrophages. Indeed, by day 20 of culture, myeloid CFCs
corresponded to almost 90% of the CFCs in cultures of fHSCs, and
to almost 100% of CFCs in cultures of ivHSCs (Fig. 2E). Erythroid
progenitors became a minority, whereas multipotent progenitors
were detected only in cultures of fHSCs, and at extremely low lev-
els. In keeping with this observation, the differentiation patterns
of both fresh and in vitro generated HSCs showed a marked tend-
ency toward the production of myeloid precursors. Such a tend-
ency seemed to be more pronounced in ivHSCs. As shown in
Figure 2F, all of the cells observed on day 20 in cultures of ivHSCs
consisted of myeloid precursors (the majority of them were late

www.StemCellsTM.com

precursors), whereas in cultures of fHSCs, a small proportion of
early erythroid precursors was still observed on that same day. No
late erythroid precursors were observed, most likely due to the
absence of EPO in liquid cultures.

Global Gene Expression Profiles of HSCs. \We next performed a
global comparison of the gene expression profiles from both fresh
and in vitro generated HSCs. By using Affymetrix Gene Chip HTA
2.0, we assessed the expression of over 18,000 genes and clearly
observed significant differences in such profiles (Fig. 3A). We
found 541 genes differentially expressed (Fig. 3B). Of these, 243
were upregulated in ivHSCs (including CDC6, BRIP1, TOP2A,
KCNQ5, DNMT3B, and ANGPT1; Supporting Information Table S2)
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Figure 3. Differentially expressed genes between ivHSCs and fHSCs. (A): Hierarchical cluster showing the genes differentially expressed
between ivHSCs and fHSCs. Samples are in columns, genes are in rows. Both cell populations were compared using the TAC Affymetrix soft-
ware, considering a fold change of 2.0 and p < .05. (B): The volcano plot shows 541 genes differentially expressed (243 genes upregulated
-red- and 298 downregulated -blue- in ivHSCs). The analysis was made using TAC Affymetrix software, considering a fold change of 2.0 and
p < .05. (C): Most highly represented biologic processes/pathways that were upregulated in ivHSCs as compared to fHSCs. Functional annota-
tion in Gene Ontology categories was made using GeneTrail2, and were classified in biological processes and KEGG categories. Abbreviation:

HSCs, hematopoietic stem cells.

and 298 were downregulated (including IL1RL1, GNG4, ICAM1,
SETBP1, GBP2, SMAD3, and CXCL8; Supporting Information Table
S2). KEGG and GO analyses indicated that NFkB, TNF, JAK-STAT,
HIF, and PI3K-AKT signaling pathways were significantly upregu-
lated in ivHSCs, and that cell cycle, apoptosis, leukocyte activation,
myeloid differentiation, and chromatin remodeling were among
the most upregulated biological processes (Fig. 3C). No pathways
or processes were found to be downregulated at significant levels
(not shown). In order to validate these results, we selected four
genes (CDC6, KCNQS5, RUNX3, and GBP4) and quantitated their
levels by gRT-PCR (Supporting Information Fig. S1).

In Vitro Assessment of MPCs

LTC-IC and CFC Content. Following a similar approach to the
one used for HSCs, we determined the content of LTC-ICs and
CFCs in the MPC population. LTC-ICs were not detected in any of
the MPC populations analyzed (fresh or in vitro generated;
not shown). This is in keeping with the fact that within the
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hematopoietic hierarchy, LTC-IC corresponds to a cell stage earlier
than the committed progenitor stage [39]. In terms of CFCs, we
found that their frequencies were very similar in fresh and in in
vitro generated MPCs (21.4% and 20.6% of the cells in each
cell fraction, respectively; Fig. 4A). Among those CFCs, the vast
majority (93%—99%) corresponded to cells producing colonies
containing granulocytes and/or macrophages, and only 1%—7%
corresponded to small erythroid colonies (Fig. 4A). No mixed colo-
nies were observed. These results are also in keeping with the fact
that MPCs correspond to a cell fraction enriched for myeloid
progenitors.

MPC Growth in Liquid Suspension Cultures. The proliferation
potentials of both MPCs were similar, reaching a 105- and 126-
fold-increase in total cell number, respectively (Fig. 4B). From day
10 of culture, the levels of total cells remained relatively constant.
In contrast to the kinetics of total cells, CFCs from fMPCs and
ivMPCs showed very different kinetics (Fig. 4C). At all time points
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Figure 4. In vitro functional characterization of MPCs. (A): CFC content in the cell fractions corresponding to fMPCs and ivMPCs right after
they were obtained by fluorescence activated cell sorting and before culture. Graphics represent the mean frequency (%; n = 9) of myeloid,
erythroid, and multipotent progenitors. (B): Proliferation kinetics of fMPCs and ivHSCs throughout liquid culture. Values (mean £ SD; n = 5)
represent the increments in total nucleated cell number, as compared to day 0. (C): Expansion kinetics of fMPCs and ivMPCs throughout lig-
uid culture. Values (mean = SD; n = 5) represent the increments in CFC number, as compared to day 0. (D): Frequency of myeloid, erythroid,
and multipotent progenitors (as percentage of total CFC; n = 9) throughout liquid cultures of fMPCs and ivMPCs. (E): Frequency (%; n = 3) of
the different hematopoietic cell types, recognized by their morphology, generated in cultures of fMPCs and ivMPCs. Abbreviations: CFCs,

colony-forming cells; HSCs, hematopoietic stem cells; MPCs, myeloid progenitor cells.

analyzed, except for day 10, CFC levels were higher in cultures of
fMPCs; in fact, by day 15, CFC levels in ivMPCs were extremely
low. It is noteworthy that from day 5 of culture, only colonies con-
taining granulocytes and/or macrophages were observed; no ery-
throid or mixed colonies were detected (Fig. 4D). As shown in
Figure 4E, at culture onset, MPCs consisted of lymphoblastoid
cells; however, and in keeping with the fact that only granulocyte/
macrophage colonies were present in culture, from day 5 of cul-
ture only myeloid precursors were observed.

Global Gene Expression Profiles of MPCs. \When we compared
the gene expression profiles of both fresh and in vitro generated

MPCs (Fig. 5A), we found 1,086 genes differentially expressed
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(Fig. 5B). Of these, 859 were upregulated in ivMPCs (including
VCAN, MRC1, FGL2, ADAMDEC1, and RNASE6; Supporting Infor-
mation Table S3) and 227 were downregulated (including SKIL,
CCR7, MED12L, SETBP1, and CD38; Supporting Information Table
S3). KEGG and GO analyses indicated that Lysosome, Phagosome,
JAK-STAT, PI3K-AKT, Toll-like receptor signaling, and CAMs signaling
pathways were significantly upregulated in ivMPCs, and that mye-
loid leukocyte migration, granulocyte chemotaxis, TNF family pro-
duction, myeloid leukocyte-mediated immunity, and phagosome
maturation were among the most upregulated biological proc-
esses (Fig. 5C). No pathways or processes were found to be down-
regulated at significant levels (not shown). In order to validate
these results, we selected four genes (VCAN, CCNB1, KCNE3, and
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Figure 5. Differentially expressed genes between ivMPCs and fMPCs. (A): Hierarchical cluster showing the genes differentially expressed
between ivMPCs and fMPCs. Samples are in columns, genes are in rows. Both cell populations were compared using the TAC Affymetrix soft-
ware, considering a fold change of 2.0 and p < .05. (B): The volcano plot shows 1,086 genes differentially expressed (859 genes upregulated -
red- and 227 downregulated -blue- in ivMPCs). The analysis was made using TAC Affymetrix software, considering a fold change of 2.0 and
p <.05. (C): Most highly represented biologic processes/pathways that were upregulated in ivMPCs as compared to fMPCs. Functional anno-
tation in Gene Ontology categories was made using GeneTrail2, and were classified in biological processes and KEGG categories. Abbrevia-

tion: MPCs, myeloid progenitor cells.

RUNX3) and quantitated their levels by qRT-PCR (Supporting Infor-
mation Fig. S1).

In Vitro Assessment of EPCs

LTC-IC and CFC Content. As expected, we were unable to detect
LTC-ICs in the EPC population (not shown), which is in keeping
with the hierarchical organization of hematopoiesis and with the
results obtained for MPCs. Thirty five percent of the cells in the
fEPC fraction were capable of forming colonies in semisolid cul-
tures and the vast majority (95%) corresponded to colonies con-
taining exclusively erythroid cells (Fig. 6A). For ivEPCs, the levels of
CFCs (24%) were lower than in fEPCs, and more than 95% of them
also formed erythroid colonies (Fig. 6A). Myeloid colonies con-
sisted of small granulocyte and/or macrophage clusters. No multi-
potent (mixed) colonies were detected.

EPC Growth in Liquid Suspension Cultures. Both fEPCs and
ivEPCs showed very high proliferation potentials in liquid cultures,
reaching higher levels of total cells than the ones observed for
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HSCs or MPCs (Fig. 6B). The growth patterns were similar in both
erythroid cell populations; however, it is noteworthy that on days
15 and 20 of culture, total nucleated cell numbers were much
higher in cultures of fEPCs, although such differences were not
statistically significant. In contrast, expansion kinetics were very
different. Indeed, whereas a significant increase in CFCs was
observed in cultures of fEPCs, particularly during the first 15 days
of culture, there was no expansion in cultures of ivEPCs (Fig. 6C).
From day 5 to day 20 of culture, only colonies containing erythroid
cells were observed (no myeloid or mixed colonies were observed;
Fig. 6D), and in keeping with this, from day 5 of culture only ery-
throid precursors were detected in culture (Fig. 6E). During the first
days of culture the majority of the erythroid cells corresponded to
early precursors (proerythroblasts and basophilic erythroblasts),
whereas by day 20, the vast majority corresponded to late erythro-
blasts (polychromatic and orthochromatic erythroblasts).

Global Gene Expression Profiles of EPCs. We, then, compared
the gene expression profiles of both fresh and in vitro generated

STEM CELLS TRANSLATIONAL MEDICINE
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Figure 6. In vitro functional characterization of EPCs. (A): CFC content in the cell fractions corresponding to fEPCs and ivEPCs right after
they were obtained by fluorescence activated cell sorting and before culture. Graphics represent the mean frequency (%; n = 9) of myeloid,
erythroid, and multipotent progenitors. (B): Proliferation kinetics of fEPCs and ivEPCs throughout liquid culture. Values (mean = SD; n = 5)
represent the increments in total nucleated cell number, as compared to day 0. (C): Expansion kinetics of fEPCs and ivEPCs throughout liquid
culture. Values (mean = SD; n = 5) represent the increments in CFC number, as compared to day 0. (D): Frequency of myeloid, erythroid, and
multipotent progenitors (as percentage of total CFC; n = 9) throughout liquid cultures of fEPCs and ivEPCs. (E): Frequency (%; n = 3) of the
different hematopoietic cell types, recognized by their morphology, generated in cultures of fEPCs and ivEPCs. Abbreviations: CFCs, colony-

forming cells; EPCs, erythroid progenitor cells; MPCs, myeloid progenitor cells.

EPCs (Fig. 7A), and found 438 genes differentially expressed (Fig.
7B). Of these, 196 were upregulated in ivEPCs (including SIGLECS,
EPX, PPBP, RAP27B, and HBBP1; Supporting Information Table S4)
and 242 were downregulated (including GBP4, SKIL, THBS1,
CRHBP, and CSF1; Supporting Information Table S4). KEGG and GO
analyses indicated that PI3K-Akt, NF-kB, Jak-STAT, chemokine sig-
naling, and TNF signaling pathways were significantly upregulated
in ivEPCs, and that sterol biosynthesis, cell matrix adhesion, cellu-
lar response to oxygen levels, negative regulation of cell growth,
cell maturation, and several metabolic routes were among the
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most upregulated biological processes (Fig. 7C). No pathways or
processes were found to be downregulated at significant levels
(not shown). In order to validate these results, we selected four
genes (CCNB1, KCNE3, PIEZO2, and SELP) and quantitated their
levels by gRT-PCR (Supporting Information Fig. S1).

DIScussION

Great interest on the ex vivo generation of primitive hematopoi-
etic cells, including self-renewing stem cells and multipotent and
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Figure 7. Differentially expressed genes between ivEPCs and fEPCs. (A): Hierarchical cluster showing the genes differentially expressed
between ivEPCs and fEPCs. Samples are in columns, genes are in rows. Both cell populations were compared using the TAC Affymetrix soft-
ware, considering a fold change of 2.0 and p < .05. (B): The volcano plot shows 438 genes differentially expressed (196 genes upregulated -
red- and 242 downregulated -blue- in ivEPCs). The analysis was made using TAC Affymetrix software, considering a fold change of 2.0 and
p < .05. (C): Most highly represented biologic processes/pathways that were upregulated in ivEPCs as compared to fEPCs. Functional annota-
tion in Gene Ontology categories was made using GeneTrail2, and were classified in biological processes and KEGG categories. Abbreviation:

EPCs, erythroid progenitor cells.

committed progenitors, has grown over the last few years, due to
both biologic and clinical reasons. This is particularly true for UCB-
derived HSCs and HPCs, since UCB transplantation has become a
major therapeutic approach for a wide variety of hematologic
diseases [2, 12]. In this regard, different culture systems and
experimental approaches have been developed, and significant
achievements have already been reported [19-28]. To date, how-
ever, it is still unclear to what extent those stem and progenitor
cells generated in vitro retain the functional and genomic integrity
of their freshly isolated counterparts. This yet unanswered ques-
tion possesses both academic and practical implications. In trying
to contribute to answering the above question, in the present
study we obtained fresh human UCB units and isolated HSCs,
MPCs, and EPCs. We, then, determined their content of LTC-ICs
and CFCs, assessed their in vitro proliferation, expansion, and differ-
entiation capacities under particular culture conditions, and deter-
mined their global gene expression profiles. Immunophenotipically
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similar cell populations were generated in vitro, by using specific
culture systems, and then were analyzed in the same manner.
Thus, a comparative functional and genomic study of both fresh
and in vitro generated cell populations was performed.

It has long been recognized that the in vitro growth of hema-
topoietic cells depends on the input cell population and the cul-
ture conditions used [20, 34]. Based on our previous report [36],
in the present study, we generated HSCs by using a culture system
in which fHSCs were cultured with the OP9 stromal cell line and
the culture medium was supplemented with a combination of
seven different early- and late-acting hematopoietic cytokines. In
our previous report, the input cell population consisted of CD34™"
CD38 Lin cells, and we observed a >20-fold increase in the num-
ber of such cells after culture. Herein, our input cell population
consisted of CD34" CD38 CD45RA” CD71 Lin™ cells, and after the
culture period, we did not observe a significant increase in such a
cell number, but a maintenance. In contrast, we did observe a
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significant increase in the levels of myeloid and erythroid CFCs.
On the other hand, by culturing fHSCs in a stroma-free liquid cul-
ture system supplemented with five early-acting cytokines, we
achieved the generation of significant numbers of CD34" cD38"
CD45RA™ CD71 Lin" and CD34" CD38™ CD45RA CD71™ Lin” cells.
Taken together, these results indicate that our culture systems
were efficient in generating committed myeloid and EPCs and
were able to sustain HSCs over input levels.

In spite of their identical immunophenotypes, it was clear that
fresh and in vitro generated cells showed significant differences in
terms of their biology. This was particularly evident for the HSC
populations. Indeed, the frequency of LTC-ICs in the ivHSC popula-
tion was significantly reduced, as compared to fHSCs, and their
levels were undetectable after 5 days of culture, whereas LTC-IC
levels in cultures of fHSCs were sustained throughout the culture
period. It was also evident that whereas fHSCs showed a
“balanced” frequency of myeloid and erythroid CFCs, the vast
majority of the CFCs detected in the ivHSC population corre-
sponded to myeloid progenitors. Work by different groups, includ-
ing those of Muller-Sieburg and colleagues, Eaves and colleagues,
and Suda and colleagues, has demonstrated that among murine
HSCs, some clones are biased toward the production of myeloid
cells, some are biased toward the production of lymphoid cells,
whereas others show a balanced capacity toward the production
of both myeloid and lymphoid cells [42—45]. Although the pres-
ence of such HSC subpopulations is less clear in humans, our
results seem to suggest that whereas most of the HSCs obtained
from fresh UCB units correspond to a balanced myeloid-erythroid
subtype, the majority of the HSCs generated in our culture system
are biased toward the myeloid lineage. Interestingly, and in keep-
ing with previous reports [38], a marked tendency toward the
myeloid lineage was observed once HSCs were put into culture,
regardless of whether HSCs were fresh or generated in vitro.

In all three populations analyzed (i.e., HSCs, MPCs, and EPCs),
both fresh and in vitro generated cells showed a similar prolifera-
tion capacity (ability to divide and produce new cells, regardless
of their lineage and maturation stage). However, their expansion
potentials (ability of primitive cells to divide and give rise to more
primitive cells) were clearly different. Although the reason for this
is not clear, one possibility is that there is an increased prolifera-
tion activity at the level of the precursor cells generated in vitro;
thus, although the levels of CFCs in cultures of in vitro generated
cells were reduced, as compared to their fresh counterparts, the
total numbers of cells generated in culture were similar.

Global gene expression analysis of each one of the cell popula-
tions included in the present study also demonstrated significant
differences between fresh and in vitro generated cells. The latter
showed consistent increased expression of particular signaling
pathways, such as JAK-STAT, PI3K-AKT, NFkB, and HIF-1, and proc-
esses such as cell cycle, apoptosis, and myeloid differentiation,
which is in keeping with their proliferation, expansion, and differ-
entiation patterns in culture. In a recent study by Papayannopou-
lou and colleagues, they observed that when CD34" cells from
adult mobilized peripheral blood were cultured for 7 days in the
presence of a combination of recombinant cytokines and small
molecules, those cells generated in culture that showed reduced
expression of Rap-1, Ras, and PI3K-Akt showed a higher hemato-
poietic performance in vivo, as compared to those with a higher
expression [46]. It is interesting that in the present study, in all cell
populations generated after culture, the levels of PI3K-Akt were
increased. This was, in fact, a consistent finding. So, this may be
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one of the reasons for the reduced expansion potential of such
cells, as compared to their fresh counterparts.

In the last few years, several groups have reported the use of
small molecules, including UM171, OAC1, SR1, and Resveratrol,
among others, that have been shown to favor the self-renewal
activity of HSCs when used in combination with early-acting
recombinant hematopoietic cytokines [27, 28, 31, 47, 48]. Indeed,
evidence exists that a particular combination of small molecules
and cytokines favors the expansion of CD34" and CD34*CD38
cells by enhancing the Notch pathway—which favors retention of
stemness—and by inhibiting the Wnt pathway, which results in
blocking of the differentiation process [49]. In the present study,
we did not include any of those small molecules as part of the cul-
ture system. Thus, it would be interesting to include them in future
studies and to perform similar analyses to the one described here.

It is noteworthy that in the present study, the functional integ-
rity of the cells analyzed was assessed by using in vitro systems
only; no in vivo systems were used. Thus, we are not certain as to
the functional in vivo capacities of the fresh and in vitro generated
cells included herein. It should also be considered that in the pres-
ent study, our main criteria for the identification, selection, and
purification of the different cell populations was their immuno-
phenotype. And to this purpose, we followed well-defined, stand-
ard criteria. However, it has been shown that the relationship of
stem cell immunophenotype and function is altered when primitive
hematopoietic cells are cultured in serum-free liquid suspension cul-
tures [33, 35, 50]. Thus, it is possible that when selecting the cell
populations generated in vitro, we were gating-out cells that pos-
sess functional capacities related to HSCs and progenitor cells, but
whose immunophenotypes do not correspond to those considered
as standard phenotypes of HSCs and HPCs. This, of course, is a very
important issue that should be taken into account when developing
protocols for the ex vivo expansion of primitive hematopoietic cells.

In summary, in the present study we have selected and puri-
fied three different cell populations (HSCs, MPCs, and EPCs)
obtained directly from fresh human UCB units or generated in
vitro under specific culture conditions. We, then, compared their
functional integrity in vitro and their gene expression profiles. Our
results indicate that in spite of being immunophenotipically simi-
lar, fresh and in vitro generated cells showed significant differen-
ces, both in functional and genetic terms. In general, those HSCs
generated in culture showed a deficient content of LTC-ICs, and a
marked tendency toward the myeloid lineage. In addition, in vitro
generated HSCs and HPCs showed limited expansion potentials.
Such functional alterations correlated with changes in their gene
expression profiles. Our results, however, need to be taken with
caution, since in the present study we used a single ex vivo culture
strategy (serum- and stroma-free liquid culture supplemented
with different combinations of recombinant stimulatory cyto-
kines). Thus, we are not certain as to the functional integrity and
gene expression profiles of the same cell populations generated
under different culture conditions (e.g., in the presence of stroma
cells and/or small molecules such as UM171, OAC1, SR1, nicotina-
mide, and Resveratrol).

Nevertheless, our observations may have clinical implications
in UCB transplantation. Indeed, in all clinical trials reported so far
on the use of expanded cells for UCBT, such cells have been
infused together with non-manipulated cells and in the vast
majority of cases, it has been the latter the ones that remain long-
term in patients. It is, thus, possible that, as suggested by the
results of the present study, expanded cells do not retain the
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complete functional and genomic integrity of non-manipulated
cells, so that they are at disadvantage when competing under
physiological conditions with their fresh counterparts.
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