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Resumen:

Las células madre pluripotentes inducidas (iPS) pueden proliferar de forma casi indefinida y
diferenciarse en multiples linajes, lo que les confiere una gran variedad de aplicaciones médicas.
Por ello, actualmente las iPSC se utilizan en nuevas terapias celulares, modelos de enfermedades
y desarrollo de farmacos en todo el mundo.

Estamos llevando a cabo un proyecto para crear un banco de células iPS en el que se establecen
clones de células iPS aptas para el uso clinico a partir de donantes sanos con haplotipos HLA
homdlogos para reducir el riesgo de rechazo del trasplante. Comenzamos distribuyendo las
reservas de células iPS a distintas organizaciones de Japdn, y se han iniciado estudios clinicos
relacionados con la degeneracién macular asociada a la edad (DMAE), la enfermedad de
Parkinson, la deficiencia de células madre del epitelio corneal, la inmunoterapia contra el cancer
y otras enfermedades, con lo que se espera que la medicina regenerativa basada en células iPS
se utilice ampliamente en el futuro.

Sin embargo, los donantes con HLA homocigoto son escasos. Se podria utilizar la tecnologia de
edicion del genoma como alternativa para reducir el riesgo de rechazo del trasplante. De hecho,
presentamos células iPS editadas con genes HLA que podrian ampliar la variedad de pacientes
que se benefician de las terapias con células iPS mas rapidamente que la estrategia que utiliza
haplotipos HLA homdlogos. Esta tecnologia también se puede utilizar para prevenir o tratar
enfermedades genéticas y suscita grandes esperanzas en los pacientes. Por ultimo, estamos
automatizando la produccién de células iPS para reducir los costes de los trasplantes autdlogos
y ofrecer una medicina regenerativa mas eficaz.
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El genoma es el cédigo de todo nuestro organismo. Determina el color de nuestro pelo, el
tamafio de nuestra nariz y si nos parecemos mas a nuestra madre o a nuestro padre. Hoy en dia
se sabe que una sola célula del cuerpo humano posee todos los genes necesarios para producir
un organismo entero, pero no siempre ha sido asi. Algunos experimentos cientificos han
sugerido que algunos genes se perdieron o inactivaron de forma permanente durante el
desarrollo, de modo que las células solo podian disponer de los genes necesarios para su
funcidn. Sin embargo, un estudio pionero llevado a cabo por John Gurdon en 1962 demostraria
lo contrario. Al insertar el ntcleo de una célula intestinal de rana en un évulo enucleado, Gurdon
logrd el crecimiento y desarrollo normal de un renacuajo, demostrando que el cddigo genético
completo de una sola célula intestinal era suficiente?.

Unas décadas maés tarde, los cientificos descubririan las células madre embrionarias?. Estas
células son extraordinarias, pero también controvertidas. Son extraordinarias porque tienen un
gran potencial de desarrollo y son capaces de diferenciarse en casi cualquier tipo de célula del
organismo adulto?. Por ello, han entusiasmado a la comunidad cientifica y médica por las
oportunidades que brindan en el estudio del desarrollo humano y las enfermedades. La
existencia de células madre embrionarias ha permitido un avance considerable en la
comprension cientifica sobre cémo se desarrollan el cerebro, el corazén y otros érganos a partir
de un embridn. Por otro lado, las células madre embrionarias resultan controvertidas porque se
obtienen a partir de embriones humanos, un proceso que implica la destruccién del embrion.
En respuesta, las leyes nacionales y las directrices internacionales han restringido el uso de
células madre embrionarias frente a otros tipos de células humanas.

Teniendo en cuenta el trabajo de Gurdon, algunos investigadores plantearon la hipdtesis de que
cualquier célula podria transformarse en un estado similar al de las células madre embrionarias
si se activaran e inactivaran las porciones adecuadas del genoma. Pero la pregunta seguia
siendo: équé partes? Aunque era seguro que no seria necesario manipular todos los miles de
millones de pares de bases del genoma humano, determinar la combinacion precisa parecia una
tarea de gran envergadura. Y lo fue, pero la respuesta resulté ser mucho mas sencilla de lo
previsto.

Demostramos que la activacion transitoria de solo cuatro genes (factores de Yamanaka) en
células adultas es suficiente para reprogramarlas en células madre pluripotentes inducidas
(iPS)?). Para mayor asombro, esos mismos cuatro genes generaron con éxito células iPS a partir
de células adultas de varias especies®. Es destacable el grado en que las células iPS se comportan
como células madre embrionarias, y afios de estudio en laboratorios de todo el mundo han
confirmado que las células iPS y las células madre embrionarias son funcionalmente
equivalentes. Desde una perspectiva ética, el impacto de esta investigacion es considerable, ya
que podemos obtener células iPS a partir de las mismas muestras de sangre que uno puede
donar a la Cruz Roja en lugar de obtenerlas de un embrién®.

Desde el punto de vista médico, las células iPS presentan dos caracteristicas atractivas. En
primer lugar, como ya se ha mencionado acerca de las células madre embrionarias, tienen la
capacidad de diferenciarse en muchos tipos celulares. En segundo lugar, también al igual que
las células madre embrionarias, se encuentra su capacidad de proliferacion. El embrién es una
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estructura en rapido crecimiento, en la que las células se replican y desarrollan constantemente.
Las células iPS comparten esta caracteristica. De este modo, a partir de una muestra
relativamente pequefia de sangre humana, se puede generar un gran nimero de células iPS con
las que podemos crear una gran variedad de tipos celulares.

Medicina regenerativa con células iPS

Las células iPS fueron descritas por primera vez en 2007. Sin embargo, en siete afos, los
productos celulares fabricados a partir de ellas ya se utilizaban como medicina regenerativa en
ensayos con humanos, y desde entonces se han iniciado muchos mas ensayos clinicos.

El primer trasplante en humanos se selecciond tanto por sus notables logros cientificos como
por la relativa seguridad del tratamiento. Masayo Takahashi y su equipo de investigacion
prepararon laminas epiteliales retinianas elaboradas a partir de células iPS que trasplantaron a
un ojo de un paciente que sufria degeneracién macular asociada a la edad (Fig. 1)°.

Esta enfermedad se puede tratar
de forma sintomatica con
farmacos, pero se esperaba que el
trasplante retrasara la
degeneracion, si no la detenia por
completo. De hecho, varios afios
después, la vision del paciente se
ha estabilizado y no se han
registrado complicaciones graves.

Fig. 1. Imdgenes de las laminas epiteliales retinianas Este estudio es un ejemplo de
utilizadas en el primer ensayo con células iPS en terapia celular autdloga puesto
qgue las células iPS eran células
reprogramadas de pacientes. Sin embargo, este trabajo puso de manifiesto que la tecnologia de
reprogramacion actual no es adecuada para las terapias autélogas basadas en células iPS a gran
escala. El tiempo y el coste de reprogramar las células iPS, validar su seguridad y, por ultimo,
preparar el producto celular para la terapia (en este caso, laminas epiteliales retinianas) son
demasiado elevados. Especialmente en el caso de enfermedades degenerativas, como la
degeneracién macular asociada a la edad, el tiempo es muy importante para el paciente.
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Por este motivo, se ha investigado la fabricacién de reservas de células iPS aptas para el uso
clinico. No obstante, como en cualquier trasplante, el rechazo inmunitario siempre es motivo de
preocupacién. Por lo tanto, para preparar reservas que sirvan a una amplia poblacién, en Japdn,
la Fundacidén CiRA ha estado cooperando con la Sociedad Japonesa de la Cruz Roja (JRCS, por sus
siglas en inglés) para reclutar donantes HLA homocigotos. En comparacion con los donantes HLA
heterocigotos, las células de estos donantes tienen una mayor probabilidad de compatibilidad

HLA homozygous donor

Fig. 2. Mientras que un donante HLA heterocigoto debe coincidir con ambos haplotipos HLA
del paciente, un donante HLA homocigoto solo necesita coincidir con un haplotipo para
minimizar el riesgo de rechazo inmunitario.

inmunolégica (Fig. 2).

Esta estrategia no elimina por completo el riesgo, por eso casi todas las terapias de trasplante
basadas en células iPS se acompafian de inmunosupresores, pero por ahora se considera la
mejor opcidn si se tienen en cuenta las limitaciones de tiempo y coste. La Fundacién CiRA, junto
con la JRCS, trabaja con bancos de sangre de cordén umbilical para encontrar mdas donantes HLA
homocigotos.
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Una vez que consigue estos donantes, la Fundacién CiRA reprograma las células sanguineas en
células iPS y garantiza una elevada calidad de forma homogénea. Hasta la fecha, la Fundacién
CiRA ha fabricado y distribuido las reservas de células de donantes HLA homocigotos para 9
ensayos clinicos en curso, y tiene planificados muchos mas (Fig. 3). Ademas, las reservas se estan
distribuyendo a institutos de todo el mundo que estdn trabajando en el desarrollo de terapias
basadas en células iPS. Incluso el antes citado proyecto sobre la degeneraciéon macular asociada
a la edad ha cambiado a esta estrategia de células iPS alogénicas utilizando células iPS

Neurons — --------emmmmmmmmmmt Parkinson’s Disease \

L Macular degeneration
‘‘‘‘‘ Retinitis Pigmentosa 4
Corneal cells  ~zzz-------— Corneal epithelial stem celldeficiency/

ipscels /. Tl Bullous Keratopathy /
’ Immune cells --=----==----- Head and neck carcinoma
Ischemic cardiomyopathy /

Heart Muscle cells —~-----

Platelets -—------------—- Thrombocytopenia —

Neural stem cells --------- Spinal cord injury

Immune cells --------------1 Ovarian clear cell carcinoma /

Cartilage -------------eeeve Cartilage defect —
Pancreatic cells -——------ Type 1 Diabetes (=
Immune cells ------------- Hematologic cancer, Solid carcinoma

Clinical trial: on going Clinical trial: planned

Fig. 3. Listado de toda la medicina regenerativa basada en células iPS en Japdn a fecha de
mayo de 2022. Todos los proyectos utilizan células iPS procedentes de la Fundaciéon CiRA,
excepto el proyecto sobre carcinoma de cabeza y cuello.

proporcionadas por la Fundacidn CiRA.

Las enfermedades degenerativas no son los Unicos objetivos de la medicina regenerativa basada
en células iPS. Koji Eto y su equipo han desarrollado una tecnologia para producir un producto
celular como alternativa a las transfusiones de plaquetas actuales”. Dependiendo del pais,
anualmente se realizan varios millones de transfusiones de plaquetas®. Todas estas
transfusiones requieren donantes, pero con el envejecimiento de la poblacién mundial, muchos
paises prevén una grave escasez de donantes. Ademas, las plaquetas son especialmente dificiles
de conservar porque solo tienen una vida util de unos pocos dias. Por lo tanto, el modelo actual
exige un suministro constante de donantes. Como solucién practica, el Dr. Eto y su equipo estan
trabajando en la imitacién de la trombopoyesis natural para producir plaquetas a partir de
células iPS”). Siguiendo su esquema de células iPS, las células progenitoras se pueden fabricar a
partir de las reservas de células iPS de donantes HLA homocigotos y almacenar durante muchos
meses, y las plaquetas se producen a partir de las progenitoras almacenadas Unicamente cuando
se necesitan. Actualmente se esta realizando un ensayo en humanos con estas plaquetas.
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Otro ejemplo es el del cdncer. Después de la quimioterapia y la radioterapia, el tratamiento de
ultima generacién contra el cancer es la inmunoterapia, en la que las células inmunitarias del
paciente se procesan y trasplantan. Los estudios sobre inmunoterapia han obtenido muchos
resultados prometedores, pero en Uultima instancia el estado del paciente es un factor
importante en el resultado. Como solucion, el Dr. Shin Kaneko y su equipo estan combinando
las tecnologias de células iPS y receptores de antigenos quiméricos (CAR, por sus siglas en inglés)
para fabricar células inmunitarias contra el cdncer para la préxima generacion de
inmunoterapia. De este modo, la tecnologia CAR determina la eficacia del tratamiento al atacar
especificamente a las células cancerosas pero sin afectar a las células sanas, mientras que la
tecnologia de células iPS garantiza la calidad y abundancia de las células. Una vez adoptada la
CAR dirigida al glipicano-3 (GPC3), el equipo de investigacidn tiene previsto iniciar una terapia

Chimeric antigen receptor
recognizing GPC3 (CAR)
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Fig. 4. Inmunoterapia reciente que combina las tecnologias de células iPS y CAR. Dado que las células
iPS son mas faciles de replicar que otros tipos celulares, el CAR se incorpora genéticamente a ellas. En
este ejemplo, en la inmunoterapia contra el carcinoma de células claras de ovario las células iPS con
CAR dirigidas a GPC3 se diferencian en células antitumorales (en este caso, células NK).

contra el carcinoma de células claras de ovario (Fig. 4).

Otras células iPS para uso clinico

En la actualidad, las reservas de células iPS de la Fundaciéon CiRA son compatibles con
aproximadamente el 40% de la poblacién japonesa, lo que supone un avance encomiable en tan
solo unos afios. Sin embargo, para disponer de un banco que coincida con toda la poblacién, y
mas adelante con toda la poblacion mundial, la tarea se complica de forma exponencial, y
encontrar donantes para haplotipos HLA muy poco comunes es casi imposible.
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Una solucién podria ser la tecnologia de edicidn genética denominada CRISPR-Cas. En lugar de
intentar captar donantes con haplotipos HLA homocigéticos, algunos cientificos estan editando
los genes HLA para aumentar el porcentaje de la poblacién para la que se dispone de productos
de células iPS. En este caso, se eliminan los HLA-A y HLA-B, pero se conserva el HLA-C para evitar
una respuesta inmunitaria innata. Ademas de manipular estos genes HLA de clase |, estamos
eliminando el coactivador trans C2TA para suprimir todos los genes HLA de clase I1*? (Fig. 5). Si
se consigue, se calcula que con solo 10 lineas de células iPS creadas mediante este método de
edicion del genoma se cubrird de forma suficiente a la mayor parte de la poblacidon mundial.

Class Il MHC Class | MHC
e HLA-DQ — HLA-DR HLA-C —)CHLA-A —
r. '
HLA-DQ — HLA-DR HLA-B HLA-C -XHLA-A =
C2TA co-activator
J (Essential for class Il MHC expression)
Chr.16 | K.C21A :
— ><7 C2TA

Fig. 5. Edicidn génica CRISPR-Cas de HLA para aumentar la probabilidad de compatibilidad
donante-paciente. Los genes HLA de clase 1 se suprimen en el cromosoma 6 y el C2TA se
suprime en el cromosoma 16.

Por ultimo, aunque las células iPS autdlogas son actualmente inviables, son ideales, ya que las
células del propio paciente presentan el menor riesgo de desencadenar una respuesta
inmunitaria. No obstante, el coste (alrededor de 400 000 délares por linea de células iPS)
descarta esta opcidn. La automatizacién es una forma de reducir los costes, al menos en cierta
medida. Aunque merece la pena considerar la automatizacién en cualquier proceso de
fabricacidn, la tecnologia de células iPS se encuentra en sus inicios y presenta muchas incégnitas
que requieren mas estudio. Por tanto, hay que dedicar un esfuerzo igual o mayor a la
investigacion bdsica antes de comprometerse plenamente con la produccién. No obstante, la
Fundacidén CiRA sigue adelante con el proyecto “my iPS”, cuyo objetivo es reducir el coste de
una linea de células iPS a solo 10 000 délares. Siendo optimistas, este servicio se inaugurara a
principios de 2025.

En resumen, para ampliar el nimero de pacientes que pueden beneficiarse de las células iPS, se
estan siguiendo tres vias paralelas para generar células iPS aptas para el uso clinico. La primera
y mas avanzada es la reprogramacion de células procedentes de donantes HLA homocigotos. La
segunda consiste en la edicién genética de los genes HLA y otros relacionados. La Ultima consiste
en un sistema en el que las personas pueden reprogramar y almacenar sus propias células para
futuros tratamientos autélogos.
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