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Introducción

1.- INTRODUCCION

1. 1. APOPTOSIS

Se han descritodos formasde muertecelular en animalesvertebrados:necrosisy apoptosis.

La necrosisse refierea los cambiosmorfológicosque seproducenen célulassometidasa una

injuria severay repentina, como isquemia, hipertermiaimportante o un trauma físico o

químico. En la necrosishay cambiosmuy precocesen la forma y función de la membrana

mitocondrial, y la célularápidamentees incapazde mantenersuhomeostasis.La membrana

plasmática sufre una lesión grave que impide regular la presiónosmóticay la célulaselisa. El

contenido celular se vierte en los tejidos que rodean a la célula, lo que provoca una respuesta

inflamatoria

El términoapoptosisfue utilizado porprimeravezporKerr y col, en 19722 para describir los

cambiosmorfológicossucesivosque seproducenen la muertecelularprogramada,considerada

ésta como un proceso de ‘suicidio ya que la célula participa activamenteen su

autodestrucción,y que incluyen encogimiento celular y fragmentación nuclear. Otra

característicade la muertecelularpor apoptosises quelas célulasapoptóticassonrápidamente

eliminadaspor fagocitos,evitandoposiblesefectosnocivossobrelos tejidos vivos querodean

la célulaapoptótíca3.

La apoptosis o muerte celular programadaes muy importante en procesoscomo la

embiogénesis,morfogénesisy en la regulacióndel recambionormal celular en organismos

multicelulares.

1. 1. 1. Modelosexperimentalesde apoptosis

1. 1. 1. 1. Embriogénesisy apoptosis

La apoptosises un elementofundamentalpara la morfogéneisde los diferentessistemasde

todos los ~ El nematodoCaenorhabditiselegans(C. elegans)haresultadoser un

modeloexperimentalexcelenteparaobservarlos estadiosde muertecelularprogramadadurante

el desarrollo.En mutantesen los cualesla muertecelular esanómala,sehan podidoconocer

los genesrelacionadoscon la apoptosis.Estosgenes,llamadosced (ceil deathabnormaO,se

han constituido en una excelenteherramientapara el conocimientode la apoptosisen el

desarrolloembrionario.Otro modeloexperimentalampliamenteestudiadoha sidoel desarrollo

del SNC en el ratón,dondeseconocenalgunosgenesreguladoresde la apoptosisdurantela
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embriogénesisdel encéfalo,y sus mutacionesdan lugaramorfogénesisanómala5’6• Numerosas

anomalíascongénitas en humanospodrían ser debidasa alteracionesde la muerte celular

programadaduranteel desarrolloembrionario7.

1. 1. 1. 2. Deprivacióndecitoquinasy/o [adoresde crecimiento

Unaforma importantede inducir apoptosises la deprivaciónde factoresde crecimiento.Por

ejemplo, en tejidos hormono-dependientesse induceapoptosisy, comoconsecuenciaatrofia

tisular, en ausenciade ciertashormonas.Así, en el endometrioesteefectosucedepor déficit

de progesterona,en la próstatapor déficit de testosteronay en la cortezaadrenal por

deprivaciónde ACTI-13’ ~. También se ha demostradola inducción de apoptosisen células

hematopoyéticascuando se cultivan en ausenciade ciertos factores necesariospara su

supervivencia.Estoseha comprobadoen linfocitos normales,en leucemiaslinfoidesy en líneas

celulares.Por ejemplo,seha demostradoque IL-lO inhibeapoptosisen células13 esplénicas9;

IL-2 esuna citoquinade la que dependencélulasT efectorasy líneascelularesT’0; las células

precursorashematopoyéticasmuerenpor apoptosisen ausenciade CSF (factor estimulantede

colonias)”; la eritropoyetinaprevienela apoptosisde célulasprogenitoraseritroides’2; los

monocitosmuerenrápidamenteen cultivos sin IL-1j3, TNF o GM-CSF’3; IL-6 inhibe apoptosis

en célulasde mielomamúltiple’4’16; y tambiénhay líneasmurinas IL-3 dependientesderivadas

de progenitoreslinfoides o mieloidesque muerenen ausenciade estacitoquina’7.

1. 1. 1. 3. Inducciónpor fármacosy otros estímulos

Tambiénse induceapoptosispordiversosestímulosexógenos.Por ejemplo,exposicióncelular

a altas temperaturas18,así como por radiacionesionizantesy ultravioleta19, y una amplia

variedadde fármacos.La citotoxicidadde los fármacosempleadosen el tratamientodel cáncer

estágeneralmentemediadapor mecanismosde acciónque inducenapoptosis20’21, La familia

de fármacosinductoresde apoptosismásampliamenteestudiada,sobretodo en timocitos, es

la de los glucocorticoides2225que actúanactivandolas endonucleasas,enzimasquecortan la

cromatinanuclearen fragmentosoligonucleosomales25.Se ha demostradola inducción de

apoptosis por fármacosque reaccionancon el ADN comocisplatino,clorambucil, melfalány

carmustina o BCNU; por fármacosantimetabolitoscomo el metrotexatey por agentes

específicos de fase como araC y taxol20’ 21•

Otras formasde inducciónde apoptosisen timocitos esel tratamientocon anti-CD3,con CD9S
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ligando (CD9SL/FasL)y con ionóforodel calcio A231872629, y en células13 de linfomas no

Hodgkin (LNH) por activaciónde la inmunoglobulinade superficie30.

1. 1. 2. Característicasmorfológicasde la célula apoptótica

En la muerte celular por apoptosis se producen una serie de cambios morfológicos

característicos.Inicialmente,sereduceel volumencelularporpérdidade aguae iones,y hay

un aumentode densidadcelular.Sin embargo,las membranascelulares,incluidasla envuelta

nucleary las membranasmitocondriales,permanecenintactas.Por esto, la célulapermanece

impermeablea los colorantesvitalescomoel azul tripán y el ioduro de propidio hastalos

últimos estadiosdel procesoapoptótico. En el núcleosucedencambiosmuy marcados:hay

condensaciónde la cromatina,quese separade la envueltanucleary, por último, se forman

densosmicronúcleosrodeadosde membrana.Al mismotiempo, la membranacitoplasmática

se irregularizay el nucleosufrefragmentación.Finalmente,la célulasedesintegraen cuerpos

apoptóticos,que sonrápidamentefagocitadospor los macrófagostisulares(motivo por el cual

el número de células apoptóticasen los tejidos es muy bajo). Los fagocitos reconocen

moléculasde superficieespecíficasexpresadassoloen célulasapoptóticas.La integridadde la

membranase mantiene,de modoque las célulasmuertassonrápidamenteeliminadassin que

hayaliberaciónde contenidointracelularni, comoconsecuencia,reaccióninflamatoria2’3.

1. 1. 2. 1. Alteracionesen la membranacitoplásnilca

La membranaplasmáticaen la célulaapoptótica se irregulariza,se encrespa,seobservacomo

si seformaranburbujasen susuperficie.Este fenómenoseha llamadozelosis.A pesarde este

cambioen la membrana,éstasiguemanteniendosu gradienteosmótico;no hay liberaciónde

contenidointracelulary no seprovocainflamación1.

1. 1. 2. 2. Aparicióny/o desapariciónde diferentesmoléculasdemembrana:ingestiónde

las célulasapoptóticaspor célulasconcapacidadfagocítica

El reconocimientoe ingestión de células apoptóticaspor fagocitos locales permite la

eliminación de dichas células, lo que evita la lesión de células vecinasy la respuesta

inflamatoria. Esteaspectoha sido especialmenteestudiadoen el desarrollodel ojo en la

Drosophila, dondemiles de célulasmuerenpor apoptosisy son fagocitadassin afectar la

arquitecturadel órgano31.

Los macrófagosson los fagocitos profesionalesqueeliminan las célulasapoptóticas,perohay
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otros tipos celularesquepuedenparticiparen esteproceso,entreotros, célulasendotelialesy

fibroblastos3235.En mamíferos,las célulasconcapacidadfagociticapuedenexpresarmásde

un mecanismode reconocimientode célulasapoptóticasal mismo tiempo. Hastael momento

han sidodescritascuatroformas principalesde receptoresen la superficiede los fagocitosque

están implicados en el reconocimientode células apoptóticas:1) receptortipo lectina, 2)

receptoresde trombospondina,3) receptorde fosfatidilserinay 4) CDI4.

Se creeque, como consecuenciade la apoptosis,las células sufren una pérdidade ácidos

siálicosy otros cambiosen los carbohidratosde su superficieque puedenser específicospara

el reconocimientopor partede un receptortipo lectinaen los fagocitosaúnno caracterizado36.

Los receptoresde trombospondinadescritosen el reconocimientode las célulasapoptóticasson

el receptorde vitronectina(integrinactjB
3) y el CD36. La integrinaa~J% esunaestructuradel

macrófagoimplicadaen el reconocimientode linfocitos apoptóticosde sangreperiférica
37y

timocitos apoptóticos38; pero también se ha descrito en el reconocimiento de neutrófilos por

fagocitos semiprofesionalescomo los fibroblastos35. CD36 se ha implicado en el

reconocimientode eosinófilos y linfocitos apoptóticospor partede los macrófagos39.La

trombospondinaseríasintetizaday secretadapor los macrófagosy crearíaun puenteentrela

célulaapoptóticay la superficiedel macrófagoa travésde a~I3
3 y CD36

40.

El otro mecanismo de reconocimientoestá relacionadocon los profundoscambiosque se

producen en la estructura de la superficie celular, concretamente de sus fosfolípidos. La

membrana plasmática está constituida por una bicapalipídica, quepredominantementecontiene

fosfolípidosneutros(esfingomielinay fosfatidilcolina) y aniónicos(fosfatidilserina)que, en

condiciones normales están restringidos a la capa interna de la membrana plasmática. En las

célulasapoptóticasseproduceuna translocaciónde la fosfatidilserinaa la caraexternade la

membrana que los macrófagos reconocen a través de receptores específicos, lo que da lugar a

una señal de fagocitosis41. La expresión de fosfatidilserinaen la superficie de células

apoptóticasse ha detectadoen diversos tipos celulares incluidos linfocitos y neutrófilos

humanos3842, si bien el receptorpara fosfatidilserinaaunno ha sidobiencaracterizado.

Tambiénseha demostradoque CD14, unaglicoproteinaancladaa la membranapor fosfatidil-

inositol, existenteen la membranaplasmáticade los macrófagos,mediael reconocimientoy

la fagocitosisde célulasapoptóticas43,aunquetodavíano seconocequé estructura(s)reconoce
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en la superficie de la célula apoptótica.

1. 1. 2. 3. Alteraciones en el citoplasma y las organelas

Las células apoptóticas muestran en microscopia electrónica un citoplasmamuy condensado,

con organelasde apariencianormal. No se han descrito lesionesespecíficasen organelas

citoplásmicas. Se ha detectado un aumentode tamañode las cisternas del retículoendoplásmico

y posteriorfusiónde las más superficiales a la membrana plasmática36. A nivel bioquímico, la

célula rápidamente disminuye su síntesis de ARNy proteínas,y ambossondegradados;pero

estoscambiosno hansidobien caracterizadosa nivel morfológico’. En la mitocondriase ha

detectado una caída del potencialde transmembranay un incrementoen la producciónde iones

superóxido, si bien estas alteracionestampocoparecenmodificar la morfología de esta

organela42’ t
1. 1. 2. 4. Alteraciones en el citoesqueleto

Se han descrito ejemplos en los que un desbarajustedel citoesqueletopareceencabezarel

proceso de apoptosis.Así, los filamentosde citoqueratinaseagreganen los primerosestadios

de la apoptosis, degradándose en las fases finales; y, en el modelo clásico de apoptosis inducido

previa activacióncelular, la escisiónproteolíticade la proteínafodrinapareceprotagonizar

parte de los cambios morfológicos característicos de este tipo de muerte celular45’ 46•

1. 1. 2. 5. Alteracionesnucleares

El núcleo es el lugar dondesucedenlos cambiosmás dramáticosen la muerte celular por

apoptosis. Aunque el patrón puede variar de una célula a otra, en general el núcleo se encoge

y su cromatina se hace muy densa, rompiéndose en áreas, con forma de media luna en estrecha

proximidad con la membrananuclear. Finalmente,el núcleo seconvierteen varias esferas

densas en el interior de la célula. Estecambio seacompañade la fragmentaciónde ADN en

subunidades regulares en escalera (obietivable en la electroforesis en geles de agarosa para

ADN), que es el resultadode cortes fortuitos del ADN de doblecadenaen zonasde unión

internucleosomales. Puede haber un millón de estos cortes en cada célula, una situaciónque

ya no puede serreparaday en sí mismaobligaal cesede la transcripción.En escasossistemas

celulares se han observado formas de corte de una sola cadena de ADN” 32•

1. 1. 3. Mecanismos bioquñnicos y moleculares del proceso apoptótico

La muerte celular fisiológica sucede cuando una célula dentro de un organismo muere por un
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mecanismoorganizado en el que intervienenproteínascodificadasporel genomadel huésped.

El propósito de esteprocesoes eliminar las células no necesarias,lo que sucedeen tres

situaciones:a) desarrolloy homeostasis,b) defensadel organismoy c) envejecimiento.

El procesode muertecelularfisiológicapuededividirse en cuatrofases:1) La primerafasese

refiereal estímuloqueprovocala respuestaapoptótica.Puedeserunaseñalexternatransmitida

a travésde los receptoresde membranao puedeoriginarsedentrode la célula. 2) La segunda

fase incluye la detecciónde la señal o del estadometabólicoapoptóticoy la trasducciónde la

señal.Estemensajees enviadohastala maquinariaefectorade muertecelular.3) La tercera

fasees la efectorade los mecanismosde muertecelular. Incluye las proteasasquesonactivadas

durantela apoptosis,asícomo susreguladorespositivosy negativos.4) Por último, en la cuarta

faseo fasepostmortem,la cromatinanuclearsecondensay su ADN es degradado.In vivo,

pero no necesariamentein vitro, las célulasmuertasson reconocidasy fagocitadaspor otras

células47.

1. 1. 3. 1. Estímulosqueprovocanla respuestaapoptótica.Primera¡‘ase de la apoptosis

Los estímulosquepuedendesencadenarmuertepor apoptosissondiversose incluyen: ausencia

o presenciade ciertosfactoresde crecimientoy citoquinas,entrelos que destacanel factorde

necrosistumoral alfa (TNFa) y el factor de crecimientotumoral beta (TGFI3); fármacos,

irradiacióny apoptosismediadapor linfocitos T citotóxicos (CTLs).

1. 1. 3. 1. 1. Factoresdecrecimientoy citoquinas

TNFa es una proteínade l7kD producidapredominantementepor macrófagosactivadosy

linfocitos. La uniónde TNFct a sureceptorespecíficoes imprescindibleparaqueéstede lugar

a un efecto citotóxico. Una vez que TNFa se une a su receptor, es internalizadoy

posteriormentedegradado,aunquela internalizaciónno es necesariaparaque ejerzasusefectos

biológicos, lo quesignificaque el receptorde TNFcx puedetransducirla señal. El efectode

TNFct en la muertecelular puedeobjetivarsemorfológicamentecomonecrosiso bien como

apoptosis,con fragmentaciónde ADN48.

TNFct puede inducir apoptosisen diversos tipos celulares como células T maduras y

linfoblastosT”9’ 1

Sehan descrito3 isoformasde TGFI3 (¡31, ¡32 y 133). Sonproteínasqueregulanla proliferación,

diferenciacióny apoptosisen muchostipos celulares.Es producidopor macrófagosactivados,
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linfocitos T y 13 y plaquetas,entreotrascélulas.TGFI3 induceapoptosisen célulasnormales

y neoplásicascomo timocitos51,célula 13 normal (incluidos linfocitos 13 en reposo),líneas

celularesde linfoma B y leucemialinfoblástica de linaje B5255, leucemiamieloide aguda56,

célulasepitelialesováricasnormalesy en carcinomaováicol hepatocitosy hepatoma58 y

en carcinomagástrico~entreotros. Algunos tipos celulares,sin embargo,sonresistentesa la

apoptosisinducidapor TGFJ3, comoes el casode la leucemialinfocitica crónicaBM.

1. 1. 3. 1. 2. Factoresexternos.Fármacos.

Se ha demostradoen diversossistemasexperimentales,así comoen neoplasiashumanas,la

inducciónde apoptosispor múltiples agentesquimioterápicos:AraC, bleomicina,clorambucil,

cisplatino, ciclofosfamida,etopósido,fludarabina,hidroxiurea,mostazanitrogenada,taxol,

víncristina, etc. Hay experimentosen los queseha observadola inducción de apoptosisvía Fas

por varios quimioterápicosen algunostipos celulares61.Se creeque algunosfármacoscomo

cisplatino,melfalány taxol, capacesde aumentarla liberaciónde TNFa por célulasdel sistema

inmune,podríaninducir apoptosisa travésde TNF-R1 (receptorde TNF tipo
1>62-M. La unión

del ligandoa TNF-R1 y a Fasda lugarala activaciónde esfingomielinasas,y aceramidacomo

segundomensajerode la señaldeapoptosis.Seha comprobadoun incrementomuy rápido de

ceramidaintracelularen apoptosisinducidapor TNF~ y agentesquimioterápicos
66.También

se ha observadoque agentesquimioterápicosdan lugar a la expresiónde genesasociadosa

muertecelularprogramadacomoc-jun y c-fos en varias líneastumorales6769,así comoa la

activaciónde caspasas70y endonucleasas7t.

La capacidadde los glucocorticoidesparainducir apoptosisen células de origenlinfoide es

utilizadacomobasedel tratamientode numerosasneoplasiashematológicas.Sin embargo,en

algunasleucemiaslinfoblásticasy en ciertoslinfomas existenresistenciasal tratamiento,que

sondebidasa la bajaexpresiónde receptoresde glucocorticoides72.Tambiénseconocequeel

tratamientoconglucocorticoides,a travésde la activaciónde susreceptoresespecíficos,causa

degradacióninternucleosomalde ADN en los linfocitos neoplasicos73.

1. 1. 3. 1. 3. Otrosestímulos

Los linfocitos T citotóxicos (CTLs) tienencapacidadparaproducir muertecelularen suscélulas

diana mediantenecrosis(explicadaen el punto 1.1.3.2.3)o apoptosis.La principal defensa

contralos virus en animalesvertebradosla constituyenlos CTLs, los cualespuedenreconocer
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.7;

e inducir apoptosisde células infectadaspor virus74’ . Los CTLs expresanCD9SL, lo que
permitea estascélulasinducir apoptosisen las células dianaque expresenen su superficie

CD9576. Además,los CTLs estáncargadosde gránulosquepuedenliberar susenzimassobre

suscélulasdiana47(explicadoen el punto 1.1.3.3.3).

La inducción de apoptosistambiénsepuedellevar a caboa travésde CD95 con anticuerpos

anti-Fas77’1 por las radiacionesionizantesy ultravioleta79’~ y tambiénseha descritoinducción

de apoptosispor fibronectinaen líneasde célulashematopoyéticasa travésde su interacción

conVLA-5 (CD49eY’.

1. 1. 3. 2. Detecciónde la señalapoptóticay trasducción de la señal.Segundafasede la

apoptosis.

La activacióno la fasede señalizaciónde la muertecelular incluye unagranvariedadde vías

de trasducciónde señal,unasprocedentesdel exteriorde la célulay otrasoriginadasdentro de

la misma. Estasvías incluyentirosín-quinasas,receptoresde esteroides,ceramida,fosfatosde

inositol y receptoresde citoquinas47.

1. 1. 3. 2. 1. Receptoresde factoresde crecimiento o citoquinas

ExistenreceptoresparaTNFcz encélulassensiblesa suefecto, pero tambiénen célulasqueson

resistentes48.Hay dos tipos de receptores:p55 o TNF-Rí y p75 o TNF-R2. Variasproteínas

que interaccionancon dominios citoplásmicosde CD95 y de los receptoresde TNF están

implicadas como intermediarias en la señalización de apoptosis. Estas proteínas son

Mortl/FADD, RIP y TRADD, y contienendominiosde muertehomólogosa los dominiosde

muerte de CD95 y de TNF-R18286.La unión del TNF al receptorTNF-R2 tambiénpuede

inducir apoptosis,aunqueestereceptorno tienedominiode muerte49 ~ 8% En estecaso la

trasducciónde la señalselleva a caboa travésde la asociacióndel dominio citoplásmicode

TNF-R2 con factores denominadosTRAF1 y TRAF2, los cuales son necesariospara la

activacióndel factor de transcripciónNF-kB por TNF-R259’ ~

ExistenreceptoresespecíficosparaTGF¡3, denominadosreceptorparaTGF¡3 tipo 1 (TI3R-I),

II (TpR-Il) y III (T¡3R-IIi o betaglicano),los cualesson ampliamenteexpresadosen muchos

tipos celulares91.Estosreceptorestienenun dominio extracelularrico en cisteinasy un solo

dominio transmembranaserin/treonin-quinasa,cuya fosforilación inicia la trasducciónde la

señal92.

-8-



Introducción

1. 1. 3. 2. 2. Receptoresdeglucocorticoides

El receptor de glucocorticoides(RO) es un miembrode la superfamiliade receptoresde

hormonasesteroideas/tiroideas,queson factoresde transcripciónintracelularesreguladospor

su ligando93. En ausenciade hormonas,el RG es un heterodímeroqueresideen el citoplasma.

La uniónconsu ligandoda lugara un cambio conformacional,al que se denominaactivación

o transformación,queva seguidode la translocacióndel complejohormona-receptoral núcleo,

el cual seune a secuenciasespecíficasde ADN conocidascomo elementosde respuestaa

glucocorticoides,los cualesinduceno reprimenlos genesde respuestaa glucocorticoides.En

la inducción de apoptosispor glucocortidoides,además,se sabeque el RO es un factor de

transcripciónque funciona,en parte, cambiandola estructurade la cromatina,haciendoque

éstaseamássensiblea las endonucleasas.Tambiénse creeque los cortesinternucleosomales

pueden ser debidos a alteracionesimportantesen la organización molecular del ADN

secundariasa la unióndel RO94’ ~.

1. 1. 3. 2. 3. Otrosmediadoresde la señal(CD95, ceramida,perforinay p53)

Fas/APO-I/CD9Ses una glicoproteinade 40-50 kD pertenecientea la superfamilia de

receptoresdel TNF queseexpresaen la superficiede célulasnormalesy malignas.Se expresa

en bajos niveles en células T y 13 en reposo, y se incrementasu expresiónen linfocitos

normalestras su activación. La unión con su ligando (CD95L) da lugar a una señal de

activación de la apoptosisen células T, 13 y NK. Hay estudiosque indican que la vía de

señalizaciónpuedeser la mismaque la del receptorde TNF96’ ~.

La hidrólisisde esfingomielinay la generaciónde ceramidaseha implicado en la trasducción

de señalen la muertecelular programadade diversostipos celulares,y actúacomosegundo

mensajero98.La ceramidaha sido implicada en la muerteinducidaa travésde CD95 y TNF-R,

aunquetambiénpor si solapuedeprovocarapoptosisen variostipos celulares98’01,si bien el

papel exactode ceramidaaún no seconoce’02’ 103

Los CTLs puedenprovocar una muerte celular por necrosiscausadapor la liberación de

perforinade susgránulos,formandoporosen la membranaplasmáticade la célula diana,lo

queconducea la lisis celular’t La apoptosises inducidapor dos mecanismosdiferentes:1)

Vía apoptóticamediadapor FasL (mencionadaen 1.1.3.1.3)y 2) Vía apoptóticamediadapor

perforinay granzimas105. 106• La perforinaes unaproteínaexistenteen los gránulosde los CTLs
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capazde formar un poro en la membranaplasmáticaque facilita la entradade varias serín-

proteasas,especialmentela granzima13, dentrode la céluladiana (más informaciónen punto

1.1.3.3.3V%

La proteínap53 escodificadapor el gensupresorde tumor pS3. La característicafuncional de

estaproteínaes su capacidadde suprimir el crecimientode célulastumorales,ya que cuando

el ADN celular sufre unalesión, p53 actúabien deteniendoel ciclo celular en fase G,, bien

induciendoapoptosis.La detencióndelciclo impide la entradade la célulaen fase5, evitando

la replicacióndel ADN hastaqueésteno hayasido reparado.Por otra parte, la inducciónde

apoptosispor p53 en célulascon lesionesen el ADN, impide la propagaciónpermanentede

células con alteracionesgenómicas que pueden incrementar la susceptibilidad a una

transformaciónmaligna. El descensode p53 puedecontribuir a la generaciónde tumoresy

puedeser la causade fenotipostumoralesresistentesa quimioterápicos,ya que dichostumores
108

no poseenel mecanismoque elimina célulasdañadasen su ADN por fármacos
1. 1. 3. 3. Moléculasefectoras.Tercerafasede la apoptosis

Muchasde estasmoléculashan sido descritasprimeroen C. elegans.Los elementosefectores

másconocidosde estafaseson las caspasasy los granzimas.Tambiénhay numerososestudios

sobreBcl-2 y proteínasde su familia comoreguladorasde estafasede la apoptosis

1. 1. 3. 3. 1. Caspasas

Las caspasassonuna familia decistein-proteasasque cortanproteínasespecíficamentedespués

de residuosaspatato.En el C. elegans,la cistein-proteasaCed-3es esencialparaque se active

la muertecelularprogramada1~’110 Hastaahorasehan descritodiezcaspasasnumeradasdesde

la caspasa1 hastala caspasa10. En humanos,al menossietede estascaspasasestánimplicadas

en una de las dos víasde señalizaciónen las quepuedenparticipar: 1) activacióndecitoquinas

proinflamatoriasy 2) muertepor apoptosis”’. Los genescedcodifican cistein-proteasasque,

inicialmente,son sintetizadasen forma de precursoresinactivos. Paraseractivos,en situación

de apoptosis,estos precursoresdeben ser cortadosa nivel de residuosaspartatoy deben

formarse heterotetrámeros.La cisteina activa está situadaen medio del motivo común

conservadoen todas estasproteasasQA~1RG. Las mutacionesde esta cisteinainactivan la

caspasa.Se cree que estas enzimaspuedenactivarsea si mismas o actuar en forma de

cascada47.Seha descritoquelas caspasasjueganun papel importanteen la apoptosis.Algunas
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de estasproteasaspuedenrompere inactivar la poli(ADP-ribosa)polimerasa(PARPÉ’2, un

enzimaqueparticipaen la reparacióndel ADN y mantenimientodel genoma’~3.Aunque no está

claro el significado de la proteolisis de PARP durantela apoptosis, se ha usado esta

característicacomo marcadorde activaciónde las caspasasy apoptosisen varios modelos

experimentales70’114, 115• La caspasa1 (ICE) no cortadirectamentePARP, pero si lo hace

indirectamentepor activaciónde la caspasa3116 y no es esencialparael desarrollode muerte

celular, ya que no se requierepara la muerte causadapor radiación, corticosteroideso

deprivaciónde factoresde crecimiento,la cual puedesereficientementeantagonizadaporDcl-

2. Pareceque diferentesestímulosinductoresde apotosispuedenactivar distintascistein-
117 118

proteasas
Aún no se sabequé es lo que inicia la cascadade cistein-proteasas.En C. elegansCed-4es

necesarioparala activaciónde Ced-3’09.Sinembargo,aún no seconoceel homólogode Ced-4

en mamíferos119.Lo quesi estáclaroesque las célulasen mamíferosexpresanvarias proteasas

de muerte celular, aunquela célula no esté en apoptosis;y que las proteasaspuedenser

activadassin necesidadde síntesisde novo120.

1. 1. 3. 3. 2. Proteínas de la familia Bcl-2

El primergen que mostrósu implicaciónespecíficaen el procesode muertecelularfisiológica

fue bcl-2’21. Bcl-2 es unaproteínaintegral de membranaque seencuentraen la cara internade

la membranamitocondrial,en el retículo endopiásmicoy en la membrananuclear122-124.La

proteínaBcl-2 puedeinhibir la apoptosisde muchostipos celularese inducidapor muy distintos

agentes.Sonejemplosde esteefecto: a) Bcl-2 protegea timocitos inmadurosCD44CD84 de

los glucocorticoides,la irradiacióny la apoptosisinducidapor anti-CD3’25; b) la modulación

de la expresiónde Bcl-2 es un determinanteen la vida y la muertede linfocitos normales’26;

c) en linfoblastos13 humanosinfectadosconvirus Epstein-Barr (EBV) que son muy resistentes

a diversostipos de stress, incluyendocalor, etano,metotrexatey ausenciade suero,los niveles

de Bcl-2 son muy elevados’27.

Ced-9es estructuraly funcionalnientemuy parecidoa su genhomólogoen mamíferosbcl-2’28.

En mamíferoshay otros cinco genescon estructurasimilar a bcl-2: Al, cuya funciónaún se

desconoce’29;Mcl-1, queactúacomoBcl-2, protegiendoa la célula de apoptosis130’131; Bax

Bak y Dad, queantagonizanla protecciónde Bcl-2 (y Bcl-xD132’36. Otro gen, bcl-x, codifica
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dos proteínas:una máslarga, llamadaBcl-xL, que inhibe la apoptosis;y otra máscorta, Bcl-x5,

que antagonizala función protectorade Bcl-2 y Bcl-xL’
37. Los miembrosde la familia Bcl-2

conservanmotivoscompartidosque permitenla formaciónde homo y heterodímeros”2’’38139~

BcI-2 requiereparasuactividadla formaciónde heterodímeroscon la proteínaBax1’2. Así, el

equilibrio en la formaciónde herodimerosde Bcl-2:Bax (suprimeapoptosis)y de homodímeros

Bax:Bax (activa apoptosis)juega un papel fundamentalen la regulaciónmolecular de la

apoptosis’39.Si bien el mecanismode aumentode la supervivenciaenlas célulasdebidoa Bcl-2

aúnse desconoce14~’141 se ha propuestoque el efectoantiapoptóticode Bcl-2 sedebea una

actividadantioxidante,relacionadacon la nWtocondria’42 ~ y, tambiénseha sugeridoqueBcl-2

inhibe la apoptosispor interferenciaen el flujo de calcio sobreel retículoendoplásmico~””.

Bcl-xL es, bajo ciertascircunstancias,un protectorde apoptosismáspotenteque Bcl-2 y su

actividadno es inhibidapor Bax, sino que, posiblementeestérelacionadaconBak’43’ 146

1. 1. 3. 3. 3. Granzimas

Las granzimas son serín-proteasasque se encuentran almacenadasen los gránulos

especializadosde los CTLs y de las células NK. Estasenzimasestánclaramenteimplicadasen

la inducción de apoptosispor CTLs, ya que una mutación introducidaen el locusde una de

ellas, por ejemplo, la granzima13, provocaun severodefectoen la inducciónde apoptosisen

las célulasdiana’47’ ~ Hay numerosostrabajosdemostrandoqueel sustratode las granzimas

sondiversascaspasas’07’~ Por tanto, y en definitiva, la actividadde los granzimasen la

apoptosisviene mediadapor la activaciónde cistein-proteasas.

Pareceque Bcl-2 es capazde bloquearla apoptosisvía perforina-granzimasy la apoptosisvía

FasL inducidaspor CTLs’55157.

1. 1. 3. 4. Condensaciónde la cromatina y degradacióndel ADN: activación de

endonucleasas.Cuarta fase de la apoptosis.

Duranteel procesode apoptosishayunaseriede cambiosmorfológicossucesivosen el núcleo.

Primerohay unacondensaciónde la cromatinaen áreasconformade medialuna en la periferia

nuclear,seproducedesintegraciónnucleolary reduccióndel tamañodel núcleo. Después,los

fragmentosde ADN quedanrodeadospor citoplasmay membranaplasmática,contituyendolos

cuerpos apoptóticos. Por último, si no hay fagocitosis, se produce una desintegración

progresivade las estructurasnuclearesy citoplásmicasresiduales’58.La fragmentacióndel ADN
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es el resultadode la actividad endonucleasaendógena.La más conocidaes la endonucleasa

Ca2~/Mg2~ dependienteque ha sido detectadaen linfocitos humanos,y comprobadasu

actividaden la degradaciónde ADN característicade apoptosis’59:estaenzimaes capazde

cortar la cromatinaen puntosinternucleosomales’60y, por lo tantodar lugaral típicopatrón en

escalerade degradaciónde ADN en gelesde agarosa.

Tambiénseha descritoactividadendonucleasaen el procesode apoptosispor partede otras

enzimas,la DNasa tipo 1161 y la DNasa tipo 11162. Por otra parte, recientementese ha

descubiertootra DNasaimplicadaen la degradaciónde ADN, cuyaactividadestáinducidapor

la caspasa3. EstaDNasa se ha denominadoCAD (caspase-activatedDNase).Se sabeque

CAD seencuentrainactivaformandoun complejoconotraproteínallamadaICAD (inhibidora

de CAD) en la célulaviva. Lascaspasasactivadasporseñalesde apoptosisrompenel complejo

CAD-ICAD y liberan CAD, dando lugar a la degradaciónde ADN por partede la DNasa

CAD’63’ 164

1.2. HOMEOSTASISCELULAR: PROLIFERACIONVERSUS APOPTOSIS

En cadatipo celular, el control del númerode célulasestádeterminadopor el balanceentre

proliferación y muerte celular. En ausenciade una compensaciónen la proliferación, los

cambiosen la velocidadde muertecelularpuedendar lugara acumulación(si la velocidadestá

disminuida)o adepleción(si la velocidadestáaumentada)celular.La proliferacióncelularestá

reguladapor múltiples elementos,entrelos que se incluyen factoresde crecimientoy proto-

oncogenescomoreguladorespositivosde la progresióndel ciclo celular y genesque actúan

comosupresorescontrolandonegativamentela proliferación.

El defectoen la muertecelular programadapuededar lugar a enfermedadescomocáncer,

enfermedadautoinmuneo infecciónviral; y el excesode apoptosispuedeexplicarla patogenia

de enfermedadesneurodegenerativas,SIDA, ciertas enfermedadeshematológicas y
165

ostoporosisY

1. 2. 1. Alteracionesasociadasaaumentodesupervivenciacelular

1. 2. 1. 1. Cáncer

Este trastorno de la supervivenciacelular está especialmenteanalizadoen el punto 1.4.

Apoptosisy Oncogénesis.
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1. 2. 1. 2. Enfermedadesautoinmunes

La regulación fisiológica de la muerte celular es esencial para eliminar los linfocitos

potencialmenteautorreactivosduranteel desarrollo.En modelosanimalesya seha demostrado

la importanciade la disregulaciónde la apoptosisenla etiologíade enfermedadesautoinmunes.

Un ejemploes la generaciónde lupuseritematosoen ratóndebidoa alteracionesen la apoptosis

mediadaspor defectode Fas o de FasL’66. Actualmenteseestáinvestigandotambiénel papel

de la apoptosisen artritis reumatoide,psoriasis,diabetes mellitus autoinmune,y otras

enfermedadesautoinmuneshumanas.

1. 2. 1. 3. Infeccionesvfrales

El suicidio de la célula infectadaesun mecanismoqueutiliza éstaparaprevenir la propagación

viral. Además,los CTLs utilizan dosdiferentesvíasque conducena la muertede las células

infectadaspor virus: 1) por reconocimientoy muertede célulasquepresentanpéptidosvirales

en asociacióncon moléculasde MHC clase1 en la superficiecelular,y 2) por inducciónde

apoptosisendógenaen las células diana(infectadaspor virus), activandoel receptorde Fasen

su superficie,o por introducciónde proteasastalescomogranzima13, queactivanla muerte

celularprogramadadesdeel citoplasma47’76•

Algunos virus, sin embargo,han desarrolladomecanismosque impiden la regulaciónnormal

de la apoptosisen la célula infectada.Por ejemplo,en la infección poradenovirus,la proteína

E1B 19-kD bloqueala apoptosisdirectamente;el gen que codifica a estaproteínaes muy

similar abcl-2. Genesparecidostambiénexistenen virus Epstein-Barr(EBV) y de la fiebre

porcinaafricana. El EBV, ademáspuedeproducirunainfección latenteen células13 por medio

del gen viral LMP-1 capazde regularespecíficamentede forma positiva la expresiónde Bcl-2

de la célula infectada.Los pox virus inhiben apoptosispor producciónde un inhibidor de la

caspasa-1165.

1. 2. 2. Alteracionesasociadasa excesodemuertecelular

1. 2. 2. 1. Virus inductoresde depleciónde linfocitos. VIII

El desarrollode SIDA secorrelacionaconla depleciónde célulasT CD4~, la céluladianadel

virus. CD4 actúacomoreceptor,facilitandola entradadel VIH. La estimulacióndel receptor

CD4 tras su unión con la gp120 soluble (glicoproteinadel virus) da lugar al desarrollode

apoptosisen célulasT no infectadas’67’69.Sin embargo,una de las grandesparadojasde la
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infección por el VIII es que unaelevadaproporciónde célulasCD4~ que muerenporapoptosis

durantela infección no estáninfectadaspor el virus. Estaaparentecontradicciónha tratadode

serexplicadapor el hallazgode unaelevadaexpresióndelantígenoCD95 en los linfocitos de

los enfermosinfectadospor VIII con respectoa individuos sanos.Además,dicho antígeno

pareceser funcional, lo que se ha relacionadocon la deplecióncontinuadade los linfocitos en

estaenfermedad’70.

1. 2. 2. 2. Enfermedadesneurodegenerativas

Algunos ejemplos de enfermedadneurodegenerativaen la que se ha podido demostrarun

descensodel númerode célulasdebidoa un incrementode la apoptosisson: la esclerosislateral

amiotrófica(ELA) hereditaria,la retinitis pigmentariay la enfermedadde Alzheimer.

En la ELA hereditariaexisteuna mutaciónen el genque codifica la cobre-zincsuperóxido

dismutasa.Estedefectoda lugara la acumulaciónde radicaleslibresen la célula, induciendo

la apoptosis171’172

La degeneraciónretiniana en la retinitis pigmentariaesdebidaa apoptosissecundariaa la

acumulaciónde una proteínamutante (rodopsina)o a la alteración funcional de dicha
173

proteina
174

En la enfermedadde Alzheimerel amiloide ¡3 induceapoptosisde las neuronas
1. 2. 2. 3. Otros

Ciertaspatologíashematológicascomosíndromesmielodisplésicosy algunasformasde anemia

aplásica,que se caracterizanpor descensoen la producciónde células hemáticas,se han

asociadoa incrementode apoptosiscelularen la médulaósea’75.

Tambiéna nivel del sistemamúsculo-esqueléticosehanpodidoobservaraspectosmorfológicos

muy sugestivosdeapoptosisen osteoporosisy enartritis degenerativa’76’78.

1. 3. APOPTOSIS FISIOLOGICA DE LOS LINFOCITOS B HUMANOS

La apoptosiso muerte celular programadaes la vía fisiológica por la que se eliminan la

mayoríade las células, incluidos los linfocitos 13 normales’79.

1. 3. 1. Apoptosisde los linfocitos 13 desangredecordón

En la sangrede cordónhay células13, de las cualesaproximadamentela mitad son CD5~. En

el estudiode la supervivenciade las células13 de cordónumbilical (totales:CD5~ y CDS) de

Lagneauxy col., seha observadouna muertecelular in vitro bastanterápida (31% células
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muertasa las 48 h), y no inhibibleen cocultivoconcélulasde estromade médulaósea.Dicha

muerteno solo no seredujo, sino que inclusoaumentócuandoestascélulassecultivaroncon

mediocondicionadoproducidopor las célulasde estroma180.

La célula 13 CD5~ de sangrede cordón umbilical representaun tipo celular normal (no

neoplásico)fenotípicamentemuy parecidoal de la LLC-B. Hastael momentose sabe,en

relacióna la muertepor apoptosisde estascélulas,que no expresantranscritosde Bcl-2’81.

1. 3. 2. Apoptosisde precursoresde linfocitos B en médulaósea

Seconocepoco sobrela apoptosisde célulasprecursorasB de médulaóseaen humanos.Sin

embargo,esteaspectoseha estudiadoalgo másen ratón.

Parael estudiode la supervivenciade célulaspro-B de ratón se han empleadococultivosde

estascélulascon células de estroma.Con estemodelo experimentalseha llegado a ciertas

conclusionessobrela apoptosisen célulaspro-li de médulaósea: 1) Las célulasde estroma

tienen un papel importante en el mantenimientode la supervivencia.2) IL-7, citoquina

producidapor las células de estroma,constituyeuna señalde proliferaciónmuy importante.

3) La transcripciónde 13c1-2 cesarápidamentecuando las células pro-B son extraídasdel

microambienteestromal,coincidiendoconun cesede la proliferacióncelulary un incremento

de la mortalidad.4) Hay un aumentode la expresiónde Bax cuandolas célulasson retiradas

del cocultivo182.

Hay trabajosque muestranel papeldeBcl-2 en los diferentesestadiosde la linfopoyesisU. En

ratonestransgénicosparaBcl-2 hayun elevadonúmerode célulaspre-B y éstassobrevivenpor

largosperiodosde tiempo iii vitro’83.

En células13 inmadurasnormalesde medulaóseahumanasse ha observadoquelos nivelesde

Bcl-2 son bajos; y que muerenrápidamentea pesarde la presenciade célulasde estroma

medulartl

En realidad,parael estudiode precursores13 en humanosse ha utilizado comomodelo de

célulaprincipalmentela célula B de la leucemialinfoblasticade linaje 13 <Ver punto 1.6.1).

1. 3. 3. Apoptosisde los linfocitos B de loscentrosgerminales

Las células 13 de amígdalase dividen fenotípica, morfológica y funcionalmenteen dos

poblaciones:célulasde centrogerminal(CG) y mantofolicular (MF). Cuandoestascélulasson

cultivadasa 370C existeuna grandiferenciaen suscinéticasde muertecelular. Las células13
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de CG muerenmuchomásrápidamenteque las de MF (a las 40 h. decultivo no quedancélulas

de CG viablesy, sin embargo,el 50% de las célulasMF permanecenvivas, incluso a las 96

h. el 20-30% continúanviablest5.

Los centrosgerminalessonel lugardondese lleva a caboel procesode selecciónpositiva de

la célula 13. Concretamentela célula B de CG puede servir como modelo de célula no

neoplásicacon muerterápida. Existen numerososestudiossobrela muertecelularprogramada

en células 13 de CG. Se han descrito inductorese inhibidoresde apoptosis,así como se ha

comprobadoqueciertascitoquinasinfluyen en la capacidadde supervivenciade las célulasde

CG. Son inductoresde apoptosislos glucocorticoidese ionóforosde calcio’86. La IL-lo inhibe

apoptosis9.Tambiénlos anticuerposanti-CD4Oy/oanti-Ig inhiben la apoptosisde la célula 13

de CG185.

Tambiénseha estudiadoextensamentela expresiónde proteínasde la familia Bcl-2 en estas

células9’181 185 187 188, y se ha observadoquelas célulasB de CG no expresanproteínaBcl—29’181;

al contrarioque las células13 de MF, que sí la expresan9’188, En cuantoa la existenciade

ARNm de 13c1-2 en célulasde CG hay discrepanciaen los resultados,algunosautoresno lo
181 189 190

detectan ‘ y otros si
Lascélulas13 de CG expresanCD11a/CD18(LFA-1) y CD49d (VLA-4), dos integrinasen las

cualesse ha investigadoun posiblepapel en la apoptosisde estascélulas. Paraello se han

realizadoestudiosen los queseha comprobadola repercusiónen la muertecelular de estas

moléculasconsusligandosrespectivos,CDS4 (ICAM-I) y CDIO6 (VCAM-1), dosmoléculas

de adhesiónexpresadasen notable cantidad por las células dendríticasfoliculares. Se ha

sugeridoque la unión CD1Ia/CD18-CD54y la unión CD49d-CDIO6 puedeninhibir la

apoptosisde célulasB de CG, por lo queestasmoléculasde adhesiónpodríanestarimplicadas

en la selecciónde células13191•

1. 3. 4. Apoptosisde los linfocitos B desangreperiférica

Las células 13 humanasnormalesde sangreperiférica mueren iii vitro por apoptosis53.La

velocidadde muertees muchomáslenta queen la célula 13 de CG; aproximadamentehay un

23% de mortalidada las 48 h. de cultivo. Seha descritoqueIL-13 e IL-4 (los receptorespara

IL-4 e IL-13 tienenuna subunidadcomún892) inhibenapoptosisen célula 13 normal de SP, y

CD4OL tiene un efectosinérgicoconambascitoquinasy no estáacompañadode proliferación
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celular. También inhiben la apoptosis anticuerpos anti-lgMs y TPA (12-O-

tetradecanoylphorbol-13-acetate;=PMA). Son inductoresde apoptosiscAMP (AMP cíclico)

y TGF¡3. EstascélulasexpresanproteínaBcl-2 en sumayoríay éstano se modifica cuandose

cultivan con inductoreso inhibidoresde apoptosis54’~

1. 4. APOPTOSIS Y ONCOGENESIS

La muertecelularprogramadaes un mecanismocelularactivocon un importantepapel en la

regulación del número de células. La supervivenciacelular aberrante contribuye a la

oncogénesis.El conocimientode las condicionesquepuedaninducir o inhibir apoptosisen un

tipo celular en concretopuedesugerir formas de eliminaciónartificial de células tumorales

induciendola muertecelular.

Un ejemploclásicode neoplasiapor incrementode la supervivenciacelular son los tumoresen

los quese ha detectadosobreexpresiónde Bcl-2, dondeexisteunaclaraevidenciade queesta

expresiónaberrantementeincrementadapuedecontribuir a la oncogénesis’21.En el caso del

linfoma folicular generalmente(en un 80-90% de los casos)es debido a la translocación

Hay tumorescon expresióndeficitaria de p53. P53 es necesariaparainiciar la apoptosisen

respuestaa lesionesdel ADN; por eso,las célulasdeficientesen p53, aunquetenganlesiones

en su ADN no entranen apoptosisy, los tumorescon estacaracterística,son resistentesa los

agentesquimioterápicosy a las radiaciones.Además,los erroresen la reparacióndel ADN dan

lugara mutacionescon facilidad’96.

1.5. BIOLOGIA DE LA LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA DE CELULAS B {LLC-

B)

La LLC-13 es la forma de leucemiadel adulto másfrecuenteen paísesoccidentales.Es una

neoplasiade linfocitos 13 madurosen reposo.Las células de la LLC-B, que se asemejan

morfológicamentea linfocitos pequeños,maduros,de la sangreperiférica, se acumulanen

médula ósea, sangreperiférica, ganglios linfáticos y bazo en grandescantidades. La

enfermedadsuele observarseen pacientesmayores de 50 años. Hay una clasificación

internacionalde los estadiosde la enfermedadque integra las clasificacionesde Binet (A, B

y C) y de Rai (0, 1, II, III y IV). EstadioA.- Linfocitosis con afectaciónclínicade menosde

tres gruposganglionares(Gruposde ganglioslinfáticos: cervical, axilar, inguinal, hepático,
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esplénico),sin anemiani trombocitopenia;(O) sin gangliosaumentadosde tamaño;(1) ganglios

aumentadosde tamaño;(II) hepatomegaliao esplenomegalia.EstadioB.- Afectadosmásdetres

gruposganglionares.Sin anemiani trombocitopenia;(1) gangliosaumentadosde tamaño;(11)

hepatomegaliao esplenomegalia.EstadioC.- Anemiao trombocitopenia,con independencia

del númerode gruposganglionaresafectados;(III) anemia; (IV) trombocitopenia197.

1. 5. 1. Característicasfenotípicasde la LLC-B

La LLC-13 es un síndromelinfoproliferativo crónicode célulasB CD5~. Expresaantígenos

pan-B comoCD19, CD2O, CD22, CD24, CD4O y DR. Presentaantígenosde célula 13 en

reposocomola inmunoglobulinade superficie(lgs). La mayoríade las LLC-13 son lgMs~ o

coexpresanIgMs e IgDs. La Igs expresadapor la LLC-B esde unadensidadbastantemásbaja

que la de la célula13 normalde sangreperiféricao de tejido linfoide; y es tambiénde menor

densidadque la expresadaen otras leucemiasy linfomas. La clonalidadpuededemostrarsepor

la expresiónde una sola cadenaligera en la Igs. Característicamente,la intensidadde

fluorescenciade la Igs, por citometriade flujo, esdébil. En cuantoa la expresiónde moléculas

de adhesión,la LLC-13, comolas célulasnormales,tiene ausenciao unabaja expresiónde

LFA-1 (CD1la/CD18). En contrastecon células13 normales,LLC-B sueleexpresarCDI1c

<asociadono covalentementecon CDIS). Al igual que las células B normalesde sangre

periférica, LLC-B expresaCD44 (receptorde homing linfocitario). La ausenciade LFA-1 y

la expresiónde CD44 puedeexplicar, en parte, la capacidadde la célula de la LLC-B para

recirculary diseminarseampliamente.La mayoríade las LLC-Bs expresanCD21, que es el

receptorde C3d (C3dR) y del virus Epstein-Barr.No sueleexpresarantígenosde célula pre-13

comoCD1O o CD34. La expresiónde antígenosde activación 13 (CD2S, CDS4, CD77 o

CD8O) es variable. FMC7, que suele se positivo en leucemia prolinfocítica 13 y en

tricoleucemia,es casisiemprenegativoen LLC-13. Segúnlas series,CD23 espositivohasta

en un 60% de las LLC-B. Aunque el antígenoCDS es propio de células T maduras, su

presenciaescaracterísticade la célula 13 de LLC-B. Seha demostradoque células13 normales

esplénicaspuedenexpresarCDS y CD23 tras estimulocon PMA (phorbol myristic acid~

=TPA); lo que indicaque la activaciónde la protein-quinasaC (PKC) inducela expresiónen

la célula 13 normal de un fenotipo similar al de la LLC-B’98’ 199
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1. 5. 2. Proliferación y diferenciación de la célula tumoral

Las células de la LLC-B son activadasen generalcon mayor dificultad que las células B

normales.Seha descritodiferenciación(secreciónde IgM monoclonal)trasestimulacióncon

Staphylococcusaureus (SAC>+pokeweed(PWM); la estimulacióncon uno sólo de estos

mitógenospuede no ser suficientepara la secreciónde 1g200.Tambiénse ha demostrado

diferenciacióncon ésteresde forbol, como PMA201264,en ausenciade proliferación205.Además

existe sinergismo entre el ionóforo del calcio A23 187 y PMA en la proliferación y

diferenciaciónde la célula13 de la LLC-B, aunqueel ionóforosólo no activalas células203.

Las únicascitoquinasdescritashastael momentocapacesde inducir proliferaciónson IL-2 e

IL-15. Estasdos interleuquinastienen,en general,efectosbiológicosmuy parecidos;ambas

utilizan las cadenasj3 y y del receptorde IL-2 (IL-2R). La IL-15 induceproliferaciónen las
206célulasde la LLC-13 (a travésde IL-2R) y no en células13 normalesen reposo

TNFct escapazde inducir proliferaciónde la LLC-B solamenteen combinacióncon bajas

concentracionesde PMA. Esta inducciónes completamenteinhibida por IL-6. Por otra parte

IL-4 inducediferenciaciónen combinacióncon PMA. Tanto IL-6 comoTNFa no inducen

diferenciación207’208•

Tambiénseha valoradola capacidadde incrementarla expresiónde CD23 en la célulade la

LLC-B por partede algunascitoquinas,lo que puede estar relacionadocon la activación

celular. Se ha observadoque IFNa, IFNy, TNFct e IL-2 aumentanla expresiónde CD23,

mientrasque IL-1, IL-3, IL-5, IL-6, IL-7, GM-CSF,CSF, TGFfJ y linfotoxina no modifican

suexpresion209.

En la interpretaciónde estosresultadossobreproliferacióny diferenciaciónhay un elemento

a tener muy en cuenta:la actividadapoptótica,antiapoptótica,o la ausenciade regulaciónde

apoptosispor partede las citoquinasy/omitógenos.Por ejemplo, la presenciaen los cultivos

de PMA, la cual inhibe la apoptosisde la célulade la LLC-B (punto 1.6.3.1.2),da lugara

resultadosmuy distintos en la estimulaciónconcitoquinasa los queseobtienenen cultivos en

ausenciade PMA.

1. 5. 3. Posibleorigen de la célulade la LLC-B

Algunos autoreshan estimadoque la célula B de la LLC-13 podría correspondera una

expansiónde un clon de célulaB inmaduradetenidaen un estadiocomprendidoentrela célula
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pre-By 13 madura,basadosen la presenciade CD5 en estadiosprecocesde la ontogeniaB, ya

quela coexpresiónde antígenos13 y CDS sedetectaen ganglioslinfáticos fetales, bazofetal

y sangrede cordón umbilical, aunqueno en médulaóseani en hígadofetales210’211•

Alternativamente, se ha postulado que la célula 13 CD5~ de la LLC-B podría ser la

contrapartidatumoral de la población13 CD5~ normal212.LascélulasB CD5~ sonescasasen

el adulto.Se ha identificado un númeroescasoen la periferiadel centrogerminalde ganglios

linfáticos normales213,en sangreperiféricay en amígdala,perono en médulaósea214.También

se ha detectadoun incrementode estapoblaciónen sangreperiféricaen pacientestratadoscon

trasplantealogénicoo autólogode médulaósea21s~217,y en sangreperiféricade pacientescon

artritis reumatoidey lupuseritematososístémico(LES)218.

Otros autoresconsideranque la LLC-B tienecaracterísticasfenotípicasdecélula 13 de memoria

de la zonade mantode los folículossecundariosde ganglio linfático’88, incluso seha sugerido

quela contrapartidanormalde las célulasde la LLC-B podríaseruna subpoblación13 de larga

vida mediarecirculantede mantofolicular219.

1. 5. 4. llipogaunnaglobulinemiaen la LLC-B

La hipogammaglobulinemiasucedeenel 10-60% de LLC-B segúnla series.Los pacientescon

LLC-B tienen una respuestahumoral deficitaria a la infección e inmunización. La

hipogammaglobulinemiaesun fenómenopoco frecuenteen otras neoplasiasde célula 13. Se

consideraque la causade estedéficit puedeestarocasionadapor una disfunciónde las células

13 no clonales,por descensoo inhibición de dichascélulasB CD5negativas220.

1. 5. 5. Fenómenosautoinmunesen la LLC-B

Lasmanifestacionesde tipo autoinmuneson relativamentefrecuentesen LLC-B y, en general,

sondebidasa anticuerposfrentea célulashematopoyéticas.La anemiahemolíticaautoinmune

sucede en un 10-25% de los pacientes a lo largo del curso de la enfermedad. La

trombocitopeniaautoinmunesucedeen un 2% de los casos,aunqueconciertafrecuenciaexiste

trombocitosis.La aplasiaeritroidey los anticuerposantineutrófilosonpoco frecuentes.En la

mayoríade los casoslos autoanticuerposde la LLC-B no sonsecretadospor el clon maligno,

por lo queparecequelos fenómenosautoinmunesson debidosa las célulasB CD5 normales,

al igual que la hipogammaglobulinemia199.
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1. 6. APOPTOSIS EN LAS CELULAS TUMORALES DE LA LLC-B Y EN OTRAS

LEUCEMIAS/LINFOMAS DE LINFOCITOS B RUMANOS

1. 6. 1. Apoptosisde célulastumorales en leucemiaslinfoblAsticas agudas (LLAS) de linaje

B

En los últimos añossehanrealizadonumerososestudiossobrela muertepor apoptosisen la

LLA de linaje 13. Se ha encontradouna mayor supervivenciade las células 13 inmaduras

leucémicasque en las equivalentesnormales(célula13 inmaduranormalde médulaósea)en

idénticascondicionesde cultivo tu vitro’84. Tambiénse ha observadoque las células B de la

LLA, sobrevivenmucho mástiempo en presenciade célulasde estromamedularque en su

ausencia,y estapeculiaridadse ha empleadoparael estudiode inducción de apoptosis¡u vitro

por diferentesfármacosy citoquinas221225paraposiblesaplicacionesterapéuticasy pronósticas

de la enfermedad.Se hacomprobadoquelas células leucémicasno se diferenciany mantienen

sus característicasinmunofenotípicasy genéticasa lo largo del cultivo con células de

estroma222.Algunos autoresconsideranquelas LLAs de linaje 13 que sobrevivendurantemás

tiempoen cocultivo con célulasde estromason másagresivas225.

En general,la expresiónde CD9S en las célulasde la LLA de linaje 13 es bajay la inducción

de apoptosisa travésde CD9S es escasaen general,aunquesepuedeincrementarsi las células

sonpreviamenteactivadasconCD4Oligando (CD4OL<’ 226• La expresiónde Bcl-2 enestetipo

de leucemiano se relacionaconaspectosclínicos de la enfermedad,a pesarde quees mayor

que en los progenitoresde célulasB normales.Bcl-2 tampocoserelacionaconresistenciasa

fármacos.Además,en los pocos casosdescritosen la literatura de LLA con cromosoma

Philadelphia(aspectoconsideradode alto riesgo)los nivelesde Bcl-2 sonmuy bajos227.

1. 6. 2. Apoptosisde célulastumoralesde linfomasno Hodgkin (LNH) de linfocitos B

La investigaciónde la apoptosisen LNH se ha enfocadosobretodo, hastael momento,al

estudiode moléculasrelacionadascon apoptosis,y haypocostrabajossobre función celular.

Así, hay multitud depublicacionessobreproteínasde la familia de Bcl-2 y tambiénhay algún

trabajosobreexpresióne inducciónde Fas iii vitro.

Seha descritoque los linfomaslocalizadosy los de bajogradoexpresanmenosBcl-2 que los

linfomas diseminadosy los de alto grado228.Sin embargo,en los linfomas foliculares,muchos

de los cuales presentanla translocaciónt(14;18) que induceunaexpresiónmuy elevadade
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Bcl-2, la existenciao no de dicha translocaciónno pareceinfluir en la supervivenciade los

pacientes.La cantidadde Bcl-2 expresadatampocopareceser un factor significativamente

importanteen la evolución de la enfermedad229.La mayoríade los LNH expresanBcl-2 en

nivelesaltosy Fas en nivelesbajos. Además,las células13 de los LNH son pocosensiblesa

la muerteinducidapor FasL. Se consigueunaexpresiónmuchomásalta de Fas cuandolas

célulassonactivadascon CD4OL y, así, tras estaactivación,la mayoríade los LNH parecen

sensiblesa la accióninductorade apoptosisde CD95L96.

1. 6. 3. Apoptosisde célulastumoralesen la LLC-B

Lascélulasde la LLC-13 característicamenteno estánen división, ya queen el análisisdelciclo

celulartras su extracciónde sangreperiféricaseobservaun porcentajede célulasen fase5 y

GI+M similar al de los linfocitos 13 normales,permaneciendomásdel 95% de las célulasestán

en faseG
0/G1

205’230,231 Esteesel motivo por el queseconsideraqueel excesoclonalesdebido

al descensode la muertecelulary no ala proliferación232,esdecir, queen la LLC-B existeuna

acumulaciónde células13 monoclonalesde largavida media233en faseG
0/G,.

Se ha comprobadoque las células 13 de la LLC-B mueren ¿u vitro rápidamentepor

apoptosis
230’234. Existe una marcada heterogeneidaden la velocidad de muerte celular

programadade las célulasde la LLC-13 in vitro en los diferentespacientes54’235, 236

No hay diferenciasen la incidenciade apoptosisen cultivos de LLC-13 deplecionadoso no

deplecionadosde célulasT. Tampocohay diferenciasen la supervivenciacuandolas células

secultivanconsueroautólogoo consueroprocedentede humanossanos.La densidadcelular

no influye en la apoptosis ¡u vitro de las células de LLC-B (comprobadoen O,5-2x106

células/ml)230.

1. 6. 3. 1. Efectode factoressolublesy agentesquímicos

1. 6. 3. 1. 1. Inductores de apoptosisen la LLC-B

Los glucocorticoides’86 y otros agentes quimioterápicos usados clinicamente como

clorambucil237,2-cloro-2’-deoxiadenosina237’238 y fludarabina239’ ~ inducen apoptosis en la

LLC-13, lo que sugiereque la apoptosisesun mecanismode su acciónterapéutica.Iii vitro, los

anticuerposanti-lgMs, los ionóforosdel calcio’86 y la actinomicina-D235inducenapoptosis.

Tambiénse handescritocitoquinas inductorasde apoptosisen las célulasde la LLC-B ¡u vitro

comoIL-524’ e IL-1O~2.
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Hay numerososestudios en LLC-13 basadosen la experienciaprevia de otro modelo

experimental: la muerte celular programadaen timocitos. Así, los glucocorticoidesy el

ionóforodel calcio A23187 inducenapoptosisen timocitos inmaduros2325’27-29 y también en

las células13 de la LLC-B’86. Otra forma de inducciónde apoptosisclásicaen timocitos es el

tratamientocon anti-CD328 por lo que se investigó la analogíaexistente en la LLC-13

encontrándoseinducciónde apoptosissecundariaal tratamientocon anti-IgM’86, ya que la

célula tumoral de la LLC-13 expresaen sumembranaIgM243. Hay evidenciasde queestostres

mecanismosde inducción de apoptosisserelacionancon el incrementode los nivelesde calcio

enel citosol de las célulasde LLC-B y de quelos núcleosde estascélulastienenuna importante

actividadendonucleasaendógenacalcio-dependiente186.Por otra parte, la fragmentaciónde

ADN se incrementacon actinomicina-D,un inhibidor de la síntesisde ARN235.

Se han detectadoalgunascitoquinas con efecto inductor de apoptosisen la LLC-B. Por

ejemplo, IL-5 incrementala apoptosisespontáneade la LLC-B in vitro. IL-4 protegede esta

muerteinducidapor IL-91’ ~. Por otraparte,existenresultadoscontradictoriosconrelación

a la actividadapoptóticade la IL-lo sobrela LLC-B. Ungrupo de investigaciónconcluyeque

la IL-lO inducemuertepor apoptosisen las célulasB de la LLC-B y descensoen los niveles

de Bcl-2»42 y, en otro trabajo se refiere que IL-lO inhibe la proliferación, induce la

diferenciacióny no provocaapoptosisen la LLC-13; además,comolFNct e IFNy (citoquinas

que, como IL-lO pertenecenala familia de receptoresde IFN), 1h10reducesignificativamente

la muertepor apoptosisinducidapor hidrocortisonaMtPor otro lado, en estesegundoestudio

no detectandiferenciasen la expresiónde 13c1-2 entrecélulastratadasy no tratadasconIL-lO.

1. 6. 3. 1. 2. Inhibidoresde apoptosisen la LLC-B

Los ésteresde forbol, PMA y PDBu (plzorbol-12,13-d¡butyrcn’e) bloqueanla fragmentación

de ADN y la muertecelularprogramadaespontáneao inducidapor fármacosen la LLC-13235,

lo que sugiere que la activaciónde la protein-quinasa-C(PKC) desensibilizaa las células

tumoralespara entrar en apoptosís’86’ . La apoptosisespontáneao inducida por drogas

(colchicinao etoposido)puedeser bloqueadaen presenciade inhibidoresde endonucleasas

comoel ácido aurintricarboxílico,lo que indicael papel fundamentalde las endonucleasasen

la muertepor apoptosisen la LLC-B. La cicloheximidano impide el efectoantiapoptóticode

PMA, lo que indica que la acciónde los ésteresde forbol no requieresíntesisde proteínas246.
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Ciertas citoquinas previenen la apoptosis in vitro de la LLC-B: IFNa247~250 IFNy251,

IL—454’ 235, 244, 252 IL—6253, IL—8254 e IL—13255.

La muerte celular y fragmentaciónde ADN se inhibe en presenciade IL-4 recombinante

humana(0,5-5 ng/mí) y las células13 monoclonalespuedenmantenerseen cultivo durante3

semanas.Esta inhibición de la apoptosisno estimulala proliferacióncelular y escomparable

al efectomediadopor PMA235. Sin embargo,haydiferenciasimportantesentrelos efectosde

IL-4 y PMA: PMA activa la protein-quinasaC e inducecambiosmorfológicosen la LLC-W”3,

mientrasque IL-4 activa unatirosin-fosfatasaespecíficay no inducecambiosmorfológicos256.

Lascélulasde la LLC-B expresanconstitutivamenteiii vitro el gende IL-6 y producenIL-6 en

ausenciade estímulosexógenos257.Sin embargo,hay discrepanciassobre el efectode IL-6

sobrela muertecelularprogramadaen la LLC-B: unostrabajosindican queJL-6 no inhibe la

apoptosisespontaneao la inducida por hidrocortisona251’252 y en otro estudio describen

reducciónde la apoptosis253.

IL-8 prolongala supervivenciade las célulasE de la LLC-B. La concentraciónde IL-8 capaz

de conseguireste efectoes comparablecon los niveles liberadosconstitutivamentepor las

células de la LLC-B, indicando que la acción protectorase consiguea concentraciones

fisiológicas.Los autoresde esteestudioconsideranquela potencialacciónreguladoraautocrina

de IL-8 esapoyadapor la evidenciade que la IL-8 exógenaincrementala expresiónde ARNm

de IL-8 en las células de LLC-B254. Por otra parte, los niveles circulantesde IL-8 son

significativamentemás elevadosen LLC-Bs no tratadasque en individuos normales; y no

existenevidenciasde producciónde IL-8 por células13 normales258.

Comoya se ha mencionado,IL-13 es unacitoquinaquedesarrollaefectosmuy parecidosa la

IL-4 en la célula 13 normal192.Su actividadanti-apoptóticasobrela célula 13 de la LLC-B es

controvertida:Fluckigery col,’92 no detectanefecto,mientrasqueChaouchiy col. sí describen

un efectopromotorde supervivencia255.En estesegundoestudiocompruebanqueel efectode

IL-13 e IL-4 son independientes,y que IL-13 no es un factor de crecimientoparalas células

monoclonalesde LLC-B. Esteefectoantiapoptóticode IL-13 esdosis-dependienteaunquea

concentraciones10-20veces(100-200ng/mí) superioresalas de IL-4.
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1. 6. 3. 2. Efecto de las interaccionescélula-célula: papel jugado por las moléculasde

adhesión

Se ha estudiadola posible influenciade otros tipos celularessobre la supervivenciade las

célulasde la LLC-B. Estádescritoun aumentode la supervivenciaen cocultivoscon células

de estromade médula~ 259, en ausenciade factoresexógenos,encontrándoseun retraso

de la muertecelular muy superioren los cocultivosqueen cultivos en mediosolo, inclusoa

los 30 días de cultivo. La separaciónde las células de la LLC-13 de las célulasde estroma

mediantefiltros de cultivo de 0,45 j¿m de poro resultanen una menor protecciónde la

apoptosis,por lo que seconsideraque la adhesiónde célulasde LLC-B a célulasde estroma

de médulaóseaes importantepara la protecciónde la apoptosis.Las célulasde estromason

capacesde proteger las células 13 de la LLC-B del efecto inductor de apoptosis de la

hidrocortisona259.Además,pareceque los factores solublesproducidospor las células de

estroma,en ausenciade contactoentrela célula 13 dela LLC-B y la célula de estroma,inducen

apoptosis’~aunquedichosfactoresno hansido identificados.Por otra parte, los resultados

obtenidosen células13 de CG sobrela implicaciónde moléculasde adhesiónen la inhibición

de la apoptosis,ha llevado a investigar estomismo en la célula B de la LLC-B. Hastaahora

se ha visto que el bloqueode la unión CDI1a/CDIScon su ligando (CDS4), junto con el

bloqueode CD49d conCD106, reducela adhesiónde las célulasde la LLC-B a las célulasdel

estroma;peroaúnno hay resultadossobrela repercusiónde estebloqueosobrela muertepor

apoptosisen la LLC-B’80.

Tambiénseha observadoqueel cocultivodecélulas deLLC-B concélulasendoteliales(línea

celular híbrida de células endotelialesde vena umbilical humana EA.hy926) retrasa la

apoptosis,y seconsideraqueel contactocelulares necesarioparaconseguiresteefectoya que,

el medio condicionadode las célulasendotelialesno previenela apoptosis’60.

1. 6. 3. 3. Efectode lasproteínasde la familiaBcl-2

Es conocidoqueel productodel proto-oncogenbcl-2 inhibe la muertecelular inducidapor

diversosestímulosapoptóticos,en numerosostipos celulares261.La expresiónde Bcl-2 está

mayoritariamenterestringidaa las célulaslinfoides. Bcl-2 inhibe la muertecelularprogramada

en la LLC-B262; incluso se ha sugeridoque la expresióndel genbcl-2 puedeser una vía de

escapeprincipal de la apoptosisde la LLC-B263 junto con la débil expresiónde Fas2M 265
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Ademáses difícil aumentarla expresiónde Fas y, aúnasí, no seconsigueaumentarla muerte

inducidapor FasLo anticuerposanti-Fas96.Por otra parte, soloel 10% de tas LLC-Bs tienen

la transiocacióndel gende bcl-2 en el loci parala lg, concretamenteen la cadenaligera266,a

diferenciadel 80-90% de translocacionest (14;18) encontradasen el linfoma de fenotipo

centrofolicular’% Sin embargo, la expresión de transcritos y proteína Bcl-2 está presente en

las células13 clonalesCD5~ de la LLC-B sin translocacióndel genbcl-2, y estáausenteen las

células13 normalesCD5~ de cordónumbilical’81. Estasobreexpresiónde Bcl-2 en LLC-B ha

sido confirmadapor otros investigadores262’267, y seha sugeridoque puedeser debidaa un

excesode transcripcióncausadopor la hipometilación del gen bcl-2262. Ciertos autores

encuentranunacorrelaciónentrelos nivelesde proteínaBcl-2 y la supervivenciaiii vitro de las

célulasde LLC-13: en los casosconmenosBcl-2 la muertecelularsucedemásrápidamenteque

en aquelloscon altosniveles262;sin embargo,en otro estudiono seobservaestacorrelaciónen

la apoptosisin vitro y mencionanque la expresiónde nivelesaltos de Bcl-2 estárelacionadacon

peor ¡80

En el estudiode Bcl-2 mediantecitometríade flujo seobservaa tiempoceroun únicopico que,

con el pasode los díasde cultivo seconvierteen un doblepico, unode baja intensidady otro

de alta intensidadde fluorescencia.Esteúltimo es el que secorrespondecon el pico detectado

a tiempo cero236.

Citoquinasinhibidorasde apoptosisen la LLC-B comoIL-4252, IL-8254 e IFN&47 incrementan

los nivelesde 13c1-2.

En célulasde la LLC-B seha observado(comoen la célula 13 normalde centrogerminal:punto

3.3) que la expresiónde Bcl-2 tiene una relación inversacon la proliferación celular: los

estímulosqueinducenproliferacióndan lugara unareducciónde la expresiónde Bcl-2181.

La expresiónde otrasproteínasde la familia Bcl-2 tambiénha sido estudiada,detectándose:

1) altos niveles de ]3cl-xL, molécula que sinergizacon Bcl-2; 2) altos niveles de Bax, con

actividadcontrariaa Bcl-2; y 3) muy bajos niveles de 13cl-x~, la cual inhibe la funciónde

Bcl-2269.

En los casosde LLC-B en los quese induceapoptosiscon fludarabinaseobservaun descenso

de Bcl-2 y tienenuna buenarespuestaclínicaal tratamientocon estefármaco270.Sin embargo,

algunasLLC-Bs son resistentesa tratamientocon fludarabina+mitoxantrona,estaresistencia
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a la apoptosisseasociacon unaelevadaexpresiónde Bcl-2 y Bax. Por otra parte,cuandolas

células de la LLC-B secultivan iii vitro seproduceun descensode Bcl-2 tanto en células

sensiblesa apoptosiscomoresistentesaapoptosis,dándoseunadisminuciónde Bax soloen las

muestrasresistentes,lo quehacepensaren mecanismosmáscomplejosen la inhibición de la

apoptosisen la LLC-B dentrode la familia de 13c1-2. Tambiénen relaciónconestafamilia de

proteínasse ha observadoque la actividadendonucleasarepresentaun indicadorpronósticoen

la sensibilidadde la LLC-B a la apoptosis,incluso másimportanteque la expresiónde Bcl-2,

y que es posible que Bcl-2 y Bax determinen el contenido de endonucleasas de estas células,

así como diversosfactores de crecimiento y mitógenospuedenactuar sobre la actividad

endonucleasa271.

1. 6. 3. 4. Papeljugado por las caspasas

En la LLC-B se ha estudiadola inactivaciónde PARPcomprobandola conversióndel enzima

nativode 116 kDaa su fragmentoproteoliticode aproximadamente85 kDa. Se ha observado

que la activación de las caspasas se produce en la apoptosis espontánea e inducida por

glucocorticoidesy fludarabinaen la LLC-B. Además, la apoptosisde la LLC-B se bloquea

cuandolas célulasse incubancon inhibidoresde caspasas,indicandoestosresultadosque las

caspasas son esenciales para la apoptosis en la LLC-13272.
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2.- OBJETIVOS

1. Estudio de la apoptosis¡a vitro de la célula 13 en un amplio número de casos diagnosticados

clínica, morfológicae inmunofenotípicamentecomoLLC-13, utilizando paraello varios

métodosconsideradosde utilidad enel análisisde la apoptosis.

2. Papelde la célulaendotelialen la supervivenciade las célulasde la LLC-B. Aproximación

a los factores que regulan la cinética de apoptosis de las células leucémicas:

2. 1. Factoressolubles

2. 2. Interacciones célula tumoral/célula endotelial: papel jugado por las moléculas de

adhesión

2. 3. Interaccionescélula tumoral/proteinasde matriz extracelular

3. Determinación de factores solubles y/o de membrana que intervienen en este proceso.

4. Comprobar si el efectoejercido por las células endotelialessobre la apoptosis de las células

de la LLC-B está mediado por procesos de proliferación y/o diferenciación de las células

tumorales.

5. Comprobarsi el efectode las células endotelialessobrela apoptosises específicode la

LLC-13. Paraello seestudiaránlinfocitos, normaleso neoplásicos,distintosa la célulade

la LLC-B.

6. Determinar a través de qué receptor (es) es vehiculada la señal, originada en la célula

endotelial, que regula la cinética de la apoptosis de las células de la LLC-B.

7. Investigarsi el efecto de las células endotelialessobre la LLC-B está mediadopor la

regulaciónde proteínasde la familia 13c1-2.
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3.- MATERIAL Y METODOS

3. 1. MATERIALES

Se emplearon los siguientes productos Sigma (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) en

diferentesaplicaciones:tripsina, EDTA, TRIS, SDS (dodecil-sulfatosódico), deoxicolato

sódico,glutaraldehido,paraformaldehido,etanol,RNasa,ioduro de propidio, agarosa,PMSF

(phenyl-methylsulfonylfluoride), pepstatina,leupeptina,Nonidet P-40, 13-mercaptoetanol,

CINa, acrilamida,metanol, ácidoacético,proteinasaK, fenol, cloroformo,alcohol isoamílico,

acetatosódico, N-laurilsarcosin,azul tripan, DM50 (dimetilsulfóxido), colágenotipo 1,

fibronectina (FN) de plasma humano, FN celular, fragmentos proteolíticos de FN de 30 y 70

kDa, vitronectinay laminina.

Además, se utilizó Ficoll-Hypaque (Lymphoprep. Nycomed, Sheldon, Birmingham, UK),

microesferas inmunomagnéticas unidas a lgG de ratón (Immunotech, Marseille, France),

microesferas inmunomagnéticas unidas a IgG2 de ratón (Dynal RAMIgG2 Collection Kit.

Dynal, New Ferry, Wirral, UK), concentrador de partículas magnéticas (Dynal MPC~-1).

Células HUVEC Pooled (Bio-Whittaker, Walkersville, MD) y medio de crecimientopara

célulasendotelialesEGM Bulletkit 13-3124constituidopormediobasal(EBM, Bio-Whittaker)

suplementadocon factorde crecimientode célulasendotelialeshumano(hEGF,BW-4017, Bio-

Whittaker),hidrocortisona(BW-4035, Bio-Whittaker),gentamicina-anfotericina13 (BW-4081,

Bio-Whittaker), extractodc cerebrobovino (BBE, BW-4092,Bio-Whittaker) y suerode ternera

fetal (FBS, BW-4101; Bio-Whittaker). La línea celular ECV-304 procedede ECACC

(EuropeanCollection of Animal Celí Cultures, Salisbury, UK). Frascosde Roux (Nunc,

Roskilde, Denmark) de 25, 50 y 75 cm
2. Filtros de 0,2 ~tm.de poro (Costar, Cambridge,

MA). Placasde 24 pocillos de fondo plano (Costar),cámarastranswellde 0,4 vm. de poro

para placas de 24 pocillos (Costar). Suero pre-inmune de conejo (Normal rabbit IgO. R& D,

Minneapolis, MN>. Kit de Anexina-V-FITC (Bender, Vienna, Austria). Kit para método

TUNEL ‘Un situ cdl deatkit, fluorescein”(Boehringer-Mannhein,Indianapolis,IN). Colorante

TAMRA o 5, 6-carboxitetrametil-rodamina,succinimidil éster(Molecular Probes,Engene,

OR). “FACS-Lysing Solution” (Becton Dickinson, San Jose, CA), “Fix and Perm kit” (Caltag,

SanFrancisco,CA>. Kit parala detecciónde CD126conIL-6-biotina, “Human interleukin6

biotin conjugate, kit Fluorokine’ (R & D). Kit para la cuantificación de IL-6 mediante ELISA,

-30-



Material y Métodos

“Predicta” (Genzyme, Cambridge, MA). Medio RPMI 1640 (ICN, Oxnard, CA), L-glutamina

(Sigma),penicilina-estreptomicina(Gibco, Paisley,Scotland),suerode ternerafetal (Gibco).

Metionina-355 (ICN), medio DMEM sin glutamina ni metionina (ICN>. Membranasde

ultrafiltraciónDAFLO, PM1O y XM5O (Amicon, Beverly, MA), sephacrylS-200 (Pharmacia,

Piscataway, NJ), proteína-G-sepharosa(4 Fast Flow, Pharmacia), enhancer Amplify

(Amersham, Buckinghamshire, UK). Patrones de peso molecular para SDS-PAGE,

‘KaleidoscopePrestainedStandards”(Bio-Rad, Hercules,CA).

3. 1. 1. Citoquinas humanas y anticuerpos neutralizantesant¡-citoqu¡nas

IL-6 humana recombinante derivada de levadura (Genzyme). IL-6 humana recombinante

derivada de células CHO (Genzyme). IL-6 humana recombinate derivada de E. coli

(PeproTech). IL-6 natural obtenida por superinducción de célulasde osteosarcomahumano

(Sigma). IL-4 humanarecombinante(Genzyme).

Anticuerpopoliclonal de conejoanti-IFNy (PeproTech,Rocky Hill, NJ, USA). Anticuerpo

policlonal de conejo anti-GM-CSF (Genzyme>. Anticuerpo policlonal de oveja anti-IL-4

(Genzyme). Anticuerpo monoclonal (AcMo) de ratón anti-IL-5 (Genzyme). Anticuerpo

policlonal de conejo anti-IL-6 (Genzyme). AcMo de ratón anti-IL-7 (Genzyme). AcMo de

ratón anti-1L8 (Genzyme). Anticuerpo policlonal de conejo anti-IL-l0 (PeproTech). Anticuerpo

policlonal de conejo anti-IL-13 (PeproTech).

3. 1. 2. Anticuerpos frente a antígenosde membrana y citoplásmicos

Controles isotípicos: AcMo de ratón IgG-FITC e lgG-RDI (Coníter, Hialeah, FL). Anti-CDS:

AcMo de ratón T1-RDL (Coulter). Anti-CDL9: AcMo de ratón B4-FITC (Coulter), B4-RD1

(Coulter) y CDI9-PerCP (Becton Dickinson, San Jose, CA). Anti-CD2O: AcMo de ratón Leu-

l6-FITC y Leu-16-PE (Becton Dickinson). Anti- CD23: AcMo de ratón Leu-20-PE (Becton

Dickinson). Anti-CD38: AcMo de ratón Leu-17-PE (Becton Dickinson). Anti-CD13S: AcMo

de ratón anti-CD138-RPE (lmmuno Quality Products, Groningen, The Netherlands).Anti-

cadenas ligeras de las Ig: anticuerpos polictonales de conejo anti-Kappa-FITC y anti-Lambda-

FITC (Dako). Anti-CD49d: AcMo de ratón anti-VLA-a4-PE (Becton Dickinson). Anti-CD49e:

AcMo de ratón anti-CD49e-RPE (Cymbus Bioscience, Southampton, UK). Anti-CD29: AcMo

de ratón 4B4-RD1 (Coulter). Anti-CD1 la: AcMo de ratón anti-CD1 la-RPE (Serotec, Oxford,

UK). Anti-CD1lb: AcMo de ratón Leu-15-PE (Becton Dickinson). Anti-CD1lc: AcMo de
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ratón Leu-MS-PE (Becton Dickinson). Anti-CD54: AcMo de ratón Leu-54-PE (Becton

Dickinson). Anti-CDÓ2L: AcMo de ratón TQI-RDI (Coulter). Anti-CD44: AcMo de ratón

anti-CD44-RPE (Serotee). Anti-CD4S: AcMo de ratón anti-l-ILe-1-FITC (Becton Dickinson).

Anti-CD126: AcMo de ratón anti-CD126-PE (Immunotech). Anti-CD13O: AcMo de ratón

anti-CD13O-PE (Pharmingen, San Diego, CA). Anti-Bcl-2: AcMo de ratón anti-Bcl-2

humano-FITC (Dako). Marcaje indirecto de Bax: anticuerpo policlonal de conejo anti-Bax

(Santa Cruz Biotecnology, San Diego, CA) como anticuerpo primario y un anticuerpo

policlonal de cabra anti-conejo-FITC (Sigma) como secundario; y como control negativo se

utilizó una IgO policlonal de conejo irrelevante (Normal rabbit lgG. R & D) como anticuerpo

primario y, como secundario el mismo anticuerpo anti-conejo-FITC.

Para el boqueo de la adhesión se utilizaron los anticuemos que se citan a continuación: AcMo

de ratón anti-CD18, clon TS1/18, mouseantí-human¡32-integrin (Endogen, Woburn, MA).

AcMo de ratón anti-CD29, clon T52/16, mouseanti-human/31-integrin (Endogen). AcMo de

ratón anti-CD62L, clon LAMI-3, mauseanti-humanLAM-1 (Coulter). AcMo de ratón anti-

CD44, clon L178, Leu-44 (Becton Dickinson) y también el clon BU7S, isotipo IgG~ (Ancelí,

Bayport, MN, USA). Además se utilizó un AcMo de ratón anti-CD2, TU IgGl (Coulter).

3.2. METODOS

3. 2. 1. Obtención de células mononucleares de sangre periférica

Se utilizaron muestras de sangre periférica (SP> de controles sanos y pacientes con LLC-B

(n=38>, linfoma de manto (n=1) y una leucemia prolinfocitica 13 (LPL-B) (n=4),

diagnosticados en todos los casos de acuerdo a criterios clínicos, morfológicos e

inmunológicos. Las células mononucleares totales (CMSP) se aislaron, previa dilución de la

sangre en una proporción 1:1 con PBS, por centrifugación en un gradiente de densidad Ficolí-

Hypaque. Las CMSPfueron retiradas de la interfase, lavadas, contadas y utilizadas

inmediatamente o bien congeladas y almacenadas en medio conteniendo DMSOal 10%. Las

célulasdescongeladastuvieronunaviabilidad entreel 75-95%,valorada con el colorante vital

azul tripán.

3. 2. 2. Obtención de célulasmononuclearesde amígdala

Las células mononucleares de amígdala, procedente de pacientes con amigdalitis crónica, se

obtuvieron previa disgregación mecánica de la misma para obtener una suspensión celular que
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ulteriormentefue centrifugadaen un gradientede densidad Ficoll-Hypaque.Estascélulasse

manipularonen todomomentoa 40C. Algunascélulasfueron congeladasenDM50 10%. La

viabilidad de las célulasdescongeladas,determinadapor exclusióndel coloranteazul tripán,

osciló entre85-95%.

3. 2. 3. Purificación de poblacionescelulares

3. 2. 3. 1. Purificación de linfocitos B de sangre periférica y amígdala con panículas

inmunomagnéticas

Se realizó utilizando depleción negativa con microesferas inmunomagnéticas (Magnetic beads

mouse lgG, Immunotech) que fueron incubadas con anticuerpos monoclonales anti-CD2 (TI 1

IgOl purificado de Coulter Clone) y, posteriormente incubadas con las CMSP, siguiendo las

instrucciones de uso de ambos productos. Para cada 10x106 células CD2t se utilizaron 5 ~xg

de anticuerpo monoclonal anti-CD2 y 1 mg. de microesferas inmunomagnéticas. Las fracciones

positiva y negativa se separaron utilizando un concentrador de partículas magnéticas (DYNAL

MPC~-1). Los lavados y volúmenes de incubación utilizados siguieron las instrucciones

recomendadas. La purificación de células 13 fue =96%en las LLC-13 (también en el linfoma

de manto y en la LPL-B> y de un 99,5% en las amígdalas.

3. 2. 3. 2. Enriquechniento de linfocitos B de manto folicular y centro germinal con

panículasinmunomagnéticas

Despuésde la obtenciónde los linfocitos B de amígdala tal y como se ha descrito en el punto

anterior, tales células fueron incubadas con microesferasinniunomagnéticas(Dynal RAM IgG2

Collection Kit) que previamente habían sido incubadas con el AcMo de ratón anti-CD44

humano (Clon BU7S, isotipo IgG2a. Ancelí) según las instrucciones del kit. Tras la aplicación

del concentrador de partículas magnéticas, las células CD44- (fracción enriquecida en células

de centro germinal) se recogieron en la fracción negativa, y las CD44~ (fracción enriquecida

en células de manto folicular) de la fracción positiva se liberaron de las microesferas mediante

la DNasa suministrada por el kit, siguiendo las instrucciones de uso del mismo. Todos los pasos

de este proceso se realizaron a 40C.

3. 2. 4. Cultivo de célulasendoteliajesde la vena del cordón umbilical humano (HUVEC)

y obtención de medio condicionado

Se utilizaron I-IUVEC criopreservadas (HUVEC Pooled. Clonetics/Bio-Whittaker). Se
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descongelaron y se cultivaron en medio de crecimiento EGM Bulletkit BW-3124 (Bio-

Whittaker), en frascos de Roux a 2.500células/cm2, añadiendo 1 ml. de medio por cadaS cm2.

Después de una adherencia de 24 h. se retiró todo el medio y se renovó. Se siguió renovando

el medio hasta conseguir confluencia. Cuando las HUVECcubrieron el 70-90% de la superficie

del frasco las células se incubaron con tripsina 0,025 %/EDTA0,01% en estufa hasta conseguir

que las células se despegaran del plástico. Después del primer pase las HUVECse cultivaron

a una desidad de 5.000 células/cm2 y no se renovó el medio hasta 7 días después, momento tras

el cual se objetivó una monocapa de aproximadamente un 80%, recogiéndose el sobrenadante.

Este medio condicionado (M.Cd) de HUVECse pasó a través de un filtro de 0,2 1am. de poro

y se congeló a -200C hasta su uso.

3. 2. 5. Cultivo de la línea humana de célulasendotelialesECV-304 y obtención de medio

condicionado

Las células ECV-304 son una linea celular de células endoteliales de vena de cordon umbilical

humano. Estas células se cultivaron en frascos de Roux a 100.000/ml. en medio completo

(M.C: RPMI 1640 1X sin glutamina (ICN), L-glutamina 2 mM, penicilina-estreptomicina y

suero de ternera fetal (STF) descomplementado 10%). En el día ±3de cultivo, con una

monocapa cercana al 100%, las células se incubaron con tripsina al 0,25% en estufa. Para la

obtención de M.Cd se recogieron los sobrenadantes (de día ±1, ±2, ±3, etc, de cultivo) de

CEs con 2 o 3 pases. El M.Cd se pasó a través de un filtro de 0,2 1am. de poro, y se congeló

a -20W hasta su uso.

3. 2. 6. Cultivos celulares

Las diferentes subpoblaciones celulares fueron cultivadas a 0,5x106 células/ml. en placas de

24 pocillos de fondo plano (Costar), en un medio completo (M.C del punto 3.2.5).

Las citoquinas recombinantes y/o naturales se añadieron desde el comienzo del cultivo, sin

posteriores adiciones en los sucesivos días de cultivo.

Todos los cultivos celulares se realizaron en un incubador a 37W, en una atmósfera con 95 %

de humedad y 5% de CO
2.

3. 2. 6. 1. Cocultivos en cámaras transwell

Los cocultivos de células de LLC-B con CEs se realizaron preparando las ECV-304 24 h. antes

de añadir los linfocitos. El cultivo se inició con células ECV-304 a una densidad de 100.000
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células/ml.en placasde 24 pocillos, conun volumenpor pocillo de 1 ml. Se incubaronen

estufa y, a las 24 h. se comprobó que existía una monocapa celular de aproximadamente el

50% de la superficie del pocillo. Después se retiró todo el sobrenadante del cultivo de cada

pocillo, y se añadieron O,5x106 células de LLC-B en 1 ml. de M.C en los cocultivos en

contacto directo. Paralelamente, se realizaron cocultivos de las CEs y las células de LLC-13

utilizando cámaras transwell de 0,4 1am. de poro en placas de 24 pocillos (Costar). Con este

sistema se impide la interacción física entre ambas poblaciones celulares, pero se permite el

paso de factores solubles a un lado y otro de la membrana nucleoporede 0,4 itm. En este

segundo tipo de cocultivo también se retiró todo el sobrenadante de las CEs después de 24 h.

de cultivo, se añadieron 600 u. de M.C fresco, colocándose después la cámara transwell,

sobre la que se añadieron 0,35x106 células de LLC-B en 100 gí. de M.C (la concentración de

células de LLC-B en el pocillo fue la misma que en los cocultivos con células en contacto

directo, es decir, 0,5x106 células/ml., ya que en el transwell el volumen total de M.C es de 700

11. y en contacto directo es de 1 mí).

3. 2. 6. 2. Cultivos con medio condicionadoprocedentede célulasendoteliales

Los medios condicionados de las células HUVECo de la línea de células endoteliales ECV-304

se recogieron a diferentes tiempos con el objeto de optimizar el tiempo de cultivo requerido

para conseguir el mayor efecto anti-apoptótico sobre las células BCD5~ de la LLC-13. En todos

los casos el medio condicionado crudo se utilizó al 100% en los cultivos.

3. 2. 6. 3. Cultivos con proteínas de matriz extracelular (ME) purificadas

Se realizaron cultivos de células de LLC-B, añadiendo éstas en placas de 24 pocillos con

proteínas de ME previamente adheridas al fondo del pocillo a las concentraciones que a

continuación se citan: colágeno tipo 1(30 ug/cm2), fibronectina (FN) de plasma humano, FN

celular, y los fragmentos proteolíticos de FN de 30 y 70 kDa (5 hg/cm2), vitronectina (0,1

y laminina (2 ~g/cm2).

3. 2. 6. 4. Cultivos con la MEderivada de las células endoteliales: método de la lisis de

la monocapa de las CEs con deoxicolato sódico

Se cultivaron células ECV-304 a 100.000/ml. En los días +1, +2 o +3 se procedió a la

extracción del sobrenadante y a la posterior lisis de las CEs con deoxicolato sódico al 0,5%,

según el método previamente descrito por Caverder y col.273 que mantiene intactas y
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funcionales las diferentes proteínas de MEsecretadas por diferentes tipos de células adherentes.

3. 2. 6. 5. Cocultivos con CEs fijadas. Métodos de fijación utilizados

En los cocultivos de LLC-13/CEs en contacto directo se fijaron las CEs para algunos

experimentos. Las células ECV-304 se cultivaron en placas de 24 pocillos, a 100.000/ml.,

durante 3 días. Pasado este tiempo se comprobó la existencia de una monocapa de

aproximadamente el 100% de la superficie y se retiró todo el sobrenadante. Se lavaron las

células 3 veces con PBS y se procedió a la fijación de las células. Se emplearon tres métodos

de fijación de células: 1) glutaraldehido 2%en PBS, durante 5 mm, 2) paraformaldehido 1%

en PBS, durante 45 mm y 3) etanol 50%, durante 10 mm. En los 3 métodos, después de la

fijación, se lavaron las células dos veces al día con PBS, durante 3-7 días; comprobando

diariamente la permanencia de la monocapa celular. Estos lavados exhaustivos se realizaron con

el fin de eliminar cualquier cantidad residual de fijador que pudiera interferir en el ensayo del

cocultivo con las células de la LLC-B.

3. 2. 7. Bloqueo de las interacciones celulares con anticuerpos anti-moléculas de adhesión

Se incubaron 10 hg. de AcMo por cada 1,5x106 células de LLC-B en 200 ~ de M.C, durante

30 mm, a 4W. Después se añadieron 2,8 ml. sobre los 200 h1• de células (sin realizar lavados)

y las células se distribuyeron en 3 pocillos previamentepreparadoscon CEs (comoseindicó

en el punto 3.2.6.1) para el cocultivo en contacto directo de LLC-13/CEs. Los diferentes AcMo

se incubaron previamente con las células tumorales antes del cocultivo con las CEs con el fin

de dar al anticuerpo tiempo necesario para interaccionar con su célula blanco antes de la

iniciación de la interaccióncélula-célula.

3. 2. 8. Neutralización de la actividad del M.Cd de las células endoteliales con anticuerpos

anti-citoquinas

Para neutralizar la actividad anti-apoptótica presente en el medio condicionado de las CEs, 1

ml. del sobrenadante de cultivo se incubó con diluciones seriadas de diferentes anticuerpos

policlonalesy monoclonalesanti-citoquinasdurante2 h. a 370C. E] medio fue entonces

añadidoa las células de la LLC-B. Un sueropre-inmunede conejo, utilizado en cantidades

idénticasa las descritaspara el anticuerpoanti-IL-6 policlonal deconejo, fue empleadocomo

control.
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3. 2. 9. Métodospara la detecciónde apoptosis

3. 2. 9. 1. Método del marcaje con Anexina-V-FITC/Ioduro de propidio (IP) para

citometría de flujo

Despuésde lavarlas células,se resuspendieronen 0,5 ml. de tampón HEPES. El marcaje se

realizó según las instrucciones de uso del kit (Annexin-V-FITC Kit. Boehringer Ingelheim);

y del artículo de Vermes y col.274.

3. 2. 9. 2. Método del TUNEL (TdT-mediateddUTP nick endlabeling: marcaje de los

cortes finales con deoxiuridín trifosfato mediado por la deoxinucleotidil transferasa

terminal) para citometría de flujo

Para la aplicación de esta técnica se utilizó el kit ‘Un situ celí death detection kit, fluorescein”

(Boehringer-Mannhein>, siguiendo las instruccionesde usode] mismo.

3. 2. 9. 3. Método para el estudio del pico hipodiploide y del ciclo celular para citometría

de flujo

Se resuspendieron 1x106 células en 2 ml. de etanol frío al 70% y se incubó a -200C durante

24 h. Pasado este tiempo, las células se centrifugaron 5 mm. a 1.400 r.p.m, se retiró el

sobrenadante y se lavaron 3 veces con PBS. Tras resuspender las células en 0,5 ml. de PBS,

se añadieron RNasa e IP a una concentración final de 50 ng/ml. y 20 jig/ml. respectivamente.

Tras una incubación de 15 mm. a temperatura ambiente y en oscuridad las células, sin lavados

ulteriores, fueron adquiridas para su posterior análisis en el citómetro de flujo, o bien se

guardaron a 4Whasta el momento de la adquisición.Este método fue útil tanto para la

cuantificación del pico hipodiploide(célulasapoptóticas)comoparael análisisdel ciclo celular,

si bien en este último caso la adquisición de los datos incluyó, además del parámetro FL2-

Height (pico) los parámetros FL2-Area y FL2-Width (anchura).

3. 2. 9. 4. Electroforesis del ADN en gel de agarosa

El análisis de la fragmentación de ADNen geles de agarosa se realizó según la metodología

previamente descrita por Dancescu y col.252.

3. 2. 10. Métodopara la detección por citometría de flujo (CMF) de la fagocitosis de

linfocitos conTAMRA

El coloranteTAMRA (5, 6-carboxitetrametilrodamina,succinimidil éster; Molecular Probes)
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se utilizó según lo descrito en el artículo de Hess y col.~~

3. 2. 11. Análisis de los antígenos de membrana por citometría de flujo

3. 2. 1.1. 1. Inmunofluorescenciadirecta

El perfil fenotípico de los antígenos de membrana se realizó con una técnica de

inmunofluorescencia directa utilizando simultáneamente anticuerpos monoclonales conjugados

con isotiocianato de fluoresceína (FITC; FLI) y con ficoeritrina (PE; FL2). El marcaje sobre

la sangre completa se realizó atendiendo a las instrucciones de uso de la solución lisante de

hematíes FACS-lysing solution (Becton Diekinson). Las células separadas con un gradiente de

densidad, con o sin posteriores pasos de purificación, se ajustaron a una concentración de 5x106

células/ml. y 100 1al. de esta suspensión celular se incubaron con los AcMo deseados (1kg.)

durante 30 mm., a 40C y en oscuridad. Tras dos lavados, las células se analizaron en el

citómetro de flujo. En todos los casos se utilizaron AcMo irrelevantes de idéntico isotipo y

conjugadoscon los mismos fluorocromosque los AcMo relevantesconel fin de establecerla

fluorescenciacelularinespecífica.

3. 2. 11. 2. Deteccióndel receptor de la IL-6 (IL-6R, CD12Ó) con IL-6-biotina

La detección del receptor de membrana para IL-6 (IL-6R, CD126) se realizó incubandolas

suspensionescelularescon IL-6-biotina y ulterior reveladocon avidina-FITC, siguiendolas

instruccionesde uso del kit Fluorokine (Human interleukin 6 biotin conjugate. R & D

Systems).En el estudiode la expresión de este receptor en las células de manto folicular y

centrogerminal de amígdala,las células se incubaronconjuntamentecon IL-6 biotina y los

anticuerposCD44-PEo CD3S-PEo CD2O-PEy CD19-PE-Cy5.

3. 2. 12. Análisis de antígenosintracitoplásmicosporcitometríadeflujo

Las células B tumoralespurificadas frescas y cultivadas durante24, 48 o 72 horas se

permeabilizaronparala detecciónde los antígenosBcl-2 y Bax utilizando exactamentelas

instruccionesdel kit Fix and Perm(Caltag). Los controlesnegativoscorrespondientes(IgGI-

FITC paraBcl-2-FITC y el anticuerpopolielonal de cabraanti-conejoconjugadoconFITC para

Bax) sirvieronparaestablecerla fluorescenciacelular inespecífica.

3. 2. 13. Citometriade flujo

Lassuspensionescelularesseanalizaronen un citómetrode flujo FACScan(Becton Dickinson,

Sunnyvale,CA), cuyo láserde argónemitea 488 nm, longitud de ondaque, junto a detectores
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y filtros adecuados,530/30nm paraFITC (verde),585/42 nm paraFE e iodurode propidio

(naranja/rojo)y 630/22 nm para PerCP(rojo), discrimina los fluorocromosutilizados. La

fluorescenciainespecíficase determinóutilizando los AcMo de ratóno anticuerpospoliclonales

de conejoirrelevantesdel mismo isotipoconjugadoscon FITC, PE o PerCP.El porcentajede

célulaspositivas paracadamarcajeresultó de restara la emisiónde fluorescenciatotal la

fluorescenciainespecífica.La intensidadmediade fluorescencia(IMP) de las célulaspositivas

viene dadapor unidadesarbitrariasde fluorescencia.Atendiendoa las característicasde FSC

y SSC sedelimitaronlas poblacionesque sedeseabananalizar.Se adquirieronen cadacaso

=10.000eventos.Los resultadosse analizaronutilizando el programaLYSIS-II (Becton-

Dickinson).

3. 2. 14. Enzhnoinmunoensayo(ELISA) para la cuantificación de 11-6

Kit para la cuantificaciónde IL-6 medianteELISA (Genzyme).

3. 2. 15. Concentración del medio condicionado

El M.Cd se concentró utilizando membranas de ultrafiltración DAFLOcon puntos de corte de

10 kDa, PM1O (Amicon Corporation)y de 50 kDa, XMSO (Amicon Corporation).En este

último caso, el M.Cd se concentróde 10 a 30 veces. En los estudios funcionalesdel

concentradode M.Cd en cultivos celularesserealizarondilucionesde dichoconcentradocon

M.C, paraconseguirconcentracionesfinales en el pocillo 1X o 3X.

3. 2. 16. Cromatografía.Filtraciónsobregel

La filtración sobregel de los concentradosde M.Cd serealizó en unacolumnade sephacryl

S-200 (Pharmacia)(matrizcon capacidadparasepararproteínasde 5-250 kDa.) de 2,5 cm.de

diámetrox 100 cm.dealtura,equilibradaen PBS. Se corrió a una velocidadconstantede 60

ml/h. La columna se calibró con albúmina (67 kDa), HLA soluble (55 kDa) y 13Q-

microblobulina(12 kDa). A continuaciónse filtraron por estacolumnaconcentradosde M.Cd

de célulasendotelialesy serecogieronfraccionesde 5 ml. El volumende la muestrafiltrada

nuncaexcedióel 1,5% del volumentotal del gel (estevolumenestádentro del recomendado

paraobtenerunabuenaresoluciónde los picos). Semidió la densidadóptica (O.D) a280 mm

de cadafracción. Inmediatamentedespuésse añadióa cadafracción STF hastallegar a una

concentracióndel 10%, y secongelarontodasa -20W hastasuuso. El estudiofuncional de

las fraccionesdel S-200en cultivos celulares,serelizó con0,5 ml. de la fracción+0,5ml. de
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M.C.

La filtración sobre gel de la IL-6 recombinantede E. coli (PeproTech)se realizó en una

columna de sephacryl S-200 (Pharmacia)de 0,8 cm. de diámetro x 40 cm. de altura,

equilibradaen PBS. Secorrió a unavelocidadconstantede 5 ml/h.. La columnasecalibrócon

ovoalbúmina(45 kDa) y con la cadenaligera2 (25 kDa). A continuaciónse filtraron por esta

columna20 yg de IL-6r de E. coli (reconstituida)en 200,ul de aguay se recogieronfracciones

de 200pl. La concentraciónde IL-6 de cadafracciónsecuantificómedianteELISA (Precicta.

Genzyme>.

3. 2. 17. Marcaje metabólicocon metionina-35S einmunoprecipitación

3. 2. 17. 1. Marcaje metabólico

El marcaje metabólicode CEs se realizó con metionina-355 (ICN). Primero secultivaron

células ECV-304, a 100.000/mí, en placas de 24 pocillos, durante48 h. Se retiró el

sobrenadante(SN) y se realizaron3 lavadosde 1 ml/pocillo con DMEM sin glutaminay sin

metionina(ICN) +L-glutamina2 mM+STF 10% descomplementadoy dializado.Despuésse

añadieron0,5 ml/pocillo del mismomediosin metionina,incubándolodurante1 h. Pasadoeste

tiempo se añadieron25 gCi/pocillo de metionina-355;y se incubó la placaen la estufadurante

16 h. Se los SNs (~2 ml.) y seañadieroninhibidoresde proteasas(EDTA 2 mMrecogieron

PMSF 200 gM, pepstatinaA 0,7 vg/ml y leupeptina0,5 ng/ml). Las CEs se tripsinizaron

(comoen el punto 3.2.5);selavaron2 vecesconPBSy selisaron contampónde lisis (Nonidet

P-40al 0,5% en Tris 5OmM pH 7.4-7.6, EDTA 5 mM), añadiéndoselos mismosinhibidores

de proteasasque en el SN. Despuésde 5 mm. de lisis a 40C, secentrifugó5 mm. a 12.000

r.p.m, extrayéndoseen otro tubo el sobrenadantecorrespondiente(equivalenteal citosol de las

CEs).

3. 2. 17. 2. Inmuinoprecipitaciónde IL-6

Se llevó a cabola inmunoprecipitaciónen dosmuestras:1) SN del cultivo de CEs y 2) citosol

de las CEs. Ambasfuerontratadasde la forma que sedescribeacontinuación.

Se realizaron2 preaclaradosconsistentesen la incubacióndecadauna de las muestrascon 10

hl. de Proteina-G-Sepharosa(Pharmacia),durante30 mm. a 40C, en agitación,seguidade

centrifugacióndurante1 mm. a 12.000r.p.m. El primer pellet sedescartóy el segundose

dividió en dosalícuotasqueseresuspendieronen 25 ~ de tampónde muestrade SDS-PAGE
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(electroforesissobregelesde poliacrilamidaen presenciade SDS) sin g-mercapto-etanoly con

¡3-mercapto-etanol,respectivamente.

A los SNs obtenidostras el últimopreaclaradoseañadieron10 hg/ml. de anticuerpopoliclonal

de conejoanti-IL-6 (Genzyme)y se incubó durante3 h, en agitación,a 4W. A continuación

se añadieron 10 pi. de Proteína-G-Sepharosa,y se incubó durante 1 h., en las mismas

condiciones.Tras unacentrifugaciónde 1 mm a 12.000r.p.m, se retiró el SN. El pellet

(=inmunoprecipitado~IPr)se lavó 1 vez con cadauna de las solucionesde lavadoque a

continuaciónsecitan, y esteorden.Solución 1: SDS 0,1%; deoxicolatosódico0,5% y STF

1% en TNEN (Tris-CI 20 mM pH 7,6; NaCí 0,1 M; EDTA 10 mM; NP-400,5%). Solución

2: NaCí 0,5 M y 10% TNEN. Solución 3: PBS.

CadaIPr sedividió en dosalícuotasque seresuspendieronen 25 h1• de tampónde muestrade

SDS-PAGEsin y con f3-mercapto-etanol,respectivamente.

3. 2. 18. Electroforesisen SDS-PAGEy autorradiografía

Las muestrasobtenidasde la inmunoprecipitaciónfueronsometidasa electroforesissobregeles

de SDS-PAGE.Se usarongelescon unaconcentraciónde acrilamidadel 12%.

El gel se fijó primeroen metanol40% y ácidoacético10%, durante30 mm. Seretiró el fijador

y seañadióun reactivofluorográfico comercialparageles(enlrnncerAmplify. Amersham),

incubándoseotros 30 mm. Despuésse secóel gel, y se dejó exponiendoen una placapara

rayos X, a -700C,durante7 días. Pasadoestetiemposereveló la autorradiografía.

3. 2. 19. Análisisestadístico

Se han calculadomediasaritméticas,desviacionestípicasy erroresestandard.Seharealizado

contrastede mediasparamuestrasno independientesmediantela aplicaciónde la t de Student.

Tambiénse ha llevado a caboel análisisde la varianzaparamuestrasno independientes,con

suscomparacionesposteriorescorrespondientes.
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4.- RESULTADOS

4. 1. LAS CELULAS ENDOTELIALES INHIBEN LA APOPTOSIS “IN VITRO” DE

LAS CELULAS DE LA LLC-B

Son característicasfundamentalesde la LLC-B (comentadasen la introducción) 1) la

acumulaciónendiversosterritoriosdel organismode unpoolde linfocitosB neoplásicosCD5~,

con unavida mediaaumentaday, paradójicamente,2) una muerte rápidapor apoptosisiii

vitro. Estasdiferenciasen la muertecelular in vivo e iii vitro podríanser debidasa la ausencia

de ciertosestímulosinhibidoresde apoptosiscuandolas célulasson cultivadasiii vitro que, sin

embargo,estaríanpresentes¿ti vivo. Ya queun númeroelevadode tas célulasB neoptásicas

circulan en sangreperiférica (SP), cabesuponerque su comportamientobiológico podría

respondera factoresmediadospor células potencialmentecapacesde interaccionarcon las

célulasde la LLC-B, entrelas que seencuentranlas células endoteliales(CEs) de los vasos

sanguíneos.

Enestetrabajose han investigadolas posiblesinteraccionesentrelas CEs y los linfocitos B de

la LLC-B con implicacionessobrela vida mediade estascélulasneoplásicasin vitro; es decir,

la existenciapotencial de estímulosinhibidores de la apoptosis,originadosen la CE, que

consiganun aumentode la vida mediade las célulasde la LLC-B tal y comosucede¡ti vivo.

En estetrabajose ha estudiadola influenciade los factoressolublessecretadospor las CEs y

del contactoentre la célula de la LLC-B y la CE, así como de las proteínasde matriz

extracelularproducidaspor estasúltimas,sobrela apoptosisde la LLC-B in vitro.

4. 1. 1. Lascélulasendotelialesdecordón umbilical humano(HUVEC) y de la líneade

célulasendotelialesECV-304 inhiben la apoptosisespontánealii vitro de lascélulasde la

LLC-B

El estudio de la apoptosis in vitro de las células tumorales de la LLC-B se realizó siempre

mediante cultivos celulares con células B purificadas.

Para el estudio del efecto de los factores solubles producidos por la CEsobre la apoptosisde

las célulasde la LLC-B se realizaroncultivos en medio completo (M.C), comocontrol de

muerte basal iii vitro, y en medio condicionado (M.Cd) obtenido del sobrenadante de los

cultivos de HUVEC crecidasdurante7 días. El análisisde la muertecelularmediantemarcaje

conAnexina-V-FITC se realizócon5 LLC-Bs cultivadasen ambosmedios.En todoslos casos
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se detectóun porcentajede células apoptóticassignificativamenteinferior en M.Cd con

respectoal M.C, en los días +1, +2 y +3 de cultivo, tal y como semuestraen la Fig. lA con

un ejemplorepresentativo.A continuaciónexploramosla capacidadque el M.Cd de la línea

de células endotelialeshumanasde cordón ECV-304 pudieratener en la inhibición de la

apoptosisde las células leucémicas. Esta aproximaciónexperimentalera manifiestamente

necesariadada la conocidapérdidade funcionesqueacompañaal establecimientode algunas

líneascelulares.El M.Cd procedíade célulasECV-304crecidasdurante3 díasy suefectose

comprobóde nuevocon5 LLC-Bs. Comopuedeobservarseen el ejemplorepresentativode

la Fig. IB, dicho M.Cd mantuvo la viabilidad de la célula tumoral con al menos igual

eficienciaque la mostradapor el M.Cd de las HUVEC frescas.

7100 100
~ 90 t90
~ 80 .E 80
~ 70 •Día+1 ~ 70

60‘—60 CDía+250 •Día+3
Ca

Ca ~4O~ 40
E 30 E

30
120 120
‘1>
talO talO

M.C M.Cd M.C M.Cd

Fig. 1.- Estudiocomparativo del efectodel mediocondicionado(M.Cd) procedentede
célulasendotelialesen la viabilidad de lascélulasde la LLC-B, Ejemplo representativo
de la inhibición de la apoptosis de las células leucémicastras 1, 2 y 3 días de cultivo con
M.Cd obtenido de células HUVEC frescas (A) o de la línea endotelia] ECv-304 (B). El
Mcd de las células HUVEC y ECV-304 se recolecté tras 7 y 3 días de cultivo,
respectivamente.

Estos resultadosindicabanque la inhibición de la apoptosisde las células leucémicasestaba

mediadapor factoressolublesproducidostantopor las célulasendotelialeshumanasfrescasde

cordónumbilical (HUVEC) comopor la líneacelular ECV-304(tambiénprocedentede CE de

cordónumbilical humano).

Estoshallazgospermitieronrealizarun cambiometodológicoen el estudiodel efectode las CEs

sobrela apoptosisde la LLC-B ya que, a nivel experimental,el empleode la líneaECV-304

aportabaimportantesventajassobrelas HUVEC en casi todos los experimentosque se han

llevado a cabo a lo largo de estetrabajo. Por unaparte, las HUVEC necesitanfactoresde
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crecimiento para mantenerse adecuadamente en cultivo, mientras que las ECV-304 se dividen

autonomamente, sin necesidad de añadir factores solubles exógenos. Por otro lado, las HUVEC

crecenmuchomáslentamenteque las ECV-304, por lo que la obtención de unamonocapade

CEs en cultivo (unos7-10díasparaHUVEC y 2-3 díasparaECV-304)o de sobrenadantescon

actividad inductorade supervivenciafue muchomáslentae irregular en las HUVEC que en

las ECV-304. Por tanto, el usode las ECV-304permiteobteneren menostiempoun mayor

volumen de M.Cd con actividadantiapoptótica,con la ventajaañadidade que tales M.Cd

solían mostrarunaactividadreproducibley constante.

La determinacióndel porcentajede célulastumoralesapoptóticasse baséen la utilizaciónde

diferentesmétodoscitométricosconel objetode compararla cinéticade apoptosisobtenidacon

cadauno de ellos. Si bien la técnicabásicaparatodoslos experimentosfue la del marcajecon

Anexina-V-FITC/IPpor motivosque seexplicaránen breve, los otros tresmétodosresultaron

de gran utilidad puestoque reafirmaronlas alteracionescelularesque acompañanal proceso

apoptóticoy que hansido descritasen multitud de sistemasexperimentales.

1. Detecciónde célulasmuertaspor CMF por su tamaño(FSC) y granularidad(SSC).-Tal

y comose muestraen la Fig. 2A y B, las célulasapoptóticaspierdentamañoconrespecto

a las célulasvivas y, tambiénpuedenincrementarsu granularidad.La adquisiciónde las

células se realizó siemprecon un amplificadorde FSC quepermitierala entradaen la

ventanade FSC/SSCde la mayoríade las célulasmuertas:las célulasen estadiosiniciales

de la apoptosis(célulascontamañoigual o discretamenteinferior al de las célulasvivas),

célulasenestadiosintermediosde la apoptosis(con un tamañoclaramenteinferior al de las

célulasvivas) y célulasen estadiosavanzadosde la apoptosis,inclusocuerposapoptóticos

(eventosconun tamañomuchomáspequeñoque las células en estadiointermediode la

apoptosis>.El cálculode las célulasapoptóticassellevó acabomedianteunaregiónRl que

incluía todos los eventosexceptoaquellos que manteníanlos valores de tamaño y

granularidadmostradospor las célulasfrescas.El ejemplopresentadoen la Fig. 2 muestra

los resultadosde unaLLC-B cultivadadurante3 díasen M.C y en M.Cd. Comopuede

observarse,las células cultivadasen M.Cd permanecíanen su mayoríaviables ya que

quedabanexcluidasde la región Rl. Por el contrario,el porcentajede célulasapoptóticas

en M.C a día +3 es muchomayorqueel registradoconM.Cd: aunqueresultamásdifícil
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la separaciónde las célulasen estadiosprecocesde la apoptosisconrespectoa la población

de células vivas, el análisis se realizó con idéntica región Rl. Por lo tanto, en lo que

respectaa estemétodo,la detecciónde célulasmuertas,atendiendoal FSC/SSC,demuestra

unaclaradiferenciaen la apoptosisin vitro de la LLC-B entreM.C y M.Cd.

2. Detecciónpor CMF de célulasapoptóticascon Anexina-V-FITC/IP.-Permitela detección

de célulasen un estadioprecozde apoptosis(Anexina-V~/IP9 y de las célulasenestadios

más avanzados(Anexina-V~/IP~>. En los estadios iniciales del procesoapoptótico,

numerosostipos celularescomienzana translocarel fosfolípido de membranafosfatidil-

serma hacia la cara externade la membranacitoplásmicacuando aún mantienenla

membranaimpermeablea numerososcolorantes.La Anexina-V, que poseeunaelevada

especificidadpor dicho fosfolípido en presenciade iones Ca2~ reconoce,por lo tanto,

célulasen estadiosmuy precocesde apoptosis.Segúnprogresala célulaen las fasesde la

apoptosis,éstasehacepermeableal IP y, enestemomentose marcadoblemente.Además,

otra característicade las célulasapoptóticas,la fragmentacióndel ADN, da lugar a una

captaciónmayor de IP en células conmásADN (pocafragmentación)o a unacaptación

menoren célulascon menosADN (muchafragmentación>,lo que en CMF se traduceen

dos intensidadesde fluorescenciaen el marcajecon IP: 1) las célulascon ADN intactoo

escasamentefragmentadodan lugara unaseñalde IP conIME alta (Anexina-V~/IP~~)y

2) las célulasconADN muy fragmentadoy que, comoconsecuencia,hanperdidobuena

partedel ácido nucleico, muestranun tamañobastanteinferior al de las célulasvivas y

generanunaseñal con IP de IMF baja o intermedia(Anexina-V~/IP~); los elementos

celulares que tambiénse encuentranincluidos dentro de este grupo celular, con una

cantidadde ADN muy reducida,son los cuerposapoptóticos.En el ejemplorepresentado

en la Fig. 2C y D puedenobservarsetodasestascaracterísticas.En cuantoa la sensibilidad

de la técnica,el marcajeconAnexina-Ves el quepresentamayor sensibilidadde todos los

quesehan empleado,ya quepermitela detecciónde todaslas célulasapoptóticas,incluso

las queseencuentranen fasesmuy iniciales caracterizadas,entreotrascosas,por tenerun

FSC/SSCprácticamenteindistinguible de una célula viable (quedaríanexcluidasde la

regiónRl del métodoanterior). Por otra parte, las diferenciasen el porcentajede células

muertasentreM.C y M.Cd son tambiénmuy evidentesutilizandoestemétodo.
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3. Método TUNELy 4. Pico hipodiploide.- Estos dos métodos requieren permeabilización

de las células e indican fragmentación del ADN, aunque utilizando dos aproximaciones

experimentales distintas: el método TUNELindica, de forma directa, cortes en el ADN;

mientras que el pico hipodiploide registrapérdidascuantitativasdel ácido nucleico.

Los resultados indicaban claramente que el porcentaje de células de la LLC-B TUNEL~

o hipodiploides se incrementaba progresivamente a lo largo del tiempo de cultivo (datos

no mostrados). Los porcentajes de células apoptóticas determinadas utilizando estos dos

métodosestuvieron siemprepordebajode los observadoscon nuestrométodocitométrico

de referencia (Anexina-V/IP). En cualquier caso, ambos métodos registran de nuevo una

diferenciasignificativa en cultivos de día +3 en el porcentaje de células apoptóticas en

M.C y M.Cd (Fig. 2 y 3). La Fig. 3 muestra además que la magnitud en la inhibición de

la apoptosis de los linfocitos de la LLC-B por el M.Cd de las célulasECV-304(Fig. 3C,

E, 1 y L) se aproximaba a la registrada cuando los linfocitos tumorales fueron cultivados

a 40C {Fig. JA, D, G y J), unas condiciones en las cuales la inhibición de la actividad

metabólicaestotal y por lo tanto los mecanismosendógenosquedisparanla apoptosisestán

paralizados.Estos resultadosson indicativos de la elevadapotenciadel factor (es) de

supervivenciapresenteen el M.Cd de las célulasendotelialesECV-304.
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Por último, seanalizóla fragmentacióndel ADN medianteelectroforesisen gel de agarosa.

En la Fig. 4 semuestra un ejemplorepresentativode la fragmentacióndel ADN de las células

de la LLC-B cultivadascon M.C y M.Cd. El gel no sólo muestraunamayordegradaciónde

ADN en M.C conrespectoal M.Cd, quese incrementa con el tiempo, sino también la ausencia

casi absolutade ADN intactoen las células cultivadasenM.C a día +3, en un tiempoen el

que la gran mayoría del ADN aún no había sido fragmentado en las células en M.Cd.

1 234 56

Sg. 4- Detecci6nde AUN por electroforesisen
gel de agarosade célulasde LLC-B en cultivo. 1)
Células en M.C extraídas a día + 1; 2) células en
M.Cd, día ±1;3) células en M.C, día +2; 4)
células en Mcd, día ±2;5) células en MC, día
+3 y; 6) células en M.Cd, día ±3.El porcentajede
células apoptóticas(Anexina-v±)fije de 34, 14, 70,
18, 97 y 47% para los carriles 1, 2, 3, 4, 5 y 6,
respectivamente.

La eleccióndel M.Cd obtenidotras 3 díasde cultivo de las células ECV-304 respondióal

hecho de que pasadas estas72 horasde cultivo seconseguíala confluenciade las mismas.Para

verificar si los 3 días de cultivo era el momento óptimo para la recogida del medio

condicionado o, por el contrario, podíamos obtener un M.Cd con una actividad antí-apoptótica

aún mayor, serecogió el sobrenadantede las célulasa 1, 2, 3, 4 y 5 días tras el inicio del

cultivo. Comoseobservaen la Fig. 5, la actividad inhibidorade muertecelulares máximaen

el M.Cd extraído a día +3.

Aunque no esté representado gráficamente, el medio condicionado recogido tras 4 o más días

de cultivo presentóuna actividad inferior a la encontradaen día +3. Despuésde obteneresta

información, los cultivos se realizaronen todos los casoscon M.Cd de ECV-304de día +3

para el estudio comparativo de la cinética de apoptosis a días +1, +2 y +3 de varias LLC-Bs

con respectoal medio completo(Fig. 6).
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•Dia+1 t~Dia+3

Sg. 5.- Actividad anti-apoptótica del
M.Cd tras diferentesdíasde cultivo de las
CEs. Se cultivaron ío~ célulasECv-30411n1
durante 1, 2 o 3 días y se recogieron los
sobrenadantes. Se muestra un ejemplo
representativo de una LLC-H cultivada
durante ly3dlasenM.CoenM.Cddedia
+ 1 (M.Cd-1), +2 (M.Cd-2) o+3 (M.Cd-3)
de tas célulasendoteliales (La inhibición de
la apoptosis por el M.Cd-3 fue
apmxñnadaxnentede un 50% con respectoal
MC).

Hg. 6.- Inhibición de la apoptosis de las
célulasde la LLC-B por el M.Cd de las
células ECV-304. Representación de la
media aritmética del porcentaje de células
muertas (Anexina-V~) y del error est~Úxlar
en M.C y M.Cd. Los resultados
corresponden a los días + 1 (n=30), +2
(n=30) y ±3(n=28). Las diferencias en
la muerte celular entre LLC-Bs cultivadas
en M.C y en M.Cd son estadísticamente
significativas en día +1, +2 y +3
(* p <0.001).

La estadísticabásicade las 30 LLC-Bs analizadasa día + 1 fue la siguiente:

1 Cultivo en...
M.C

Media aritm. Desv. Típ. Error est. Mínimo Máximo

34,9% 13,4 6,2 8,5% 61,2%

M.Cd 16,8% 9,9 4,6 2,6% 41,9%

M.t? M.Cd-1 M.Cd-2 M.Cd-3
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La estadística básica de las 30 LLC-Bs analizadas a día +2 fue la siguiente:

La estadísticabásicade las 28 LLC-Bs analizadasa día ±3fue la siguiente:

Cultivo en... Media aritm. Desv. Típ. Error est. Mínimo Máximo
M.C 73,0% 19,2 9,3 39,5% 98,9%

M.C~1 49,0% 18,6 9,1 22,5% 91%

Además, en el estudio comparativo de la apoptosis de la LLC-B en M.C y en M.Cd se

obtuvieronlos siguientesresultados:

A. En día + 1 se detectó inhibición de la apoptosis en M.Cd con respectoal M.C en las 30

LLC-Bs estudiadas. En 20/30 se detectó una inhibición =50%.En el contraste de medias

mediante la aplicación de la t de Student se obtuvierondiferencias estadísticamente

significativas entreel porcentajede células muertasen M.C y M.Cd, con unap <0.001

(p = 0.0000001).

B. En día +2 se detectó inhibición de la apoptosis en M.Cd con respecto al M.C en 29/30

LLC-Bs. En 13/30 se detectó una inhibición =50%. En el contrastede mediasmediante

la aplicación de la t de Studentseobtuvierondiferenciasestadísticamentesignificativas

entre el porcentaje de células muertas en M.C y M.Cd, con una p<0.OOl (p=O.OOOOOJ).

C. En día +3 se detectó inhibición de la apoptosis en M.Cd con respectoal M.C en 21/28

LLC-Bs. En 9/28 sedetectóuna inhibición =50%. En el contrastede mediasmediantela

aplicación de la t de Student se obtuvieron diferencias estadísticamente significativas entre

e] porcentajede célulasmuertasen M.C y M.Cd, con una P.CO.OOl (p=O.OOOOU.

De estos resultados se pueden extraer las siguientes conclusiones: 1) Existe una gran

heterogeneidaden la cinéticade muerteentrelas diferentesLLC-Bs, datoque sededucede los

límites mínimo y máximo, y de las desviaciones típicas obtenidas. 2) La máxima actividad

antiapoptótica del M. Cd se detectó a día + 1, disminuyó a día + 2 y fue aún menor a día ±3.

Sin embargo,las diferencias son estadísticamentesignificativasen los tres días, si bien la

significaciónes mayoren día +1 (p=O.OOOOOOl)queen día +3 (p=0.OOOOl).
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Unavez conocidoel efectoanti-apoptóticomediadopor el M.Cd sobrelas célulasde la LLC-

13, lo comparamoscon la inhibición de la apoptosisconseguidapor la IL-4 (n=2), la citoquina

con el mayor efecto antiapoptótico sobre la LLC-B descrito hasta ahora. Se observó un efecto

equivalenteentreM.Cd y 5 ng/ml de IL-4 en los días +1 y +2, mientrasquea día +3 la

inhibición de la apoptosisfue algosuperioren las célulascultivadascon IL-4 (Fig. 7).

UDía +1 MOla ±2flOja +3
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Fig. 7.- Estudio de la apoptosis de
las célulasde la LLC-B cultivadas
en M.Cd y con IL-4. Ejemplo
respresentativo de la cinética de
muerte celular de las células
leucémicascultivadas en M.C, Mcd
y con 5 ng/ml de IL-4 (en M.C).

4. 1. 2. La interacción física entre las célulasendotelialesy las células de la LLC-B no

contribuye significativamente a la supervivenciade la célula tumoral

Una vez conocido el efecto inhibidor de apoptosis del M.Cd en la LLC-B, se estudió el posible

papel del contacto directo entre la célula tumoral y el endotelio en el retraso de la muerte de

las células de la LLC-B in vitro. Para ello se realizaron experimentos orientados a conocer si

el contacto aportaba o no un efecto adicional a la inhibición de la apoptosiscausadapor el

medio condicionado. En diversos experimentos se analizó la posible participación de moléculas

de adhesión,proteínasde matriz extracelularo de, en general, antígenosde superficie

existentesen el endotelio.

4. 1. 2. 1. Efecto del medio condicionado (M.Cd) y del contacto directo con la célula

endotelial en la inhibición de la apoptosis de las célulasleucémicas

Se investigó la posible contribución en la inhibición de la apoptosisdel contactodirectoentre

la CE y la célula de la LLC-B. Paraestudiareste aspectose llevaron a cabodos tipos de
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cocultivos: a> permitiendoel contactodirecto (Cont. diO entreambascélulas, esdecir, sin

interponer ningún tipo de obstáculo entre ambas y, b) impidiendo el contacto directo entre

ambascélulas,mediantela interposiciónde cámarastranswell(Transw)que, sinembargo,si

permiten que ambos tipos celulares compartan el mismo medio de cultivo.

En el análisisde las célulasde LLC-B recolectadasde los sobrenadantesde los cocultivosen

contacto directo se detectó, tanto por microscopia óptica como en las imágenesdel citómetro,

la aparición de células que por tamaño (y granularidad) correspondían inequívocamente a CEs

(que probablemente habían perdido su capacidad de adherencia al plástico). Por este motivo

en el estudiopor CMF serealizóunaregión de análisis paralinfocitos que excluíalas CEs

contaminantes.

Se investigaron las diferencias en el porcentaje de células muertas en ambos tipos de cocultivo

y estos resultados se compararon con los obtenidos en cultivos con M.C y M.Cd (Fig. 8). Estos

experimentossellevaron acaboen 15 LLC-Bs en total, con estudiode cinéticade apoptosis,

variable entre los días + 1 y + 8 (en la mayoría de las leucemias se analizó la apoptosis en los

días +1 y +3 de cultivo y, en algunos casos se analizaron también los días +2, +4, +5, +6

+7 y/o +8>. En 14/15 la mortalidad celular fue mucho más baja en los cocultivos en contacto

directo que en los realizados con transwell; sólo en 1 casolos resultadosobtenidosen ambas

formas de cocultivo fueron idénticos (en todos los días analizados: + 1, +3, +6 y +8). En los

cultivos de =4días (n=7) el porcentajemásbajo de células muertassedetectóen todos los

casosen Cont.dir. Es necesarioindicar que los cocultivosen contactodirecto de másde 5 días

tienen una dificultad para el análisis correcto de los linfocitos apoptóticos, ya que después de

estetiempo las célulasendotelialescomienzana despegarsemasivamente.Dadoquegranparte

de las CEs extraídascon el sobrenadanteestánmuertasy por lo tantomuestranparámetrosde

scatteralterados (menor tamaño y granularidad), pueden entorpecer el análisis de la mortalidad

de los linfocitos.

Del total de LLC-Bs (n= 15) en las que serealizóel estudiocomparativode la apoptosisen

M.C, M.Cd y en ambas formas de cocultivo (Transw y Cont.dir), se han llevado a cabo sendos

análisisde la varianzacon: a) un grupode 11 LLC-Bs con resultadosde muertecelulara día

+ 1 y b) un subgrupo del grupo anterior, constituido por las mismas LLC-Bs excepto dos, es

decir,en 9 LLC-Bs, en las que también se realizó análisis de la muerte celular en día +3.
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La estadística básica de las 11 LLC-Bs de día + 1 fue la siguiente:

Cultivo en... Media aritm. Desv. Típ. Error est. Mínimo Máximo

M.C 34,8% 16,5 4,9 8,5 61,2

M.Cd 17,3% 9,9 3,0 2,6 34,8

Transw 34,4% 14,8 4,4 11,7 59,7

Cont.dfr 19,8% 13,8 4,1 3,0 47,9

La estadísticabásicade las 9 LLC-Bs de día +3 fue la siguiente:

Cultivo en... Media aritm. Desv. Tip. Error est. Mínimo Máximo

M.C 83,8% 12,4 4,1 59,12 95,9

M.Cd 49,4% 25,1 8,3 28,13 91
Transw 36,9% 17,7 5,9 7,6 64,9
Cont.dfr 10,6% 69 23 4,6 25,98

Se aplicó un análisis de la varianzapara muestrasno independientescon punto de corte

p <0.001,seguidode las comparacionesposteriores(Pruebade Newman-Keuls)obteniéndose

los resultadosque seilustranen la Fig. 8.

Día +3

__ it
M.C Transw Contdír Mcd M.C Mcd Trsnsw Cont.dir

Hg. 8.- Porcentaje de célulasapoptóticasen cultivos de LLC-B en M.C, M.Cd, Transw
y Cont.dir. Representacióndela mediaaritméticay delerrorestándarencadaunade las
condicionesde cultivo, endía + 1 (n=11) y día +3 (n=9). Nivel designificaciónparael
análisisde lavarianzap.C0.001.En las comparacionesposterioresse obtuvoun nivel de
significaciónp <0.01,exceptoen las indicadasconunaLeahorizontalsobrelasbarras(no
significativo para M.C/Transw y Cont.dir/M.Cd en día + 1) y en la comparación
M.Cd/Transwde día -i-3 cuyasignificaciónestadísticafuep <0.05.
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Como cabíaesperar,sedetectóinhibición de la apoptosisen los cocultivoscon cámarasde

difusión (transwell) mediadapor los factoressolublesproducidospor la CE, de una manera

similar, aunqueno idéntica, a lo observadocon el M.Cd. En general, la inhibición de la

apoptosisen los primerosdíasdel cultivo (días +1, +2 y, a veces, +3) fue superioren el

M.Cd queenTransw.Estasy otrasobservacionesquedanreflejadasde forma másprecisaen

los resultadosobtenidoscon el análisisde la varianza: 1> En el día +1 la mortalidadcelular

esmuy similar enM.C y en Transw,sin embargo,en los sucesivosdías de cultivo la apoptosis

sesigue incrementandoen M.C (34,8% en día +1 y 83,8% en día +3) mientrasque en

Transwapenasse incrementa(34,4%en día +1 y 36,9% en día +3), lo que indica inhibición

de apoptosisen los cocultivoscon Transw.En realidadel porcentajede célulasapoptóticasse

mantieneestabilizadoen Transw inclusoen cultivos de 3 a 8 días (en la Fig. 913 semuestraun

ejemplorepresentativode estacinética). 2> En día + 1. hubo una mayor inhibición de la

apoptosisen M.Cd que en Transw, mientrasque estatendenciase invirtió en día +3. Estos

resultados son compatibles con los previamente obtenidos sobre la inhibición máxima de la

apoptosiscon M.Cd de día +3 (e inferior con M.Cd de día +1 y +2. Fig. 5), y con el hecho

de lapermanenteproducciónde factorsoluble(s) por lasca del cocultivocon Transw(no así

en las células de la LLC-B cultivadas en M.Cd). 3) En el estudio del componente contacto

célula-célula, se observó una mortalidad de las células leucémicas mucho más baja (desde día

+ 1 hasta día +8) en los cocultivos en los que existía contacto directo CE/LLC-B (la viabilidad

fue del 80% tras 8 días de cocultivo) que en los cocultivos en los que este contacto no existía.

Este último resultado es sugerente de la necesidad de contacto directo entre la célula endotelial

y la célulade la LLC-B paraque, junto a los factores solubles, se genere una señal óptima para

la supervivenciade las célulasleucemícas.

4. 1. 2. 2. Anticuerposanti-moléculasdeadhesiónno afectana la inhibición de la muerte

celularde lascélulasde la LLC-B

Los resultadosobtenidosen el estudiode la expresiónde diversasmoléculasde adhesiónen 20

LLC-Bs fueron los siguientes:1) un 38% de las LLC-B fueronCD49d~(VLA-4~) y un 50%

CD49e~ (VLA-5~), 2> el 100% fueronCD29~, 3) el 25% fueronCD11a~,6% CD11b~ y 83%

CD11c~, 4) el 77% fueronCD54~, 5) el 100% fueronCD62L4, 6) el 100% fueron CD44~.

Unavez conocidoel perfil de expresiónde moléculasde adhesiónen las célulasde la LLC-B,
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se diseñaronexperimentos para bloquear la adhesiónde estas células con las células

endoteliales,paraasí comprobarsi estasmoléculas estaban implicadas en la inhibición de la

apoptosispreviamentedescritaen los cocultivosde contactodirecto.

Serealizaronexperimentoscon 4 LLC-Bs en los quese utilizaron anticuerpos bloqueantes ant>-

CD18+anti-CD29,anti-CD62Ly anti-CD44.Ya que CD29, CD62L y CD44 se expresaron

entodas las LLC-Bs estudiadasy CD 18 (cadena¡3 común de las ¡32-integrinas), debería estar

presenteen aquellas LLC-Bs con expresión de CD11a, CDI1b ó CD11c (es decir,

prácticamenteen el 100% de las LLC-Bs), cabriaesperarque la adición de uno o varios de

estosanticuerposbloqueantestuvieraalgún efectosobrela viabilidad de las célulasleucémicas.

Tal y comodemuestrala Fig. 9, la adicióna los cultivos de estosanticuerposanti-moléculas

de adhesiónno tuvo efectosobre la potenteinhibición que el contactodirecto ejercíaen la

apoptosisde las célulasde la LLC-B. EstosresultadossugierenqueCD18, CD29, CD62L y

CD44 no contribuyensignificativamenteal efectoprotectorque las CEs demuestransobrelas

células leucémicas,si bien no excluyenque otras moléculasde adhesión,o un bloqueocon

multitud de anticuerposanti-moléculasde adhesión,pudierantenercierta relevanciaen este

proceso.
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Hg. 9.- Efecto de anticuerpos bloqueantesanti-molécuias de adhesiónen la inhibición dela apoptúsis
de la LIC-fi. Las células leucémicasfueron incubadaspreviamentecon los AcMo anti-CDL8 +anti-CD29,
anti-CD62L o anti-Cfl44 (10 yg/ml) y cultivadasen contactodirectocon las CEs (A). Los resultados
muestran un ejemplo representativocomparándoloscon el porcentaje de células apoptóticasen MC, M.Cd
y Transw (13) tras 1,3 y 5 días de cultivo.
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4. 1. 2. 3. Proteínaspurificadasde matriz extracelular (ME) o procedentesde CE no

afectan a la viabilidad de la célula leucémica

Para investigar el posible papel inhibidor de apoptosis de otro elemento constitutivo del

endotelio, como es la matriz extracelular, serealizaronvariosexperimentos:unoscon proteínas

purificadas adheridasal fondo del pocillo y otros en los que se preparabauna matriz

extracelularde CEs antesde añadirlas célulasde la LLC-B.

En los experimentoscon proteínaspurificadas,sepegaronen diferentes pocillos las siguientes

proteínas: colágenotipo 1, fibronectina plasmática(FN plasma), FN celular, fragmento

proteolítico de FN de 30 kDa, fragmento proteolítico de FN de 70 kDa, laminina y

vitronectina. Despuésse añadieronlas células de la LLC-B en M.C. Estos ensayoscon

proteínasde matriz purificadasse realizaronen 4 LLC-Bs y, en ningún caso se obtuvo

diferencia,con ningunade estasproteínas,en el porcentajede célulasmuertascon respectoal

control de M.C (Fig. 10).
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Fig. 10.- Efecto de diferentes proteñias de matriz extracelular en la apoptosis in vito de
las célulasde la LLC-B. Las células tuinorales se cultivaron durante 1 y 2 díasen M.C o
enpresenciadecolágenotipo 1(30pg/cm2),FN plamática(5pg/cn~,FN celular (5 pg/cm2),
FN 30 kDa (5 pg/cm2), FN 70 kDa (5 pg/cm2), laminina (2 pglcm2) o vitronectina
(0,1 gg/cm2). Los valoressonexpresadoscomola mediadel porcent~ede célulasapoptóticas
encultivos realizadospor duplicadoy correspondenauno decuatroexperimentosenlos que
se obtuvieronresultadoscomparables.
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Los experimentos con matriz extracelular procedente de células endoteliales (ME-CE) se

realizaronmedianteunalisis de las CEs que mantieneintactaslasproteínasde ME que están

adheridas en el fondo del pocillo. Suponiendo que la concentración de proteínas de MEpudiera

servariablea lo largodel cultivo de las célulasendoteliales,serealizó la lisis de CEs a día + 1,

+2 y +3 (ME-CE+I, ME-CE+2 y ME-CE+3). Una vez preparadoel pocillo con las

proteínasde ME-CE seañadieronlas célulasde la LLC-B a la concentraciónhabitualen M.C

y en M.Cd, paracompararla muertecelularen los dos medioscon suscontrolessin proteínas

de matriz. El resultadoobtenido en 4 LLC-Bs, al igual que en los ensayoscon proteínas

purificadas,mostrabaqueno existíaningúnefectosobrela apoptosisde las célulasde la LLC-B

por partede las proteínasde ME-CE (Fig. 11).
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Fig. 11.- Efecto de las proteínas de ME procedentesde la CE en la apoptosis de las
célulasleucémicas.Las CEscrecidasdurante 1 (ME-CE+1), 2 (ME-CE+2)o3 días(ME-
CE±3)fueronlisadasy laME resultante seutilizó para valorar su efectosobre la viabilidad
de las célulasde la LLC-B tras 1 y 4 días de cultivo en M.C o M.Cd. Los valores son
expresadoscomola mediadel porcentajede célulasapoptéticasen cultivos realizadospor
duplicadoy correspondenauno decuatroexperimentosenlos que seobtuvieronresultados
comparables.
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4. 1. 2. 4. La fijación de la ¡nonocapade las células endoteliales anula el efecto anti-

apoptótico de las mismassobre las célulastumorales

Los anterioresexperimentossuministrabanuna informacióncontradictoriaconrespectoa los

experimentosde contactodirecto,por lo quediseñamosuna nuevaestrategiaexperimentalcon

objeto de dilucidar la contribución real del contacto directo célula leucémica/CEen la

viabilidad de las primeras.Paraello las CEsfueronfijadascon diferentesmétodosde fijación

celular, previamentedescritos, que no alteran las estructurasbásicasde la membrana

citoplásmica.La fijación serealizóconparaformaldehidoal 1 % (PFA 1 %) (númerode LLC-Bs

estudiadasconestemétodo,n=5>, etanolal 50% (n=2) o glutaraldehidoal 2% (n=6). Como

muestrala Fig. 12, concélulasfijadas con PFA 1 %, en ningún casoseconsiguióun efecto

inhibidor de apoptosis,ya que los resultadosde la viabilidad celular en los cocultivos con

célulasendotelialesfijadas (CE-Fij) eranigualesa susrespectivoscontroles(M.C o M.Cd> sin

CEs en el fondo del pocillo. A diferenciadel potenteefecto inhibidor observadoen los

cocultivos en contactodirecto con CEs no fijadas (Cont.dir>, la fijación de las CEs hacia

desaparecertotalmenteel efecto atribuibleal contactodirecto. Además,un posible efecto

sinérgicomediadopor interaccionesfísicas y factores solubles fue descartadoya que la

combinaciónde las CEs fijadas y el M.Cd previno la apoptosis in vitro de las células

leucémicasde unamanerasimilar a la observadacon el M.Cd sólo. Resultadossimilaresse

obtuvieroncuandolas CEs fueronfijadas con etanolo glutaraldehido(datosno mostrados).
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Hg. 12.- Efecto de la fijación de
las CEs en la inhibición de la
apoptosis de las células de la
LLC-B. Las CEs crecidasdurante
3 días fueron fijadas con PFA 1%.
Las células leucémicas fueron
cultivadas en M.C o Mcd en
ausencia o presencia de las CEs
fijadas (CE-Fij) y los resultados se
comparancon los obtenidos con el
contacto directo (CE no fijadas).
Los resultadoscorrespondena un
ejemplorepresentativo.

Co hidir M.C CE-FiJ/M.C Mcd CE.F¡j/M.Cd
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4. 1. 2. 5. Las célulasendotelialesfagocitan las células apoptóticasde la LLC-B

Todoslos resultadosobtenidosa lo largo del estudiodel contactocelular en la inhibición de

apoptosis (puntos 4.1.2.2 al 4.1.2.4) no justificaban la reducción tan extraordinaria y

prolongadade la apoptosisen las célulasde la LLC-B descritaen los experimentosde contacto

directo con CEs no fijadas. Por este motivo se planteéla posibilidad de una depuración

selectivade las célulasde LLC-B muertasen estoscocultivosy, como primerpasoencaminado

a clarificarestahipótesis,secontrolaronlos tiemposde adquisiciónde 10.000eventosen el

citómetropor cadamuestraobtenidade los cultivos de LLC-B (en todos los casosel número

de célulasañadidasa tiempo cero fue de O,ixlOti. Los tiemposde adquisiciónse muestranen

esteejemplorepresentativo:

Día Cont.dir M.C M.Cd
<-1-1 1 1’ 39” 37”
+2 l’3” 34” 44”
-*3 1’20” 45” 37”
en el que secomprobóqueel tiempode adquisicióneramayoren contactodirecto queen M.C

y M.Cd y que, además,en Cont.direstetiempo seincrementabaconel pasode los días.

Debido a estos motivos, que hacían pensar en la fagocitosis por parte de las CEs de las células

apoptóticas de la LLC-B, se procedió a detectar la fagocitosis mediante un método de CMF.

Este método consisteen marcarlos linfocitos (célulasdiana) con un colorantedenominado

TAMRA que emiteen el segundocanal de fluorescencia(11-2). Posteriormente,las células

leucémicas“cargadas”conTAMRA seañadieronal cocultivo conCEs. En los diferentesdías

de cocultivo se extrajeron las células presentesen el sobrenadantey las CEs tras su

tripsinización. Tanto las células del sobrenadante,como las tripsinizadas se marcaron

posteriormenteconAcMo anti-CD45-FITC.La gran mayoríade las célulasrecogidasen los

sobrenadantesfueron linfocitos, comoquedóclaramentedemostradopor suscaracterísticasde

FSC/SSC,asícomopor su doblepositividad CD45~/TAMRA~. Por el contrario, en la fracción

de célulastripsinizadasla granmayoríamostrabancaracterísticasde FSCI SSCcompatiblescon

células endoteliales,si bien se detectabatambién una fracción de linfocitos. Estos datos

permitierondibujar dosregionesclaramentedelimitadasalrededorde ambaspoblaciones,tal

y comose describeen la Fig. 13. En lo querespectaa la región dibujadaalrededorde las CEs

(R2), aquelloseventosCD45JTAMRA~ indicaron fagocitosis(ingestión)del linfocito, mientras

quelos eventosCD45~/TAMRA~ indicabanlinfocitos unidos(pero no fagocitados)a la CE.
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La Fig. 14 muestraademásla cinéticade fagocitosisde las célulasleucémicas(n=4) por las

CEs con respecto al tiempo y la determinación paralela de los porcentajes de células apoptóticas

en contactodirecto, M.Cd y M.C. En dichafigura quedaclaramenteexplicitadoel incremento

sustancialde linfocitos fagocitadoscon respectoa los díasde cocultivo.

FAGOCITOSIS
CEs C045-IIAMRA+

Dia+1 Día+2 Dia+3
flO/g 44>0/• 930/,

• Día +1 EDía +2 Efluía +3

loo

90+
~ 80
a —___________

— 70
4>

~60
a

50

‘A
~ 40
E
a 30

o
Co M.Cd M.C

flg. 14.-Cinética de la fagocitosis
de las células leucémicaspor las
CEs. Los porcent~es de CEs
CD45/TAMRA (CEs que han
fagocitado células tumorales) se
determinaron segúnseexplicó en la
Fig. 13 tras 1, 2 y 3 días de
cocultivo. En este ejemplo
respresentativotambiénse muestra
el porcentajede célulasAnexina-
Vt detectadasen el sobrenadante
de los mismos cocultivos
(Cont.dir), así como en M.C y
M.Cd.

Estos datos

CEs, por lo

linfocitos B

demuestranque las células leucémicasapoptóticasfueron internalizadaspor las

que la aparentecontribucióndel contactodirecto en la supervivenciade los

tumoraleses inexistenteo, al menos,irrelevante.

4. 2. LA SEÑAL MEDIADA POR LA CELULA ENDOTELL4L NO INDUCE

PROLIFERACION NI DIFERENCIACION DE LA CELULA TUMORAL

El siguiente objetivo fue investigar si el efecto inhibitorio de apoptosis del M.Cd de las CEs

sobre las células de la LLC-B estaba mediado o no por una seilal proliferativa. Para ello, junto

a la viabilidad estudiamos el ciclo celular de las células leucémicas que habían sido cultivadas

con el M.Cd trasdiferentesintervalosde tiempoen comparacióncon el de las célulastumorales

frescas (díaO). Comoseobservaen la Fig. 15, los linfocitos B CD5~ monoclonalesrescatados

del procesoapoptóticotras 1 y 2 díasdecultivo con M.Cd fueroncasien su totalidadcélulas

que no habíanentradoenciclo, con una faseGOIG1 =99% (n=11), equivalentea la de las

célulasen fresco. Por lo tanto, la persistenteviabilidadde las células tumoralescultivadasen

M.Cd no estuvo mediada por un aumento de la proliferación celular.
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Fig. 15.- AnálIsis del ciclo celular de las células de la liC-U en M.C y M.CtI. Ejemplo
representativo, de 11 realizados,del ciclo celular de las células tumorales cultivadas en M.C o Mcd
en comparacióncon las células frescas(día O). EJ análisis de células en faseS/G2M se evaluó tras 1
o 2 días de cultivo utilizando marcaje con IP de las células perineabulizadascon etanol. El análisis se
realizó exclusivamentesobrelas célulasviables.
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El otro motivo de retrasode la muertecelularpor el M.Cd en la LLC-B a descartarera la

posible diferenciación celular. Para ello se realizó un marcaje de diversos antígenos de

membrana a tiempo O que pueden servir de guía en el seguimiento de la célula B de LLC-B en

cultivo, como son el CD5 y el CD23; y de otros que pueden servir para detectar la

diferenciación de la célula B, como son CD2O(descenso de su expresión), CD38 (aumento de

IMF), aparición de CD138 o cambios en la inmunoglobulina de superficie (Igs: su pérdida

puede indicar diferenciación hacia célula plasmática). El estudio de estos antígenos en días

sucesivos permitió asegurar que tampoco existía una señal de diferenciación por parte de los

factorespresentesenel M.Cd quedieralugar a un retrasoen

ya que ni los porcentajes

la muertecelular de la LLC-B,

de células positivas, ni la densidadde antígeno, se modificó

significativamente tras 1, 2 y 3 díasdecultivo (Tabla 1).

M.Cd M.C M.Cd M.C M.Cd M.C

COS
96%

(229)

98%

(279)

97%

(237)

98%

(279)

95%

(364)

90%

(231)

93%

(267)

CD23
78%

(109)

77%

(101)

72%

(47)

95%

(195)

82%

(63)

90%

(236)

62%

(64)

CD20
74%

(39)

51%

(33)

57%

(26)

82%

(35)

67%

(25)

80%

(36)

54%

(29)

CD38
22%

(32)

24%

(36)

29%

(31)

28%

(35)

21%

(29)

24%

(38)

14%

(35)

CD13S
0,8%

(48)

1,3%

(68)

8%

(51)

1,8%

(33)

3,5%

(39)

1,6%

(17)

2,7%

(36)

‘SS

96%

(38)

96%

(38)

96%

(43)

96%

(44)

95%

(40)

94%

(48)

95%

(31)

DíaO Día +1 Día +2

TABLA 1.- Expresión de
antígenosde superficie
en las células tumorales
cultivadas en M.Cd. Se
muestran los resultados
del porcentajede células
positivas para cada uno
de los antígenos, así
como la intensidadmedia
de fluorescencia de los
mismos (IMP; entre
paréntesis),de unejemplo
representativo.Los con-
troles isotípicosirrelevan-
tesfueronsiempre <2%.
Los resultadoscomparan
el perfil fenotípicotras 1,
2 y 3 días de cultivo en
M.Cd con las células en
fresco(día 0). El análisis
se realizó por citometría
de flujo adquiriendo
exclusivamentelas células
viables.

Día +3
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4. 3. LA SEÑAL MEDIADA POR EL M.Cd DE LAS CEs ESESPECIFICA PARA LAS

CELULAS DE LA LLC-B

Para mostrar la especificidad del efecto antiapoptótico del M.Cd de la CE se realizaron

experimentos equivalentes a los realizados con células de LLC-B con otros tipos celulares en

cierto modo relacionados con esta célula B neoplásica. Por una parte se estudió el efecto sobre

linfocitos normales, y por otra sobre otros tipos de célula B neoplásica.

4. 3. 1. Efecto sobre los linfocitos de SP de individuos sanos

Se realizaron cultivos de linfocitos de SP procedentes de cuatro controles sanos. Para ello se

utilizaron las células mononucleares totales, cultivándolas en M.C y en M.Cd, y se extrajeron

en díassucesivos.En ningún casosedetectarondiferenciasen el porcentajede célulasmuertas

entrelos linfocitos cultivadosen M.C y enM.Cd (Fig. 16). Estosresultadosmuestranque el

M.Cd no tiene efecto antiapoptótico sobre los linfocitos normales de SP.

~f~M.cd

7<)

.—‘ 60
+

.5 50
4>

a.
4>
~ 30
E
~1 20

.4>

~ lo

o
Día +1 Dha 4-6

Fig. 16.- Efecto del M.Cd sobre los linfocitos de SPde controles sanos.
Ejemplorepresentativodela mortalidadcelularenlos días ±1,+3 y +6
en M.C y en M.Cd dePBLs cultivadosa 0,5x10<células/ml.

4. 3. 2. Efecto sobre las célulasB de centro germinal y manto folicular de amígdala

Inicialmentesecomprobóel efectodel M.Cd sobrecélulasB totalesde amígdala(> 99% de

célulasB; n=2). Los cultivos serealizarona tiemposcortos (1, 2.5 y 16 horas).Tal y como

-65-

Día +3



Resultados

semuestraen la Fig. 17, no sedetectarondiferenciassignificativasen el porcentajede células

muertasentreM.C y M.Cd.
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Sg. 17.- Efecto del M.Cd sobre la célula B de amígdala. Ejemplo
representativode la mortalidadde la poblaciónde linfocitos II a 1, 2.5 y
16 horasde cultivo en M.C y M.Cd.

Paralelamentese realizaronexperimentoscon las dos poblacionesde linfocitos 13 mayoritarias

en esteórgano:células13 de centrogerminal (CG) y célulasB de manto folicular (MF>. La

purificación de ambaspoblacionesse inició con la depleciónde la poblaciónde células T

(>99,5% de células B) para despuésprocedera la separaciónen células de CG y MF

atendiendoa la expresiónde CD44 en su superficiecelular. Las célulasB de CG son CD44

y se obtuvieronpordepleciónnegativay, las células13 de MF sonCD44~ y seobtuvieronpor

selecciónpositiva, seguidade laeliminaciónde las microesferasinmunomagnéticasmediante

adiciónde DNasa.El gradode purificaciónde estasdos poblacionesfue superioral 99% en

ambasfracciones.En los cultivos de células13 tantode CG como de MF no seobservaron

diferenciasen la muertecelularentrelas célulascultivadasenM.C y en M.Cd (Fig. 18). Por

lo tanto, el M.Cd de las CEs no tiene efecto inhibidor de apoptosisen las células13 totalesde

1 h. 2,5 Ii. 16 h.
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amígdala en general, ni en sus principales subpoblaciones, las células de CGy MF.

U Día +1 ODia +2

Amígdala CD44- Hg. 18.- Efecto del M. Cd

100 sobrelas diferentes snbpobla-
ciones de linfocitos B de

a
80 amígdala. Células H de CG

(CD449 o de MF (CD44~)
parcialmentepurificadasfueron
cultivadas en M.C o M.Cd
durante1 o 2 días.El análisis

en de las células apoptóticas en
E 40 esteejemplo representativose

realizó con el método de
a
~ 20 Anexina-V/IP.
o

0

4. 3. 3. Efecto sobre otras células B neoplásicasdistintas a la de la LLC-B

El estudiodel efectodel M.Cd de las CEs seha comprobadosobreun casode linfoma de

manto leucemizadoy sobreotro casodignosticadode leucemiaprolinfocítica13 (LPL-H).

Se utilizaroncélulasB de SPde un linfoma de manto leucemizado que fueron cultivadas en

M.C y en M.Cd. Seobservóuna inhibición de la apoptosisdel 37% en M.Cd con respectoal

M.C en el día + 1. En di a +2 ya no existíaprácticamentediferenciaen la viabilidad celular

entrelos dosmedios.

El mismo experimento se realizó con un caso de LPL-B y se obtuvo una inhibición de la

apoptosis del 32% a día +1 y del 37% a día +2 en M.Cd con respecto al M.C.

En estos dos ejemplos parece existir un discreto efecto inhibidor de la apoptosis por el M.Cd

en el día + 1 enel casodel línfomade mantoy en los días ±1y +2 en la LPL-B.

4. 4. CARACTERíSTICAS FISICO-QUIMICAS DEL FACTOR SOLUBLE

CONTENIDO EN EL MEDIO CONDICIONADO

4. 4. 1. Termoestabilidad

El M.Cd mantuvo su actividad inhibidora de apoptosis de las células de la LLC-B después de

24 h. a 40C. Además, el M.Cd congelado a -200C mantuvo la actividad tras la descongelación.
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El efecto promotor de supervivencia se siguió manteniendo tras varias descongelaciones

(comprobado hasta 3 descongelaciones).

Por otra parte, cuando el M.Cd se sometió a diferentes temperaturas, 370C, 560C y 900C

durante 15 mm. la actividad anti-apoptótica fue equivalente a la del medio almacenado a -200C

y descongelado.

Por lo tanto, el factor(es) soluble del M.Cd con actividad antiapoptótica mostró una elevada

termoestabilidad.

4. 4. 2. Pesomolecular

Para la determinación del peso molecular del factor soluble se llevó a cabo un estudio

preliminar mediante la filtración del M.Cd a través de membranas de ultrafiltración con

diferentes tamafios de poro. Una vez determinada la fracción en la que se retenía la actividad

antiapoptótica (retenido o filtrado) se fraccionó el M.Cd en diferentes pesos moleculares a

través de una columna de filtración sobre gel.

4. 4. 2. 1. La actividad anti-apoptótica es retenida en el concentrado de una membrana

de ultrafiltración con un poro para 50 kDa (XMSO)

El fraccionamientoinicial porpesomolecularconsistióen la filtración a través de un XM5O

de un volumen conocido de M.Cd. El retenido de esta membranaestá constituido

mayoritariamente por moléculas >50 kDa, aunque, debido al propio proceso de concentración

en estas membranas, parte de las moléculas de <50 kDa pueden quedar retenidas en el

concentradodel XM5O.

Después de esta fase, el filtrado del XM5Ose volvió a filtrar en un PM10, quedando en el

retenido moléculas entre 10-50 kDa, mayoritariamente.

Se realizaron estudios funcionales con 10 LLC-Bs en los que se ensayó la actividad anti-

apoptótica de: 1) retenido del XMSO, 2) filtrado del XMSO, 3) retenidodel PMIO del filtrado

del XMSOy 4) filtrado del PM1O. Los retenidos se utilizaron en los ensayos funcionales a una

concentración conocida, entre IX y 3X (realizando la dilución en M.C) y en los filtrados se

añadió un 10% de STF con el objeto de restaurar la concentración de proteínas totales original,

ya que la proteína mayoritaria del M.Cd, la albúmina, queda retenida en el concentrado del

XM5O. Los resultados obtenidos en estos ensayos mostraron que la actividad anti-apoptótica

quedabaretenidaen el concentradodel XM5O, y quedichaactividaddesaparecíaen el filtrado
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del mismo(Fig. 19).
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Hg. 19.-Efecto de los retenidosy filtrados de XMSO y PiNItO en la apoptosis
de lascélulasde la LLC-B. Los retenidosdel XMSO y del PM10 seprobaron
en el estudiofuncionala unaconcentraciónSX. Los resultadospertenecena un
casorepresentativo.Los valoresde mortalidaden M.C y Mcd se utilizaron
como controlespositivo y negativodeapoptosis,respectivamente.

4. 4. 2. 2. El factoranti-apoptótico eluyeen las fracciones dc 40-60 ¡<Da de un 5-200

El retenido del XM5Ose sometió a filtración sobre gel en una columna de sephacryl S-200,

equilibrada en PBS y previamente calibrada con proteínas de peso molecular conocido:

albúmina (67 kDa), HLA soluble (55 kDa) y ¡32-microglobulina (12 kDa).

En primer lugar, se aplicaron a la columna 5 ml. de un retenido de XM5O concentrado10

veces(1OX). Los ensayosfuncionalesde las fraccionesobtenidasserealizaroncon un 50% de

la fracción+50% medio completo. Las fracciones fueron probadas a nivel funcional en 2 LLC-

B (en una se probaron las fracciones pares y en otra las impares). En la Fig. 20 se muestra un

ejemplo, utilizando las fracciones pares, en el que se detectó una inhibición de la apoptosís

entre las fracciones 26 y 30, ambas inclusive. En la otra LLC-B se probaron las fracciones

impares, detectándose una inhibición de la apoptosis entre las fracciones 27 y 31, ambas

inclusive (imagen no mostrada).
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O.D (280 nm) —~— Pico bipodiploide x Cl y C2

F-26 Albúmina (67 kDa) ío
P-26 F-29HLAs (55 kDa)

E-SO 82m (12 kDa)
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Hg. 20.-Fraccionamiento del M.Cd y actividad inhibidora de la apoptosis en las
célulasde la LLC-B delas diferentesfracciones. EJ Mcd (IOX) se fraccionéen una
columnadeexclusiónmolecularS-200.Las diferentesfraccionesfueronensayadasensu
capacidaddepromoverla supervivenciade las célulasleucémicas.Si el factor soluble
eluyeraen7 fracciones,éste estaría= 1,4X encadafraccióny 0,75< en el pocillo. El
volumen final por pocillo fue 1 ml (0,5 ml de cadafraceión±0,5mide M.C). Cl: 0,5 ml
PBS±0,5ml M.C; C2: retenidosin fraccionarIX del XM5O. Las flechasindican los
picosde 0.0 ¡náxiniadelas proteínasutilizadasparacalibrarla columna.Los resultados
del porcentajede célulasmuertasse obtuvierona día +2 decultivo.

En una segunda filtración sobre la misma columna de sephacryl S-200, y con el fin de obtener

una concentración mayor del factor antiapoptótico en las fracciones, se corrió una columna en

idénticas condiciones, aplicando a la misma 5 ml de retenidodel XMSO de M.Cd concentrado

30X. El ensayo funcional de las fracciones se realizó tal y como se describió en el experimento

correspondientea la Fig. 20. La diferenciade esteS-200con el primerosólo estribaen la

concentración de la muestra de partida. Esto hace que, si suponemos que el factor soluble que

nos interesa eluyera en 7 fracciones, en el primer S-200 el factor estaría aproximadamente en

cada fracción a una concentración 1,4X, es decir, a una concentración 0,7X en el cultivo. Con

las mismas premisas que en el caso anterior, en el segundo S-200 el factor estaría
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aproximadamente en cada fracción a una concentración 4,3X, y en el pocillo a 2, 1X.

En este segundo S-200 se ensayaron funcionalmente las fracciones en 4 LLC-Bs. En 2 se

probaron las fracciones pares y en 2 las impares, obteniéndose resultados muy parecidos a los

encontrados en el primer 5-200: se detectó una actividad antiapoptótica entre las fracciones 26

y 30, ambas inclusive, para las LLC-Bs ensayadascon fraccionespares (imágenesno

mostradas);y entrelas fracciones27 y 31, ambasinclusive,paralas LLC-Bs ensayadascon

fraccionesimpares(Fig. 21).
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Hg. 21.- Fraccionamiento del M Cd y actividad inhibidora de la apoptosis de las
célulasde la LLC-B de las diferentes fraccionesdeterminada por la determinación de
los parámetrosde seatier.El M.Cd concentrado(30X) en un XM5O se fraccionóen una
columnade sepbacrylS-200. Si el factor solubleeluyeraen7 fracciones,ésteestada=
4,3X en cada fracción, y 2,14X en el pocillo. Los resultadosde % modalidad se
obtuvierona día ±3de cultivo. Cl: 0,5 ¡nl. M.C+ 0,5 ml. PBS, y C2: retenido3X sin
fraccionardel XM5O. Las flechas indican los picos de O.D máximade las proteínas
utilizadasparacalibrarla columna.

Las proteínas incluidas entre las fracciones 26 y 31, atendiendo al calibrado de la columna,

corresponderían a moléculas con pesos moleculares comprendidos entre 40-60 kDa.

-71-



Resultados

4. 5. IL-6 ES EL FACTOR ANTI-APOPTOTICO CONTENIDO EN EL MEDIO

CONDICIONADO

4. 5. 1. Anticuerpos neutralizantesant¡-IL-6 bloquean el efectoant¡-apoptótico del medio

condicionado

El paso siguiente para la caracterización del factor(es) soluble inhibidor de la apoptosis de la

LLC-B se realizó con el M.Cd en crudo. Se utilizaron diversos anticuerpos anti-citoquinas y

se analizó la muerte celular. Se eligieron anticuerpos frente a citoquinas que se sabe pueden ser

secretadaspor células endotelialescomo GM-CSF, IL-6 e IL-8, y otras que, aunqueen

principio no estaban descritas como citoquinas secretadas por CEs, habían sido estudiadas en

relación a la apoptosis de la LLC-B como IFNy, IL-4, IL-5, IL-7, IL-lO e IL-13. Se llevó a

cabo un screeningen 5 LLC-Bs utilizando las concentraciones de anticuerpo capaces de

neutralizar las siguientes concentraciones de citoquina: 50 ¡¿g/ml de anticuerpo policlonal anti-

IFNy, bloquean 10 ng/ml de ¡FN>’; 2Oyg/ml de policlonal anti-GM-CSF, bloquean 40 ng/ml

de GM-CSF; E ~g¡ml de policlonal anti-IL-4, bloquean 2 ng/ml de IL-4; 20 sg/ml de

monoclonal anti-IL-5, bloquean 20 ng/ml de IL-5; 200 ,ug/ml de policlonal anti-IL-6, bloquean

10 ng/ml de IL-6; 20 yg/ml de monoclonalanti-IL-7, bloquean40 ng/ml de IL-7; 4 pg/ml de

monoclonal anti-IL-8, bloquean 34 ng/ml de IL-8; 50 yg/ml de policlonal anti-IL-10, bloquean

20 ng/ml de IL-lO y lOyg/ml de policlonal anti-IL-13 bloquean 4 ng/ml de IL-113. Todos los

anticuerpos sepreincubaron2 h. a 370 con el M.Cd a las concentraciones indicadas.

Los anticuerpos anti-IFNy, anti-IL-10 y anti-1L13 produjeron un aumento no significativo de

la mortalidad celular en 2/5 LLC-Bs y ningún efecto en 3/5 (Fig. 22). El único anticuerpo anti-

citoquina que produjo un claro bloqueo del efecto anti-apoptótico del M.Cd en las 5 LLC-Bs

estudiadas, tal y como se muestra en la Fig. 22, fue el anticuerpo policlonal anti-ILÓ. En todas

las LLC-Bs estudiadas la incubación con el anticuerpo policlonal anti-IL-6 generó un porcentaje

de células apoptóticas superior al M.Cd y muy parecido al del M.C, superando incluso a éste

en las concentraciones más elevadas de anticuerpo anti-citoquina. Estos resultados fueron

corroborados con 7 LLC-Bs más, con el resultado final de 12/12 LLC-Bs claramente

susceptibles al efecto de los anticuerpos anti-IL-6.
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Hg. 22.- Efecto de diversos anticuerpos anti-citoquinas sobre la actividad anti-
apoptática del medio condicionado. El M.Cd se incubópreviamente durante 2 horas con
los anticuerposneutralizantesanti-citoquinasa las concentracionesreferidasen los
resultados.Estediagramadebarrasilustra los resultadosdeun experimentorepresentativo
en el que las célulasde la LLC-B fueron cultivadasdurante1 y 2 días.

Tambiénserealizaronensayosdel efectode dosis-respuestacon diferentesconcentracionesde

anticuerpo policlonal anti-IL-6 en 3 LLC-B, desde 12,5 yg/ml (que neutralizan 0,625 ng/ml.

de IL-6) hasta 100 yg/ml (que neutralizan 5 ng/ml. de IL-6) (Fig. 23). En 2 LLC-Bs el efecto

bloqueante se detectó a partir de la concentración más baja de anti-IL-6 ensayada (12,5 pg/ml),

y este efecto fue mayor a medida que se incrementaba la concentración de anticuerpo, aunque

con discretas diferencias en la curva dosis-respuesta entre una LLC-B y otra. En la tercera

LLC-B estudiada el efecto bloqueante no se evidenció hasta una concentración de 50 yg/ml.

En todos los casos se objetivó una respuesta dependiente de la concentracion.
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Fig. 23.-Efecto dependientede dosisde los anticuerpos anti-IL-6 bloqueantesde la actividad
antí-apoptótica del M.Cd. Los anticuerpos anti-citoquinas se utilizaron siguiendo un protocolo
idéntico al descritoen la Fig. 22. Como control negativose utilizó Igo de un sueropreinmune de
conejo. El gráfico muestrala canlidadde Ac policlonal utilizado y su capacidadpara bloquear
diferentescantidadesde citoquina,enun ejemplorepresentativoanalizadoa día ±1.

En cualquier caso, la conclusión de estos experimentos es clara: los anticuerpos anti-1L6 son

capacesde neutralizarel efectodel M.Cd. Así pues,¿serála IL-6 el factor soluble,contenido

en el medio condicionado, responsable del efecto anti-apoptótico de éste?,

4. 5. 2. Las células de la LLC-B expresanel receptor de IL-6 {CD126) en su membrana

Una vez constatado el efecto de los anticuerpos neutralizantes anti-IL-6 sobre el efecto inductor

de supervivenciadel M.Cd, seestudió la expresión del receptor de membrana para la citoquina

IL-6 (IL-ÓR o CD126) en diferentes LLC-Bs. inicialmente utilizamos un AcMoanti-CD12Ó-PE

por considerar que el conjugado con PE podría darnos una señal de fluorescencia claramente

discriminable de la obtenida con el anticuerpo irrelevante. El marcaje con dicho AcMo se

realizó con la sangre completa (y posterior lisis de los hematíes) (n=6) y/o con células

mononuclearestras la separacióncon Ficolí (n=7), obteniéndoselos siguientesresultados:en

sangre completa, el 23±22,9%de las células CD19~ expresaban CD126 (hm. mín=2%, Hm.

20

40

100 12,5

- 0,625
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máx=66%), mientras que en la fracción de las células mononucleares el 6%±8%de las células

CD I9~ expresaronnivelesde IL-6R suficientespara serdetectadosen el citómetrode flujo

(hm. mín=0%, hm. máx=18%). En 4 LLC-Bs donde se determinaronlos niveles en

membrana del antígeno CD126 tanto en sangre total como en las células separadas con Ficolí,

el porcentaje de células positivas se redujo (Fig. 24) en las células obtenidas tras el gradiente

de densidad con respecto a los porcentajes de positividad para las células en la SP cornpleta.

Ya que ni nuestros resultados experimentales ni la poca literatura existente al respecto eran

comparables con los datos antes mostrados sobre la expresión de CD126, la detección de este

antígeno se determinó mediante un método amplificado de fluorescencía: íncubación inicial con

IL-6-biotina y revelado con av¡dina-FITC. Este tipo de marcaje se realizó en 9 LLC-Bs,

obteniéndose los siguientes resultados: media aritméticaz=77%; desviación tipica= 12,8; hm.

mín=57% y hm. máx=97%. De estos datos se deduce que las células de todas las LLC-Bs

estudiadas(9/9) uníande maneraefectivaIL-6 (semuestraun ejemplorepresentativoen la Fig.

24). La especificidadde la unión se confirmó incubandopreviamentelas células con un

anticuerpo bloqueante de la unión IL-6/IL-6R que condujo a una casi total inhibición (>99%)

en la uniónde la IL-6 biotina.

Tambiénse investigóla expresióndel co-receptorde CD126, la glicoproteinagpl3O o CD13O.

En este caso sólo se realizó marcaje directo con anticuerpos monoclonales anti-CDL3O-PE en

7 LLC-Bs, tanto en sangre completa como en células mononucleares. En sangre completa se

obtuvieron los siguientes resultados: media aritmética=zá,4 %; desviación típica=5,6; Hm.

mín=O,7% y hm. máx=24%. En células separadas los resultados fueron: media

aritmética==2,8%; desviación típica=5,7; hm. mín=0% y hm. máx=’15,6%. Comose puede

deducir de estos datos, la detección de CD13O por CMF, mediante marcaje directo,

probablemente presente el mismo problema de baja sensibilidad que se ha comentado

anteriormente para CD126 (Fig. 25).
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4. 5. 3. La IL-6 del medio condicionadode la CE tiene un pesomolecular de 40-60 kDa

El hecho de que anticuerpos neutralizantes anti-IL-6 bloqueen completamente el efecto inductor

de supervivenciadel M.Cd en las células tumorales (Fig. 23) y, por otro lado, que los

resultados del fraccionamiento del M.Cd indiquen que el factor(es) soluble posee un peso

molecularaparentede40-60 kDa(Fig. 20 y 21) aportabados informacionesaparentemente

contradictorias: la IL-6, una proteína con un peso molecular de aproximadamente 25-32 kDa,

eluyecon un pesomolecularaparentequedoblael esperado.Con objetodeaclararestosdatos,

se cuantificaron los niveles de IL-6 en todas las fracciones del 5-200 obteniéndose los

siguientes resultados (Fig. 26):

—f3---IL-6 ng/ml -4- O.D (280 nm) ~FSC/SSC

80 : - : F-26Albúmina (67 kDa) 12

F-29lILAs (55 kDa)
F-5082m(l2kDa)

—

~C60 Ft26‘.4.:
~,50 8 ~

Z 40 : : 6 ‘~
—

F29E 30 : ¡y A •

— E
T

~ 20 . , eQee
~ ¡‘~~1

s : O
o .,.. o

1113 151719212325272931333537394143454749515355

N0 FraccionS 200

Fig. 26 Cuantificación de 11-6en las fraccionesauparesdel perfil de elación del 5-200.
Los nivelesde IL 6 de las fraccionesimparessecuantificaronconun ELISA paraIt-6. Los
resultadosde esteexperimentorepresentativoexpresanel porcentajede célulasapoptóticas
atendiendoa losparaimetrosde scatter.Lasflechas indicanla fraccióndeO.D utima de las
proteínasutilizadasparacalibrar la columna.
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1) IL-6 inferior a 1 ng/ml o no detectable, entre las fracciones 1-25, ambas inclusive

2) detección de IL-6 entre las fracciones 26-35, ambasinclusive, con una elución en forma

de pico, siendo la fracción de máxima concentración de IL-6 la número 31(11,44 ng/mí),

detectándose en los dos extremos del pico de elución 1,6 ng/ml (fracción 26) y 4 ng/ml.

(fracción35), respectivamente

3) detección de otro pico de IL-6 entre las fracciones 45 y 47, ambas inclusive, con un pico

máximo de 2,4 ng/ml en la fracción número 45

4) IL-6 inferior a 1 ng/ml o no detectable, entre las fracciones 36-44 y entre 48-51.

Por lo tanto el fraccionamiento del M.Cd por peso molecular realizado en el 8-200 muestra un

patrón de elución de 2 picos de IL-6, uno entre 40-60 kDa y otro en torno a los 25 kDa.

Además, si se correlacionan estos picos con el pico de máxima inhibición de apoptosis, se

observa que éste coincide con el pico de elución de IL-6 de 40-60 kDa (Fig. 26>. No se

detectan indicios de inhibición a nivel del pico de ILÓ de 25 kDa (fracción 45) utilizada a una

concentración idéntica (1,2 ng/ml en el pocillo) a la IL-6 de 40-60 kDa que sí inhibía la

apoptosisde la LLC-B (fracción27).

La proporción aproximada de IL-6 de 40-60 kDa y de 25 kDa se ha calculado considerando

varios datos. Por una parte se ha cuantificado la IL-6 mediante ELISA en el retenido del M.Cd

en un XM-50 a una concentración 30X, que fue de 180 ng/mí, es decir, 6 ng/ml a una

concentración lx; y tambiénseha cuantificadola IL-6 contenidaen el retenidode un PM-lo

concentrado15Xa partir del filtrado obtenido del XM-50, y contenía 35 pg/ml, esdecir, 2.4

pg/ml a unaconcentración1X. Esto significaquehay 2.500vecesmásIL-6 enel retenidodel

XM-50 que en el filtrado. Así pués, la IL-6 quedó mayoritariamente retenida en el XM-50

cuando se concentró el M.Cd (30X) en esta membrana, con cantidades prácticamente

vestigiales de esta citoquina en el filtrado. Por otra parte, sabemos que la concentración de IL-6

de 40-60 kDa tras fraccionar el retenido del XM-50 en un 5-200 es aproximadamente 10 veces

superiora la IL-6 de 25 kDa. Por tanto, si despreciamos la insignificante cantidad de IL-6 que

pasala membranadel XM-50, la proporciónentreIL-6 de 40-60 kDa y de 25 kDa es de

aproximadamente10:1.

En resumen, se puede concluir que la IL-6 derivada de las células endoteliales con capacidad

inhibidora de la apoptosis de la LLC-B, tiene un peso molecular comprendido entre 40-60 kDa.
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4. 5. 4. Marcaje metabólicoe inmunoprecipitación de la IL-6 del medio condicionado

Para una caracterización más completa de la IL-6 producida por las células endoteliales (puesto

que el pesomolecularde la IL-6 descritoen la literaturaesde 25-32kDa) serealizó un marcaje

metabólico con metionina-355 de las proteínas sintetizadas de novopor las CEs. Se recolectaron

tanto el sobrenadante (SN) como las CEs (después de la tripsinización). Las células se lisaron

y, tras centrifugación, se recogió la fracción correspondiente al citosol. La inmunoprecipitación

del SN y del citosol se realizó con un anticuerpo policlonal de conejo anti-IL-6. Los

inmunoprecipitados (¡Pr) tanto del SN como del citosol se resuspendieron en dos tipos de

tampón de muestra: 1) sin ¡3-mercapto-etanol, para mantener la muestra en condiciones no

reductoras y 2) con ¡3-mercapto-etanol, es decir, bajo condiciones reductoras. Las muestras se

corrieronen un SDS-PAGEal 12% (Fig. 27).

1 2 3 4
ng. 27.- Detección de la IL-6 contenida en el

— 87 kDa M.Cd mediante marcaje metabólico e
inmunoprecipitación. Las célulasECv-304 frieron
cultivadasdurante16 h. con [ “ S ] Metionina y el

— 44,1 sobrenadantefine inmunoprecipitadocon un Ac
policlonal anti-l1.-6de conejoenausencia(1 y 2) o

— 32,7 en presencia(3 y 4) de fi-mercaptoetanol. Los
carriles 1 y 3 se correspondencon el último pre-
aclarado y los carriles 2 y 4 con los
inmunoprecipitados.Lasmuestrasfrieron corridasen

SDS-PAGE12% y analizadastrasautorradiogratía.
— 17,7 A laderechaseindicanlospesosmolecularesde los

marcadoresestandar.
— 7,1

Este tipo de experimento(marcaje,inmunoprecipitacióny electroforesisen SDS-PAGE)se

realizó en tres ocasiones y en todas los resultados fueron los siguientes: 1) en las muestras del

¡Pr del sobrenadante aparece una única banda, que es específica, de aproximadamente 25 kDa.

Esta banda es más intensa en la muestra con ¡3-mercapto-etanol que en la que no lo tiene (Fig.

27) y 2) en las muestras de ¡Pr del citosol aparecen numerosas bandas si bien ninguna de ellas

pareceserespecífica,puestoque tambiénsedetectabanen mayor o en menor medida en el

correspondientepreaclarado(imágenesno mostradas).

Por lo tanto, estosresultadossugierenfuertementeque la IL-6 de 40-60 kDa detectadapor
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métodoscromatográficosno es resistentea las condicionesdesnaturalizantesdel SDS-PAGE.

En cualquiercaso, la nitidezde la únicabandade 25 kDaprácticamenteexcluye la posibilidad

de que la IL-6 interaccioneconotro tipo deproteínasintetizadade novopor la CE y contenida

en el M.Cd.

4. 5. 5. Comparación del efectoanti-apoptótico de la IL-6 del M.Cd de la célula endotelial

y de otra IL-6 natural

Tambiénsecomprobóel efecto inhibidor de la apoptosisde una ¡L-6 natural,no recombinante,

producidapor células de osteosarcoma.Se estudió su actividad en 6 LLC-Bs, utilizando

concentracionesentre7-400 ng/ml añadidasal M.C. En 1/6 LLC-B ninguna concentracióntuvo

actividad inhibidora. En las otras 5 LLC-Bs se observaron resultadossimilaresa los que

aparecen en la Fig. 28; es decir, inhibición de apoptosis a partir de 15 ng/mí, consiguiendo una

inhibición máxima en 200 ng/ml (concentraciones superiores no consiguen un mayor efecto),

equivalente a la conseguida por un M.Cd de CEs con 7 ng/ml. de IL-6 (Fig. 28).

Por lo tanto, se observa que la IL-6 natural de células de osteosarcoma consigue en la mayoría

de los casos(5/6) retrasarla apoptosisde la LLC-B, si bien las concentracionesnecesariaspara

alcanzarel mismoefectoqueel M.Cd de CEssonmuy superiores(=28veces)a las de la IL-6

de dicho M.Cd.
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Fig. 28.-Curva dosis-respuestadel efectoanti-apoptótico de la IL-6 natural
procedentedecélulasde osteosarcoma.Semuestraun ejemplorepresentativodel
anAlisis dela apoptosisa día + 1 en célulasde LLC-H cultivadascondiferentes
concentracionesde IL-6 naturalde osteosarcorna,desde7 a 400 ng/mI. Estos
resultadosse comparancon la apoptosisen M.C y en un M.Cd de CEs con 7
ng/mi de IL-6.
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4. 5. 6. Efecto de diferentesIL-6 recombinantesen la viabilidad de las célulasleucémicas:

correlación conla formación de diímeros

Una vez determinado el efecto anti-apoptótico mediado por la IL-6 natural contenida en el

M.Cd de las CEs y de células de osteosarcoma,pasamosa comprobarsi diferentes IL-6

recombinantesmostrabancapacidadde inhibición de la apoptosisin vitro de las célulasde la

LLC-B. Se ensayaron tres IL-6r de fuentes diferentes: levadura (IL-6r-Lev), células CRO(IL-

6r-CHO) y E. coli.

Se emplearon estos tres tipos de IL-6r por los siguientes motivos: 1) La JL-6r procedente de

levadura y de células CROson formas recombinantes glicosiladas de la citoquina y la IL-6r de

E. coli, no. Esto nos permitiría analizar posibles diferencias de actividad anti-apoptótica

relacionadas con la glicosilación, ya que la IL-6 natural producida por las células endoteliales

cabe suponer que está, al menos en parte, glicosilada y 2) Por otra parte, está descrito en la

literatura3M que existe una forma dimérica de IL-6r de E. coli de aproximadamente unos 45 kD

de peso molecular. Dicha molécula es, en cuanto a su peso molecular, parecida a la IL-6

procedente de CEs con actividad anti-apoptótica descrita en este trabajo (40-60 kDa). Los

estudios funcionales de esta IL-6 nos permitirían corroborar la importancia del peso molecular

de la IL-6 en la actividadanti-apoptóticasobrela LLC-B, si bienestaIL-6 recombinantetiene

una procedenciadistinta, que conlíevala ausenciade glicosilación (y tal vez otrasdiferencias

no conocidas).

En primer lugar se realizaron estudios funcionales añadiendo al M. C diferentes concentraciones

de IL-ár de levadura(n=t9) y de CRO (n=6), desde10 ng/ml hasta200 ng/ml. En estos

experimentosno se detectó inhibición en ningunaLLC-B con ningunade estasdos IL-6

recombinantes(Hg. 29).

En los cultivos con IL-6r de E. coli (n=2) sedetectóun efectoanti-apoptóticomuy discreto

comparadoconel del M.Cd (imágenesno mostradas).Concretamente,seensayarondesde0,1

ng/ml hasta 200 ng/ml de IL-6r de E.coli, cuantificando la apoptosis a día + 1. A partir de 2

ng/ml se detectó una ligera inhibición (13% con respecto al M.C), sin embargo, el incremento

de la concentración no mejoró de manera importante la respuesta: en concentraciones de 50,

100 y 200 ng/ml se detectó una inhibición del 17% con respecto al M.C (obteniéndose una

inhibición de la apoptosis>50% en las mismascélulascultivadasenM.Cd).
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U Día +1 f~ Día +2 flg. 29.- Efecto de la IL-6r derivada de

90 levadura (IL-Gr-Lev) y de célulasCHO

+ 80 (IL-Gr-CHO) sobre la apoptosis de la

— vi LLC-B. Se aliadierona los cultivos de70 células de LLC-B en M.C~ 60 concentracionescrecientesde IL-6r de

50 levaduray de CHO,entre10-200 ng/ml.
40 Se muestraun ejemplorepresentativode

los resultados obtenidos en la
a 30

~ 2<) concentraciónmáxima ensayada(200ng/mI), juntoa la mortalidadobtenidaen
10 las célulascultivadasen M.C y en un

o M.Cd de CEs que contenía7 ng/mi de

11-6.

ng/inI IL-6

Una vez detectadoestediscretoefecto anti-apoptóticopromovidopor la IL-6r de E. coli,

bastanteinferior al de la IL-6 del M.Cd, comprobamossi nuestraIL-6r de E. coli contenía

formasdiméricas,tal y comodescribela literatura.Paraello la IL-6r de E. coli sefraccionó

con idéntica metodologíaa la descrita para la IL-6 secretadapor las células ECV-304:

fraccionamientoen unacolumnade sephacryl5-200. Comosemuestraen la Fig. 30A, la IL-

6r derivadade E. coli mostróun patrónde elución que incluyó un primer pico mayoritario

(80% de la IL-6 recuperadatrasla elución)de IL-6 con un pesomolecularcercanoa45-50kDa

y otro minoritario (20%) conun pesomolecularde aproximadamente20-25 kDa, resultados

compatibles con la presencia de dimeros (IL-6D) y monómeros de IL-6 (IL-6M),

respectivamente.Ambas formas de IL-6 secompararoncon la IL-6 contenidaen el M.Cd de

las CEs en sucapacidadde promoverla supervivenciain vitro de las célulastumoralesde 3

LLC-Bs en día + 1. Comomuestrala Hg. 30B, sólo la IL-6 diméricade E. coIl demostró

efecto anti-apoptótico,con una respuestadependientede la concentración:se detectó una

reducciónde la muertecelulara partir de 0,05 ng/ml (15% de inhibición) quefue dependiente

de la concentración,hastallegara 5 y 10 ng/mí, dondesedetectóuna inhibición máximadel

30%, que se mantuvohasta una concentraciónde 80 ng/ml de IL-6 dimérica (datos no

mostrados). Estos resultados de inhibición de la apoptosis con IL-6~ de E. coli indicabanuna

mayor actividad que la conseguida con la misma IL-6r antes de su separación en las fracciones

monomérica y dimérica: 10 ng/ml de IL-6r de E. coli sin fraccionar inhibieron la apoptosis de

M.C M.Cd IL-ór-Lev IL-6r-CHO

6 7 200 200
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la LLC-B aproximadamenteun 14%, y la mismaconcentraciónde IL-6~ de E. coli consiguió

un 30% de inhibición. Sin embargo,el porcentajede inhibición alcanzadopor la 1L-6~ de E.

coli fue inferior al de la IL-6 del M.Cd de CEs (>50%)(Fig.30B). Además,por otro lado,

la IL-6 monoméricademostróno tenerefectoinhibidor de la apoptosisde la LLC-B (Fig. 30B).
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Fig. 30.- Perfil de eluciénde la IL-Gr de E. coK fraccionada en una columna de
sepbacrylS-200y actividadanti-apoptóticade la misma.(A) Se corrieron20 pg
de IL-6r de E. coli enunacolumnade sephacryl5-200,recogiéndosefraccionesde
200 pl. Las cantidadesde IL-6 en cada fracción fueron cuantificadasmediante
técnicaELISA. Las flechas indicanla fracciónquecontienela O.Dmáximadelas
proteínasutilizadas paracalibrar la columna.(B) Actividad anti-apoptóticade la
IL-ór dimérica(IL-óD) y monomérica(IL-ÓM) de E. ccli. Se muestranlos resultados
de un experimentorepresentativode un cultivo de LLC-B de 24 horas. Los
porcentajesde inhibición de apoptosis han sido calculados considerandoel
porcentajede muertecelular en M.C como el 100%.
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4. 6. LAS PROTEINAS Bcl-2 Y Bax DE LA CELULA DE LA LLC-B NO ESTAY

IMPLICADAS EN EL EFECTO ANIl-APOPTOTICO DE LA 1L-6 PRODUCIDA POR

EL ENDOTELIO

Conel objeto de investigarlos mecanismosmolecularesque subyacenen la inhibición de la

apoptosisde las célulasde la LLC-B en respuestaa la IL-6 dimérica,la cinéticadeexpresión

de dos proteínas de la familia bcl-2 fue analizada por citometria de flujo: Bcl-2, una proteína

descrita en numerosossistemascomo inductora de supervivencia,y Bax, que promueve

apoptosis en multitud de tipos celulares.

Hcl-2 se determinó utilizando un marcaje directo con AcMo anti-Bcl-2-FITC (n=6). Tal y

comomuestrala Fig. 31, prácticamenteel 100%de célulasexpresaronesteantígenoa tiempo

cero (porcentajede célulaspositivas:95,6±3,2%;IMF: 31,2±5,1).

Los primeroscambiossignificativosen los nivelesde expresiónde Bcl-2 habitualmentese

establecíana las 48 horasde cultivo, motivo por el cual se hanelegidoimágenesde 2 díasde

cultivo en el ejemplorepresentativomostradoen la Fig. 31. Paradójicamenteno seobservaron

diferencias significativas ni en el porcentaje de células positivas (91,3±1,7%versus

91,6±1,5%)ni en la IMF (45±5,1vs 46,2±3,4)del antígenoBcl-2, independientementede

que las células leucémicasfuerancultivadasenM.C (60,1±19,4%de célulasAnexina-V~) o

M.Cd (35,4±18,3%decélulasAnexina-V~).

Para la detección del antígeno Bax (n=2) se utilizó una técnica de marcaje indirecto, tal y

como se describeen Material y Métodos. A tiempo cero, entreel 50-60% de las células

tumorales expresaban dicha proteína (IMF:33). De manera inesperada, el porcentaje de células

Bax positivas se incrementó más en M.Cd (86%) que en M.C (65%), a pesar de existir mayor

viabilidad en las células cultivadas en M.Cd que en M.C; si bien en ambos casos la ¡MF

descendió con respecto a las células frescas (Fig. 31).

De estos resultados se deduce que no existe una clara correlación entre los niveles de expresión

de las proteínas Bcl-2 y Bax y el efecto anti-apoptótico descrito para la IL-6 contenida en el

M.Cd.
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Discusión

5.- DISCUSION

Comoya se mencionóen la introducción,la LLC-B esun síndromelinfoproliferativocrónico

caracterizado por la acumulación de células B monoclonales de larga vida media233 y en estado

de reposo232,ya quemasdel 95% de las célulasB neoplásicasse encuentranen la faseGO/Gí

del ciclo celular205 230, 231 Paradójicamente, estas células mueren rápidamente in vitro por
230, 234

apoptosís , sugiriendoque la muertecelularprogramada de los linfocitos 13 monoclonales
encultivo esel resultadode la ausenciade factoressolublesy/o celularesque, sin embargo,

sí estánpresentesiii vivo.

En el presente trabajo partimos de la hipótesis de que las señales anti-apoptóticas que recibe

la célulade la LLC-B ¡avivo pudieranprocederde otrascélulascercanasfísicamentea la célula

tumoral. Estascélulaspodríanserde origen hematopoyéticoo bien podríanser células de

estructuras como la íntima de los vasos sanguíneos o las células del estroma de la médula ósea,

con las cuales también existe una proximidad fisica. En este sentido, y conocida la capacidad

migratoriade las célulastumoralesde la LLC-B así comosu facilidadparacolonizardiferentes

órganos o tejidos’97 (médula ósea, bazo, ganglios linfáticos), consideramos que las CEs

pudieran comportarse como auténticas células “accesorias” responsables de la elevada vida

mediade las célulasde la LLC-B.

Nuestrosresultadosindicanque el M.Cd procedentede las CEs obtenidasde cordónumbilical

inhibe claramentela apoptosisin vitro de las célulasde la LLC-B. De igual manera,el M.Cd

procedente de la línea ECV-304 manifestó una fuerte actividad anti-apoptótica sobre las células

leucémicas. Las células de la línea ECV-304 crecen rápidamente, no requieren de factores de

crecimientoexógenos276y generanM.Cds con actividadpromotorade supervivenciade una

manera reproducible y constante tras varios pases. Estas propiedades nos permitieron utilizar

esta línea celular como fuente continua de M.Cd. Dicho M.Cd retrasabala muerte por

apoptosisde las célulasde la LLC-B con respectoal M.C durantelos tres primerosdíasde

cultivo. Despuésde estetiempo, los porcentajes de célulasapoptóticas(próximosal 100%,en

general) se igualaban en ambos medios, lo que claramente indica el consumo del factor (es)

soluble contenido en el M.Cd. Además, se detectó el efecto anti-apoptótico del M.Cd

procedente de las CEs en todas las LLC-Bs estudiadas al diagnóstico (p <0.001, en los días

+ 1, +2 y +3), independientementede la velocidaden la muertecelularde cadaLLC-B en
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M.C. La heterogeneidaden la muerte celularin vitro de la LLC-B ha sido descritareiteradas

veces54’235,236 por lo que la respuestahomogéneade todaslas LLC-Bs en M.Cd sugiereque

el factor (es) contenidoen dicho medio puedejugar un papelesencialen la vida media larga

que, in vivo, muestranestascélulas.A nuestrojuicio, el presentetrabajodescribeporprimera

vez un efecto inhibidor de apoptosisen las célulastumoralesCD194CD54de un factor (es)

soluble secretado por CEs. De hecho, el único antecedente descrito en la literatura a este

respectosugierequeel M.Cd de la líneade CEs EA.hy926no muestraactividad inductorade

supervivencia en las células de la LLC-13260. Esta diferencia puede ser atribuible a la distinta

naturaleza de las dos lineas celulares, ya que ECV-304 es una línea transformada

espontáneamente276,mientrasque EA.hy926es un híbridode célulaendotelial y de la célula

de carcinomaA549/8260. En cualquiercaso,los autoresde estetrabajo no indican el tiempoen

el que fue recolectado el M.Cd procedentede este línea celular, por lo que no puede

descartarse que, bajo ciertas condiciones y tiempos de cultivo, dicho M.Cd pudiera tener

actividadanti-apoptótica.

La determinación del porcentaje de células leucémicasapoptóticas cultivadas en M.Cd o en

M.C se realizó utilizando cuatro diferentes métodosde citometría de flujo: marcaje con

Anexina-V/IP, cambios en los parámetros de tamaño y granularidad (FSC/SSC), detección de

células con escisiones en su ADN(método del TUNEL) y de células con un contenido de ADN

inferior al de célulasviables(pico hipodiploide). Los cuatrométodosmostraroncinéticasde

muertecelularequivalentes,queseincrementabanprogresivamentea lo largode los tresdías

de cultivo. De estaformaconfirmamosque lacélulade la LLC-B apoptóticasiguepatronesde

comportamientosimilaresa los descritosen multitud de tipos celulares:pérdidade tamañoe

incremento discreto de la granularidad277,cortes en las cadenasde ADN27’ y pérdida

cuantitativay/o diferenteempaquetamientodel mismo279,así comoexposiciónde la fosfatidil-

sermaen la caraexternade la membranaplasmática274280 Los cuatrométodospermitieron

seguir las diferenciasen el porcentajede célulasleucémicasviablescultivadasen M.C y M.Cd.

Sin embargo, el porcentaje de células apoptóticas detectadas fue siempre superior con el

método de la Anexina-V/IP que con los otros tres. Este hecho es debido a que las células en

los estadios iniciales de la apoptosis ya expresan fosfatidil-serina en la cara externa de la

-88-



Discusión

membrana citoplasmática (Anexina-V~/IP1>, cuando aún las células mantienen casi íntegramente

sus características de tamaño y granularidad, así como su contenido de ADN. Estos resultados

están de acuerdo con otros estudios descritos en la literatura274 280 Además, hemos podido

objetivar con el método de la Anexina-V/IP una característica que, hasta el momento, sólo

había sido descrita en células marcadascon 7-amino-actinomicina-D(7-AAD)281: la

determinaciónde célulasen estadiosintermediosde apoptosis.Estascélulassecaracterizanpor

una discreta,pero cuantificable,pérdidade tamañoasí como por la captaciónespontánea

(membranacitoplásmicapermeable)del IP (células Anexina-V~/IP~~). En las células en

estadios finales de apoptosis se objetiva una pérdida notable de tamaño y una menor captación

de IP, lo que genera una señal de fluorescencia inferior (células Anexina-V~/IPfl. Estas

últimas células, denominadas células necróticas secundarias por Vermes y col.282,

probablementeno solo contengancélulasqueya hanperdidounagrancantidadde ADN, sino

tambiéncuerposapoptóticos.La detecciónde los mismosprobablementeseadebido a que

nuestrascondicionesde análisisincluíanuna amplificaciónelevadaparael parámetroFSC, de

tal manera que incluimos eventos de pequeño tamaño, de forma similar a Swat y col.277, los

cuales no son determinados habitualmente por otros autores259.

El estudiode la viabilidad celular con el colorantevital azul tripán y posterioranálisispor

microscopiaópticanos condujoa variasconclusiones.En primer lugar, que este métodono

puededetectarcélulasenestadiosinicialesde la apoptosis(célulasazul tripán negativas).En

segundolugar, el análisises muy subjetivo ya que en los estadiosde apoptosisen los que la

célulaaún mantienesus dimensionessereconocefácilmentesi la célula estáviva o muerta,

pero en fases de la apoptosis con pérdida importante de tamaño resulta bastante aleatorio

resolver si un elemento visto al microscopio es una célula o si es un resto celular o un cuerpo

apoptótico, ya que la resolución de la microscopia óptica no permite asegurarlo. Debido a estos

motivos hemos valorado con gran cautela ciertos resultados presentes en la literatura en los que

se utiliza estemétodoparael análisisde la apoptosisen la LLC-B.

Los resultadosobtenidos con la citometría de flujo fueron corroborados mediante la

electroforesisde ADN engelesde agarosa:estemétodocualitativo/semi-cuantitativopermitió

objetivardiferenciasmanifiestasen el contenidode ADN intactoy ADN fragmentado(patrón

en escalera)cuandolas células de la LLC-B fueron cultivadas en M.Cd y en M.C. Sin
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embargo, este método perdió sensibilidad en muestras en las que los linfocitos se encontraban

en estadios muy avanzados de apoptosis, llegando incluso hasta la desaparición del patrón en

escalera, como han descrito anteriormente Koopman y col.283.

Una vez comprobado el efecto anti-apoptótico del M.Cd derivado de las CEs, se investigó si

el contacto directo CE/célula leucémica jugaba también un papel relevante en la inhibición de

la apoptosisde las célulasde la LLC-B. Paraello serealizaronexperimentosen los que se

permitió la interacción física de ambos tipos celulares o se impidió insertando cámaras

transwell. Además, en estos experimentos también se incluyeron células de LLC-B cultivadas

en M.C y en M.Cd. En el análisisde la varianzade la muertecelularde la LLC-B en lascuatro

condiciones de cultivo (M.C, M.Cd, Cont.dir y Tranw) se encontraron diferencias

significativas (p<O.OOl) en los días estudiados (+1 y +3). En las comparaciones posteriores

se obtuvieron resultados que sirven para describir la cinética de la muerte celular a lo largo dcl

tiempo: ascendente en M.C y M.Cd, y mortalidad estable (forma de meseta) en ambos tipos

de cocultivo. Estacinéticade los cocultivossemanteníaen aquellosexperimentoscon estudio

de apoptosisin viti-o superiora 3 días.Estaaproximaciónexperimentalmostróun efectoanti-

apoptótico muy potente derivado del contacto entre las CEs y las células de la LLC-B, ya que

la viabilidad de estas últimas superaba el 80% tras incluso 8 días de cultivo. En los cocultivos

con transwellapenas se incrementaba la muerte celular desde el día + 1 hasta el día +8, si bien

el porcentaje de células apoptóticas siempre fue superior al de los cocultivos en contacto

directo. De estos datos se deducía que las interacciones célula-célula favorecen un retraso aún

mayor en la muerte celular programada de las células de la LLC-B que el detectado con el

factor (es) soluble contenido en el M.Cd, coincidiendo además con los resultados mostrados

por Long y col.260, que describen la inhibición de la apoptosis dependiente de contacto de las

células de la LLC-B con la línea de células endoteliales EA.hy926, y con los resultados

descritos por Jewell y col.284 en los cocultivos de LLC-B con células endoteliales de cordón

umbilical (HUVEC) y con células endoteliales obtenidas de médula ósea. Estos hallazgos son

tambiéncoherentescon los mostradospor Panayiotidisy col.259 o Lagneauxy col.’80, quienes

muestran que las células de la LLC-B sobreviven en cultivo cuando interaccionan con células

del estroma medular. En este sentido, la supervivencia en cultivo de las células leucémicas de
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linaje B con respecto al contacto directo con células estromales parece ser independientedel

estadio madurativo, ya que, tal y como se ha descrito, las LLAs de linfocitos 13 mantienen su

viabilidad durante largos periodos de tiempo cuando son cocultivadas con fibroblastos del
22 1-225

estroma . La necesidadde contactodirecto entrecélulasde estromay célulasB CD5~ para
la supervivenciade estasúltimas tambiénha sido establecidaen ratón, dondela población

mayoritaria13 CD5~ peritonealmantienesu viabilidad en cocultivocon las célulasestromales

del peritoneo285. Fuimos, sin embargo, incapaces de bloquear el efecto anti-apoptótico mediado

hipotéticamentepor contactoscélula-célula,incluso utilizando variosAcMo anti-moléculasde

adhesión conjuntamente, todos ellos de naturalezabloqueante. En este sentido Long y col.260

sugieren que el efecto anti-apoptótico podría estar mediado, al menosen parte, por la ¡~2-

integrina CDl lb. Sin embargo, estos autores no han publicado resultadosal respecto

posteriormente.Sorprendeasí mismo queLagneauxy col.180observandoel efectobloqueante

de adhesiónconvariosanticuerposanti-moléculasde adhesión(CD54, CD1O6, CDlía, CD1S

y CD49d), no indiquen en ningún momentoel efecto que dicho bloqueotiene sobre la

apoptosis.Si bien ya ha sido descritala capacidadque tienen las célulasde la LLC-B para

adherirsea diferentesproteínasde ME286, comoconsecuencialógicade su patrónde expresión

de moléculasde adhesión2M287,288 tambiénfuimos incapacesde inhibir la apoptosisiii viti-o de

las célulasde la LLC-B, bien utilizando proteínaspurificadas(colágeno,laminina, vitronectina

y fibronectina)o la complejared deproteínasde ME obtenidastras la lisis de las CEs.

La utilización deCEs fijadasconmétodostalescomoPFA, glutaraldehidoo etanol, todosellos

previamentedescritospor mantenerintactaslas propiedadesestructuralesy funcionalesde las

moléculasde adhesión289291eliminó el hipotéticoefectoanti-apoptóticomediadoporel contacto

célula-célula,descartándoseademásun posibleefectosinérgicoentreel factor (es) soluble

contenidoen el M.Cd y las interaccionescélula-célula.Paralelamentefuimos comprobandoque

los tiemposde adquisiciónde un númerode eventosfijo en el citómetrode flujo, eranmayores

(doble o triple) para las muestras procedentes de cocultivo en contacto directo que para las

procedentesde M.C y M.Cd. Todosestoshallazgosnos llevaron a pensar en la posibilidad de

fagocitosis de las células leucémicas apoptóticas por las CEs en los cocultivos en contacto

directo. Estasospechafinalmentefue confirmadamediantela detecciónpor CMF de células

leucémicasfagocitadas(previamentemarcadascon TAMRA) en el interior de las CEs. Por

-91-



Discusión

tanto, en nuestro sistema experimental, el retraso de la apoptosis observado en los cocultivos

en contacto directo fue debido al aclaramiento de células apoptóticas llevado a cabo por las
3235 275 oya ha sidCEs. La capacidad fagocitica de las células endoteliales y de los fibroblastos -

descrita. Buena parte de los datos publicados que confieren a células con capacidad adherente

un efecto anti-apoptótico sobre células leucémicas,pertenecienteso no al linaje B, tras

establecer contacto físico con ellas, carecen de aproximaciones experimentales que excluyan,

de manera directa o indirecta, la fagocitosis de la célula tumoral. Es probable, por lo tanto, que

se haya sobrevalorado sistemáticamente la contribución del contacto directo en la supervivencia

de numerosostipos celulares.

El proceso de malignización celular puede inducirse ya sea por una activación descontrolada

de la proliferacióncelular y/o tras inhibición de las vías metabólicasqueregulanla muerte

celularprogramada26.Tal y comosehadescrito205,las célulasde la LLC-B son, ensu mayoría,

células no proliferantes,por lo que estableceruna clara disociación entre apoptosis y

prol iferacién es esencial para valorar adecuadamente la relevancia patoflsiológica del factor que

contribuye a la supervivencia in viti-o de las célulasleucémicas.Paradójicamente,muchosde

los trabajosque describenfactoressolublescapacesde inhibir la apoptosisde las célulasde la

LLC-B no indican su efectoen la proliferaciónde las mismas235249. 251, 252 En esteestudio

hemos comprobado que el M.Cd tenía un efecto anti-apoptótico no mediado por prolíferación

y/o diferenciación. Confirmamos que las células de la LLC-B cultivadas en M.Cd mantenían

un porcentaje de células en fase 5 +G
2Mequivalente al del día 0, por lo que se descartó la

inducción de proliferación celular. Por otro lado, se comprobó que las células cultivadas

tambiénmanteníansus característicasinmunofenotípicas,sin alteracionesen los antígenos

directamenterelacionadosconla diferenciaciónde la célulaB comoCD2O, CD3S, CD138o

Igs. Estádescritoque la interacciónde unacitoquinaconsu receptorpuededesencadenaruna

señalde proliferación,diferenciacióno apoptosis/anti-apoptosiscelula<,dependiendodel tipo

celular y su estado madurativo, así como de la presencia o ausencia de otros factores en el

medio. Atendiendo a estas premisas, el factor (es) soluble contenido en el M.Cd derivado de

las CEs supone un excelente modelo experimental para estudiar como las células de la LLC-B

son capaces de mantenerse viables fis viti-o sin promoverproliferacióno diferenciacióncelular.

De hecho, y hasta el momento, en muy pocos sistemasexperimentalesseha descritoel efecto
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anti-apoptótico de una citoquina disociado de un posible efecto proliferativ&1 En este sentido,

es esencialincluir diferentesabordajesexperimentalesque muestreninequívocamenteque la

señal mediadapor el factor solublese integraen víasmetabólicasde supervivenciay no de

proliferación y diferenciación, al menos en tipos celulares que, como la LLC-B, muestran una

prolongada vida media in vivo con un índice proliferativomuy bajo. Por lo tanto, todo aquel

estudio que describa un factor de supervivenciasin descartarun estímuloproliferativo o, en el

casode que la señalanti-apoptóticarequierael contactodirecto con la célula “feeder”, un

procesofagocítico, ha de servaloradoconciertasreservas.

El factor contenidoen el M.Cd derivadode las CEs con capacidadanti-apoptóticasobrelas

célulasde la LLC-B demostróser la IL-6, ya que: a> la actividadanti-apoptóticadel M.CU fre

bloqueadacon anticuerposneutralizantesanti-IL-6 y b) el factorpromotorde la supervivencia

de las células leucémicas eluyó en las fracciones comprendidas entre 40 y 60 kDa en una

filtración sobre gel en S-200, fracciones que, por ELISA, contuvieron cantidades notables de

IL-6. Por lo tanto, este trabajo describe por vez primera el efecto inhibidor de apoptosis de una

citoquina natural (no recombinante) sobre las células de la LLC-B. Es interesante recalcar que

en las concentracionesmáselevadasde anticuerposanti-IL-6 queutilizamosno sólosebloqueó

totalmenteel efectoanti-apoptóticodel M.Cd, sinoque, en estascondiciones,el porcentajede

célulasleucémicasapoptóticasfue superioral registradoenM.C. Además,pudimosobservar

(datos no mostrados) que en 5/5 LLC-B la mortalidad basalen M.C seincrementabaentre10-
20% cuando se añadían al cultivo anticuerpos policlonales de conejo anti-IL-6 (150 pg/ml), lo

que parecía indicar un posible efecto autocrino de una IL-6 producida por la propia célula

leucémica. Integrando estos resultados, la adición de anticuerpos anti-IL-6 al M.Cd bloquearía

no sólo la IL-6 del M.Cd, sino también el posible efecto anti-apoptótico de la IL-6 producida

por la propia célula leucémica. Obviamente, la secreción espontánea de IL-6 autocrina en

ningúncasoes suficienteparainhibir la apoptosisde la LLC-B, comoindica la muerterápida

iii viti-o quecaracterizaa las célulasde estaleucemia.De hecho,se ha descritoque la IL-6 es

sintetizadapor las célulasde la LLC-B, así comopor las célulasB normalesactivadas293.La

célula 13 de la LLC-B expresa constitutivamente el gen de la IL-6 y produce esta citoquina en

ausencia de estímulos exógenos (~ 57 pg/ml) en concentracionessignificativamentemásaltas
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que la célula 13 de controlessanos257294Además,en las célulasde la LLC-B puedeinducirse

una mayor producción de esta citoquina tras estimulación con PMA295 o TNFa253.En el caso

de los pacientesde LLC-B conpatologíaautoinmuneasociada, la producción de IL-6 por las

célulasleucémicasiii viti-o es significativamentesuperiora la de los pacientessin patología
294

autoinmune

De las citoquinas inhibidorasde apoptosisde las células de la LLC-B descritashastael

momento,sóloen dos de ellasseha sugeridoquécélulapodríaser la fuentede producción:una

es la IL-6 secretadapor la propiacélula leucémica,aunquesin experimentosqueapoyental
- 253

aseveraclon ; la otra es la IL-8, cuyo efecto anti-apoptóticose conseguiríacon las
concentracionesque se alcanzan una vez que la propia célula leucémica la libera

constitutivamente254’~ Estos trabajos sobre el efecto anti-apoptótico de la IL-8 no han

consideradootra posiblefuenteque no seala propiacélula leucémica.Sin embargo,la IL-8

también es una citoquina producidapor las células endoteliales296.En nuestro estudio

descartamosque el factor soluble inhibidor de apoptosisen la LLC-B presenteen el M.Cd de

las CEs fuerala IL-8, ya queanticuerposneutralizantesanti-IL-8 no bloquearonel efectoanti-

apoptóticodel M.Cd. Parael resto de citoquinas inhibidoras de la apoptosis en la LLC-B no

sehan aportado resultados en la literaturaqueorientensobreel origencelular ni, por lo tanto,

del posiblemecanismofisiológico queindique supotencial papel en la acumulaciónde células

B monoclonalesla vivo.

Lagneauxy col.’80 describenqueel mediocondicionadode día +2 producidopor las células

de estromamedularno sólo no inhibeapoptosis,sino quela incrementa.Enestesobrenadante

detectanniveles de IL-6 bastanteparecidosa los que nosotros hemos detectadoen cl

sobrenadantede las CEsa día +3 (>5 ng/mí). Estoshallazgoshacenpensaren al menosdos

explicaciones:1) que la IL-6 producidapor las célulasde estromaes diferentea laproducida

por las CEs o 2) que en el medio condicionadode las célulasde estromahayaotros factores

solublesinductoresde apoptosisque, o no existeno estánpresentesen menorproporciónen

el M.Cd de las CEs.De hecho,estosautores’80cuantificanparalelamentela concentraciónde

IL-lO en el medio condicionadode día +2 de las células de estroma(aproximadamente1

ng/mí). Ya queestacitoquinahasidodescritaporalgunosautorescomo inductorade apoptosís

en la LLC-B~2, el efecto inductorde apoptosisdel M.Cd procedentede las célulasde estroma
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quizápuedadebersea la presenciade estacitoquina.

En lo que respectaa las posiblespeculiaridadesestructuralesde la IL-6 natural sintetizadapor

las CEs que le confieransu propiedadanti-apoptóticasobrela célula B de la LLC-B, en el

presentetrabajohemosllegadoa determinarqueexisteuna forma de IL-6 producidapor estas

célulascon un pesomolecularde 40-60 kDa, aproximadamenteel dobleal descritoparaesta

citoquina(20-30kDaV97. Además,nuestrosresultadosindicanque la formamayoritariade la

IL-6 secretadapor las CEs correspondea la de másalto pesomolecular(40-60 kDa), en una

relaciónmolaraproximadade 10:1 con respectoa la 1L6 de — 25 kDa, claramente minoritaria.

Aún más interesante,fraccionesdel S-200con cantidadesequivalentesde IL-6, ya seade 40-60

kDa o de 25 kDa (F-27 y F-45, respectivamente de la Fig. 25), mostraron efectos

marcadamente distintos: la IL-6 de 40-60 kDa inhibió la apoptosis de las células leucémicas,

mientras que la IL-6 de — 25 kDa no tuvo efecto.

La descripciónde una IL-6 que, utilizando filtración sobre gel, muestreun pesomolecular

manifiestamentesuperioral descrito clásicamenteparaesta citoquina (20-30 kDa)297 tiene

numerososantecedentesen la literatura. Así, por ejemplo, May y col.298 utilizan medio

condicionadoprocedentede cultivos de fibroblastosFS-4comofuentede IL-6 natural: tras la

separaciónen una columnade SephadexG-200, detectanIL-6 con pesosmolecularesque

oscilanentre20 y 85 kDa, comprobandoqueel complejode IL-6 de aproximadamente85 kDa

está constituido por monómerosde 23-25 kDa 0-glicosiladosy de 28-30 kDa N y O-

glicosilados,y que los complejosentre45-70kDa estánconstituidosporespeciesmonoméricas

de 23-25 kDa 0-glicosiladas.Por otro lado, Wijdenesy col.299, en estecasopartiendode un

IL-6r de E. coli, describenuna IL-6 de 46 kDa y otra de 23 kDa. Hallazgossimilareshan sido

registradospor Ward y col.300’ 301 conla IL-6r de E. coli, describiendoen estecaso una IL-6

de aproximadamente40 kDa a la que denominanIL-6 dimérica (IL-6~) y otra de unos20 kDa

o IL-6 monomérica(IL-6M).

Dos deestosgruposhanrealizadoestudiosde actividadbiológicade la IL-6 de diferentePm.

En el casode la IL-6 procedentede fibroblastos298las fraccionesde 20-45 kDa demostraron

mayoractividadque lasde 50-70 kDa sobre el crecimiento del hibridoma B9, mientras que en

el ensayode estimulaciónde hepatocitosHep3B las diferentesformas de IL-6 tuvieron una

—95-



Discusión

actividadmuy similar. De los dos gruposquehan separadoIL-6D e IL-6M de E. coli, sólouno

hacomparadola actividadbiológicade ambas301,detectandounamenoractividad biológicaen

[a IL-6D queen la IL-6M, tanto en el bioensayosobrehepatocitosHepG2comoen el ensayodel

hibridoma7TDI. Así mismo, la forma diméricade IL-6 no esun hechoaisladoen el conjunto

de factoressolubles,ya que sehan descritoformasmultiméricasen grancantidadde citoquinas:

dímerosde IL-5302, IL-10303, IFNfl3M, IFNy305 y de las quimioquinasIL-8306 y RANTES307-

dímerosy trímerosde MW (macropizagemigrañonin/zibñoyfactorY08;y trímerosde TNF3%

Se ha comprobadola mayor actividadbiológica de las formasdiméricascon respectoa las

monoméricasen IL-5310, IL-10303 e IL-8311, y en la forma triméricade TNF312. De todos estos

datos se deduceque las interaccionesproteína-proteína,que puedenconducir o homo- o

heterodimerizaciónde las mismas,son esencialesen muchosprocesosbiológicos.El hechode

que la literaturadescriba,hastael momento,efectosbiológicosde la IL-6 diméricasimilares

o menospotentesa la IL-6 monoméricapuedeserdebidoa la elecciónde ensayosbiológicos

utilizando líneascelulares,no necesariamenterepresentativosde la posiblerespuestade una

célulanormalo tumoral (en nuestrocaso,las célulasleucémicasde la LLC-B).

La determinacióndel Pm aparentede la IL-6 en su forma nativa,utilizando filtración sobregel

en un S-200 nos permitió determinarla actividad anti-apoptóticade las fraccionesobtenidas

sobrelas célulasde la LLC-B. Sin embargo,el marcajemetabólicocon metionina-355de las

CEs y posterior inmunoprecipitaciónde la IL-6 del sobrenadantemostró una única banda

específicade IL-6 de = 25 kDa en SDS-PAGE:es decir, la IL-6 nativade 40-60kDa detectada

mediante filtración sobre gel, en condiciones desnaturalizantes(con o sin condiciones

reductoras)seescindeen IL-6 de — 25 kDa. Estosdatos sugierenque la IL-6 de 40-60kDa

secretadapor las CEs esun dímero de IL-6 formadopor la asociaciónno covalentede dos

monómeros.

La detecciónde la formadiméricade IL-6 en gelesde SDS-PAGE,ya seaIL-6 recombinante

de E. coli, IL-6 naturalproducidapor fibroblastoso por célulasendoteliales,o IL-6 sérica(o

de otros fluidos corporaleshumanos),aportaresultadosmuy dispares.Así, Wijdenesy col.299

enel análisisen SDS-PAGEde la IL-6r de E. coli detectan,tantobajocondicionesreductoras

como no reductoras,unabandade alto Pm de 40-45 kDa (IL-6D) y otra de 20-24kDa (IL-ÓM),

-96-



Discusión

lo que indica quela IL-6~ no es disociadaen condicionesdesnaturalizanteso reductoras.Sin

embargo,Ward y col.301, en un estudiode nuevoconunaIL-6r de E. coli, detectanen SDS-

PAGE, tanto en condiciones reductoras como no reductoras, una única banda de

aproximadamente23 kDa, lo que indica que la ILáD se disocia en condiciones

desnaturalizantes.Entre ambos trabajos se advierte una diferencia metodológicaen la

separaciónde la IL-6 diméricay monomérica:el grupo quedetectaen SDS-PAGEla IL-6 de

alto Pm2~utiliza, comopasoprevio a la filtración en gel una columnade S-Sepharosaen la que

se eluye la IL-6 (diméricay monomérica)con acetatoamónico 1 M, mientrasque Ward y

col.301, que no detectanIL-6 de alto Pm en SDS-PAGE, separandirectamentemediante

filtración sobregel ambasIL-6 en PBS (diméricay monomérica)en unacolumnaequilibrada

conel mismotampón,esdecir, utilizando una metodologíaque, aúnpartiendode fuentesde

IL-6 diferentes,seasemejaengran medidaa la utilizadapornosotros.Con respectoa la IL-6

naturalproducidapor fibroblastos,la gran mayoríade los trabajospublicadoscoincidenen

señalarque la IL-6 diméricano esestablebajo condicionesdesnaturalizantes.May y col.298

estudianla IL-6 secretadapor fibroblastoscrecidosen medioconmetionina-355,la separanen

unafiltración sobregel, e inmunoprecipitanla IL-6 obtenidaen cadaunade las fraccionesdel

G-200. Tras SDS-PAGEy autorradiografía,todaslas fraccionesde IL-6 conpesosmoleculares

comprendidosentre45 y 85 kDa en el 6-200dieronlugar abandasde23-30kDa, equivalentes

a la forma monoméricade la citoquina. De igual manera,el medio condicionadoprocedente

de fibroblastosestimuladoscon IL-1¡3 y marcadoscon metionina-35S,sólodetectóespeciesde

24-29 kDa313. Van Dammey col.314, con unacromatografíade afinidadpreviaa la filtración

sobre gel, detectanuna sola banda de IL-6 de 24 kfla bajo condiciones reductoras.

Sorprendentemente,Santhanamy col.315, pertenecientesal mismo laboratorio que May y

col.298,detectanespeciesde IL-6 de 45 kDa inmunoprecipitandodirectamentela IL-6 marcada

con metionina-355del medio condicionadoen crudo procedentede los fibroblastos. En lo

referentea la IL-6 natural producidapor las células endoteliales (HUVEC) la literatura

disponibleindica queCEs no estimuladaso estimuladasconLPS316, estimuladascon

o con IL-4 y/o ¡FN>»’7 muestranbandasde IL-6 de 23 a 29 kDa en geles de SDS-PAGE.

Todosestostrabajos desarrollan una metodologíacomún: marcaje metabólico con metionina-355

e inmunoprecipitación.De nuevoesel grupode May y col.318 quienes capazde detectartras
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SDS-PAGEtanto la IL-6 monomérica(formasde 23-25 y 27-30kDa) como dimérica(45 kDa)

en inmunoblot. Estosautoresrealizanuna inmunoafinidadpreviaal M.Cd procedentede las

CEs (con unaelucióna pH 2), por lo queno esdescartableque elpH extremoque acompaña

a la elución de la proteínapuedaestabilizarla estructuramoleculardel dímero.Por lo tanto,

la IL-6 de 45-60kDa producidapor las CEsen nuestrosistemaexperimental,disociablebajo

condicionesdesnaturalizantes,coincide en sus propiedadescon la práctica totalidad de lo

publicadocon 1L6 diméricasobtenidasde diferentesfuentescelulares.La posibilidadde que

la ¡U de 45-60 kDa no sea un homodímeroprocedentede la unión no covalentede dos

monómerosde 23-30kDa, sino un heterodímeroconstituidoporun monómerode IL-6 y una

segundaproteínade un pesomolecularequivalentesecretadaa su vez por la CE esaltamente

improbable,ya que la bandade 25 kDadetectadapor SDS-PAGEesúnica,sin ningúnatisbo

de desdoblamiento.

La relevanciafisiopatológicade nuestroshallazgosviene dada, comoya se ha dicho, en la

detecciónde unacitoquinade origen natural, no recombinante,producidapor CEs, un tipo

celularconel que, muy probablemente,interaccionade maneraconstantela célula 13 leucémica

iii vivo. Las peculiarescaracterísticasque acompañana estaIL-6 (Pm de 40-60kDa), junto a

los nivelesséricoselevadosde esta citoquinaen los enfermosconLLC-B257’ 294 haríanmuy

interesantela determinaciónde estaforma diniéricade IL-6 en el suerode estospacientes.De

hecho,sesabeque ciertosestímulos,comoel TNF o la endotoxina,son capacesde inducir la

producciónde IL-6 iii vivo en humanos,si bien la fuentede estaIL-6 no ha sidodeterminada.

La caracterizaciónde la IL-6 en suerode pacientestratadosconTNF319 y en controlessanos

tratadosconendotoxina(LPSV20 mediantecolumnasde afinidad,SDS-PAGEe inmunoblot,

ha mostradounaIL-6 mayoritariade 45 kDa. En ambosartículosrefierenque estamolécula

de IL-6, a la que llamanIL-6 poliméricade 45 kDa, sedisociaespontáneamenteen especies

monoméricasde 25 a 30 kDa despuésde permaneceralmacenadaa 40C (tiempo no

especificado).Tambiénsehandetectadoniveleselevadosde IL-6 en suerode enfermoscon
321

bacteriemía , así comoen los fluidos de compartimentoscon infección localizadacomo en

meningitis(líquido cefalorraquídeo)321,en pacientescon artritis reumatoideo postraumática322,

y en infección intraamniótica323.Con la excepciónde la corioamnionitisinfecciosa,dondesólo
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sedetectanformas monoméricasde IL-6 (23-30 kDa), en el restode las patologíasdescritas

son detectadasformas monoméricas(23-30 kDa), diméricas (45 kDa), e incluso de pesos

molecularesmásaltos(60-70kDa). Resultade especialinterésla detecciónde unaIL-6 de 45

kDaen humanostratadoscon TNFa319,ya queesbienconocidoel hechode quelos nivelesde

TNFa están elevados en el suero de los pacientes con LLC-B324.

Paracomprobarla especificidaddel efectoanti-apoptóticode la IL-6 de CEssobrela LLC-B

estudiamos,por unaparte, la expresióndel receptorde IL-6 (CD12Ó)en las células leucémicas

y, por otra, la actividadde la IL-6 secretadapor las CEs sobrela apoptosisde otros linfocitos.

En el presenteestudio,el método mássensiblepara la deteccióndel CD126 en las célulasB

de la LLC-B fue el marcajecon IL-6-biotina, encontrándoseunaexpresióndel receptoren

todaslas leucemiasestudiadas(9/9), con un intervalode positividadsegúnlos casosentre57-

97%. Otrosautores,medianteel marcajeconanticuerposmonoclonalesanti-CD126 conjugados

conbiotina, handescritode igual manerala expresiónen membranade CD126en la mayoría

de las LLC-Bs, así comoun aumentosignificativo en la concentraciónde la forma solublede

CD126(CDI26s)en el suerode los enfermoscon LLC-B con respectoa los controlessanos325.

La expresiónde CD 126 en la célula B normalde sangreperiféricasin estimularesnula325’ 326

o muy escasa327.Por el contrario, las células13 activadassí expresanCD126326. Nuestros

ensayosdemuestranque el M.Cd de las CEsno inhibió la apoptosisde los linfocitos totalesde

sangreperiféricaprocedentesde individuossanos.Si tenemosen cuentaqueun alto porcentaje

de estos linfocitos son células T, y recordamosque una parte importantede estascélulas

expresanel receptorparaIL-6 (CD126) en su membrana325’327,pareceevidentequela IL-6 del

M.Cd no tieneactividadanti-apoptóticasobrelos linfocitos normalesde sangreperiférica,a

pesar de que muchos de ellos expresanen su membranael receptorparaesta citoquina.

Tambiénhemoscomprobadoqueel M.Cd de las CEs no retrasala apoptosisde las célulasB

totalesde amígdala,ni tampocode las células13 de CG y de MF parcialmentepurificadas.

Hastael momentosehadescritoque una partede las células B deCG expresanCD126328.

Nuestrosresultadosexperimentalesindican que CD126se expresaen unapartede las células

de CG y en unapartede las célulasde MF (datosno mostrados).Sin embargo,a pesarde la

expresiónparcial de CD126,no sedetectaun retrasoen la muertede las célulasB de CG y MF
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cultivadascon M.Cd. Nuestroshallazgossugierenclaramentequeuna forma funcionalmente

activadel receptor,másquesu presenciao ausencia,puedeserel factor limitante paraexplicar

el efectobiológico de la IL-6 de 40-60 kDa procedentede las CEs.

El efectodel M.Cd de las CEs en la viabilidad de las células tumoralesde otros síndromes

linfoproliferativoscrónicos(SLPC) muestraun efectoinferior, perodetectable,en un casode

linfoma de mantoy otro de LPL-B, conrespectoa lo registradoen las célulasde la LLC-B.

Por lo tanto, no sepuededescartarun posibleefecto inhibidor de la IL-6 secretadapor la CE

en la apoptosisde estascélulas tumorales.Aún cuandohay pocosdatosfuncionalessobrela

apoptosisde otros SLPC distintos a la LLC-B, en un trabajo recientese describeque 4/7

linfomascentrocíticosen faseleucémicaexpresanCD126 en su membranay, al igual que en

la LLC-B, los nivelesde CD126sen sueroson significativamentesuperioresa los detectados

en controlessanos325,dato quetambiéndejaunapuertaabiertaa la posibilidadde inhibición

de la apoptosispor IL-6 a travésde su receptor.

131 receptorparala JL-6 estáconstituidopor dospolipéptidos:la cadenaa(IL-6R o CD126),

unaglícoproteinatransmembranade 80 kDa que se unea la IL-6 con baja afinidad y sin

capacidadparatrasducirningúntipo de señal,y unacadenaIB (gpI3O o CD13O), tambiénuna

glicoproteinatransniembranade 120 kDa, quese uneal heterodímeroJL-6-IL-6Rparaformar

el complejode trasducciónde señalde altaafinidad329.Concretamente,es la homodimerización

de dosmoléculasde gp130 a travésde un puentedisulfuro, tras la uniónprevia de la IL-6 con

IL-6R, lo que estimulaa unaactividad tirosín-quinasa330.Medianteestudioscromatográficos

de filtración en gel y equilibrio de sedimentaciónse ha determinadoque la IL-6 se une al

dominio extracelularde IL-6R, formando un heterodímero3iAdemás, en presenciadel

dominio extracelularde gpl3O, sepodría formar un complejohexaméricocompuestopor 2

moléculasde IL-6+2 moléculasde IL-GR+2 moléculasde gp130300 301, 331 El modelo de la

interacciónde la IL-6 diméricao monoméricarecombinantede E. coli por su receptorsoluble

(IL-6Rs o CDI26s) sugiereque la IL-6M se unea unasolamoléculade IL-6Rs, mientrasque

la IL-6~ seunea dos moléculasde IL-6Rs2~’301’332, Estosresultadosindican, segúnlos autores,

una mayorafinidadde IL-6D por su receptorquela 1L-6~. Si estascaracterísticasde afinidad

semantuvieranparael receptorde membrana(no soluble), la IL-6~, producidapor las CEs se

uniría a dos IL-6R, lo quepodría inducir una señal,en estecasoanti-apoptótica,máspotente
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que la IL-áM.

Se ha descrito recientementeun modelo tridimensional del complejo hexaméricopara el

receptordela IL-6333 basándoseen observacionespreviasaportadasen estudiosde mutagénesis,

datos bioquímicos y estructuradel complejo hGH-hGHr (complejo de la hormona de

crecimientohumana(hGl-1) con su receptor(hGHr)). El modelo tridimensionalhexamérico

inclina a los autoresa predeciruna interacciónIL-6-IL-6 de bajaafinidad, ideaya expresada

anteriormenteporPaonesay col.331, queseríaun pre-requisitoparael ensamblajefuncional del

complejohexaméricode la IL-6333. La interacciónde la IL-6~, unaforma preestablecidade dos

monómerosde IL-6, con su receptorpodríaentoncesfacilitar la formación del complejo

hexamérico.

Ward y col.30’ describen,sin embargo,que el complejoIL-6D+2 moléculasde IL-6Rs no

parecetenercapacidadpara formar el complejoliexaméricocon gpl3O soluble(gpl3Os), es

decir, el complejoIL-6/IL-6Rs/gpI3Os2:2:2~~’. De hecho,en el ensayobiológico queutilizan

paracompararla actividadde lasdos formas de IL-6, observanquela IL-6 diméricaantagoniza

la actividadde la IL-6 monoméricasobreuna de las víasde trasducciónde señalde IL-6, en

la que se producela fosforilación en tirosina de 5TAT3334. Somersy col.333 y Mattehewsy

col.334explicanestosresultadosatendiendoa las zonasde la IL-6 quesepuedenunir a IL-6R

y a gp 130: a) Sitio 1, zona de la IL-6 donde se sitúan el N-terminal y el C-terminal, para la

unióna IL-6R; b) Sitio 2, para la unióna la primeramoléculade gpl3O; y c) Sitio 3, para la

unióna la segundamoléculade gp130. En la lL-6D334 el Sitio 1 quedalibre parala unióna IL-

6R. Sin embargo,el Sitio 3, utilizado parala formacióndel dímerode IL-6, no podríaunirse

a gpl3Os.Sin embargo,hay que recordarque el efectoinhibidor de la IL-6~ seestableceen

un ensayo de fosforilación de STAT3, una vía implicada en procesos de

proliferación/diferenciación, no de apoptosis (ver más adelante). Además, parte de estos

hallazgos están basados en un sistema libre de células30’. Por lo tanto, no es en absoluto

descartable que si dos monómeros de IL-6 pueden conducir a la dimerización del receptor, la

IL-6D puedainducir la formaciónde oligómerosdel receptor, amplificando por lo tanto la señal

a nivel intracelular. En este sentidoes posibleque la “clusterización” del receptorde IL-6

conduzcaa unarespuestabiológicaúnica.
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La descripciónde la IL-6 comoun factor anti-apoptóticopara las célulasde la LLC-B es un
51 252 ntrasReithechocontrovertido:unosautoresno encuentranefectoalguno2 , mie tie y col ,253

describenun efectopromotorde supervivenciaen las célulasleucémicas.Nuestrosresultados

mostraronque diferentespreparacionescomercialesde IL-6, naturalesy recombinantes,

mostrabanefectosdiversosen las célulasde la LLC-B: la IL-6 natural procedentede células

de osteosarcomamostró un notableefectoanti-apoptótico,aunqueno tanllamativocomo la IL-

6 contenidaen el M.Cd y necesitandoademásde concentracionessuperioresa las presentesen

el sobrenadantede las CEs. La JL-6r de E. coIl, sin embargo,mostróun efectomuy leve.

Puestoque,comoseha citado301,la IL-6r de E. coli estáconstituidapor la combinaciónde IL-

6D e IL-6M, separamosambasfracciones,y comprobamosque sólo la IL-6 dimérica tenía

actividad anti-apoptótica, si bien claramente inferior a la mostrada por la IL-6 de la CE. Esta

menor actividad de la IL-6,
3 de E. coli con respecto a la IL-6 de 40-60 kDa procedente de CEs

podría deberse a una mayor inestabilidad de la forma dimérica de la IL-6r. De hecho,

Matthews y col.
334 demuestranque la disociaciónde la IL-6~ de E. coli en IL-6M es de

alrededordel 25% a las 24 horasy de casi un 50% a los 3 días(a 370C).Por el contrario,

nuestrosestudiosde ternioestabilidadde la IL-6 contenidaen el M.Cd mostraronque su

actividadse manteníainclusotras el calentamientoa 900C.

Nuestrosresultadosindicanque la glicosilaciónno es necesariaparala formaciónde dímeros

de IL-6, ya que la IL-6 deE. coli mostróen la filtración sobregel un doblepico de 1L-6~ e IL-

6M• Esta observaciónes compatiblecon las descritaspara otros factores solubles335. Sin

embargo,la menoractividadde la IL-6
0 de E. coli podríadebersea la no glicosilaciónde la

misma.Comosesabe,la IL-6 puedeser producidade maneraconstitutivao regulablepor
297 336 No sehamultitud de tipos celulares . estudiadoel Pm de la IL-6 de todasestasfuentes,

si bien se considera que oscila entre 20-30 kDa. Existe, por tanto, una heterogeneidad en el Pm

de la IL-
6M debida a modificaciones post-translacionales tales como N- y 0-glicosilaciones y/o

a diferentes fosforilaciones297. En fibroblastos, las IL-6 de 23-25 kDa son 0-glicosiladas y las

especies de 28-30 kDa son N- y O-glicosiladas315. También se han detectado diferencias en la

fosforilación de la IL-6 y se ha sugerido que éstas podrían servir para modular su función de

una manera específica de tejido337. Nuestros resultados sugieren que la glicosilación juega un

papel escasamente relevante, ya que una IL-6r procedente de células CHO(constituida por IL-
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e IL-ÓM, según los resultados no mostrados que obtuvimos mediante una filtración sobre gel

idéntica a la llevada a cabo con IL-6r de E. coli), y por tanto, glicosilada, no mostró efecto

anti-apoptóticosobre la LLC-B.

Además de la probable disociación de la IL-6~ en IL-Ñ de la IL-6r, hay que destacar las

diferentes propiedades funcionales mostradas por proteínas recombinantes aparentemente

idénticas. Así, la IL-6r de células de mamífero33’ tiene una alta actividad antiviral y baja

actividad sobre células 8; la IL-6r de E. coli ensayada por May y col.339 tiene actividad

antiviral y sobre células 8, mientras que la IL’-6r de E. coli de Hirano y col.MO no tiene ninguna

actividad antiviral y tiene alta actividad sobre células 13. Una diferencia estructural basada en

diferentes glicosilaciones de la proteína no es posible ya que se detecta una diferencia funcional

importante entre dos IL-6r procedentes de E. coli. Situaciones parecidas también se han

descrito para otras interleuquinas recombinantes: IL-8r derivadas de células endoteliales y de

monocitos, respectivamentetienen actividadesmuy diferentes,ya que la IL-8r de células

endotelialesinduce apoptosisen numerosaslíneas de leucemias,mientrasque la IL-8r de

monocitosno tieneningúnefecto341.De igual manerasehandetectadodiferenciasnotablesen

la actividad de las formas nativa y recombinantede algunascitoquinasTM2. Es importante

destacar que dada la trascendencia que parece tener la IL-6D en la supervivencia de las células

de la LLC-B, y la ausencia de actividad de la forma monomérica, la falta de eficacia de los

preparadoscomercialesde IL-6r puedeserdebidaal efectocompetitivo quela IL-6M tienecon

la IL-6D con respecto a la unión al receptor de citoquina. En este sentido la separación por Pm

es un pasoesencialparaensayarel efectodeestacitoquina.

Las señalesintracelularesque median el efecto anti-apoptóticode la IL-6 de 40-60 kDa

contenidaen el M.Cd de las CEs aúnno hansido estudiadasen profundidad.Se sabeque

después de la unión de la IL-6 a su receptor y de la homodimerización de gp 130, se puede

producir la activación de 2 vías principales de trasducción de señales: 1) la activación de las

quinasas JAK-TYK, que determina la fosforilación en tirosina del factor de transcripción

STAT3 y, en menorgrado,de STAT1, y 2) la activaciónde ras, que da lugar a su vez a la

activaciónde otrasquinasasentrelas quese incluyen las protein-quinasasmitógeno-activadas

(mitogen-activatedprotein-kinaseso MAPKs). Sobre la activación de la vía de JAK-TYR
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secundariaa la uniónde IL-6 a su receptor,los datosde quesedisponeapuntana quetransduce

señalesde proliferación/diferenciación,ya que a través de ella es vehiculadala señal de

proliferación IL-6-dependienteen el mielomamúltiple (MM)343’ ~ y de diferenciación IL-6-

dependiente en la leucemia mieloide M1MS. En cuanto a la segunda ruta principal de

trasducción de señal de IL-6, la cascada de MAPK, ha sido implicada como vía importante en

la regulación de la apoptosis en varios modelos iii viti-o: en la apoptosisde la célula 13 tras

estimular la Ig de superficieconanti-IgM346, en la vía Fas de la célula T347 o en la inducción

de apoptosisen neuronaspor NGF (nene gi-owth factor?8. Una de las vías de señalización

mediadapor las MAPKs consisteen la activaciónsecuencialde RAS/RAF/MEK y ERK349,

mientrasquela otra vía incluye la activaciónde JNK/SAPK. Raspuedeactivarambasvías, y

cl equilibrio de ERK y JNK esdecisivoen la supervivenciao muertecelular;concretamente

en neuronaslos estímulosanti-apoptóticosse acompañande activaciónde ERK y/o inhibición

de JNK348. Basadosen estosdatosXu y col.’6 hanestudiadola vía de trasducciónde señalque

utiliza la IL-6 para inhibir la apoptosisen la célula 13 del MM, y han encontradoque

concentracionesde IL-6 protectorasde apoptosisproduceninhibición de la vía 114K, lo que de

nuevo indica queel equilibrio ERK y JNK serelacionaconla apoptosiscelular.

En lo referente a las señales que parecen trasducirse vía JAKs, hay que recordar que la IL-6

ha sido descrita como una citoquina con un papel importante en la diferenciación de la célula

13336, Sin embargo,en la LLC-B la IL-6 recombinanteno inducediferenciaciónni tampoco

proliferación208209, inclusopuedereducir la capacidadinductora de proliferación del TNF207.

Nuestros resultados indican que la IL-6 del M.Cd, mayoritariamente dimérica, tampoco tiene

un efecto anti-apoptótico mediado por proliferación y/o diferenciación. Otra neoplasia de

células B en la que se ha estudiado la IL-6 como citoquina anti-apoptótica e inductora de

proliferaciónes en el mielomamúltiple. En estetumor seha descritoque la IL-6 estimulala

proliferación en algunostipos de MM350’ ~ y también es inhibidora de apoptosis en otros

estudios’5 16 aunque hay experimentos indicativos de que estos dos efectos IL-6-dependientes

sondisociablesy parecenestarmediadospordistintosmecanismos15.

Como se hacitado previamente,Matthewsy col.334 demuestranque la IL-6~ antagonizala

fosforilación de STAT3 conseguida por IL-6M mediante la activación de las JAKs. Ya que la

IL-6~ de las CEs no induceproliferación ni diferenciaciónen las células de la LLC-B, es
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probablequela via de las quinasasJAK no estéactivada,por lo quela actividadanti-apoptótica

de la IL-60 debería ir vehiculada a través de la vía MAPKen la LLC-B.

Desdequesedescubrióquela proteínaBcl-2 bloqueabala muertecelularprogramada’
22sehan

descritomultitud de sistemasexperimentalesdondedicha proteínay/o proteínasrelacionadas

estructuralmente con ella (familia Bcl-2) han demostrado un papel determinante en la

supervivencia celular. Así como para Bcl-2 se ha descrito una capacidad inhibidora de

apoptosis’22, oniza el efecto protector de Bcl-2’32. Por otra parte, Bcl-2 es activaBaix antag

cuandoforma heterodímeroscon Bax, encuyo casosuprimeapoptosis’32’139. y la formación

de homodímeros de Bax activa la apoptosis’39. Es decir, el equilibrio entre heterodimeros Bcl-

2:Bax y homodímerosBax:Baxesel quedeterminala supervivenciao muertedelas células’39.

Hipotéticamente, la incubación de las células de la LLC-B con factores solubles que prevengan

la apoptosisin viti-o de estas células debería conducir a cambios en los niveles de expresión de

Bcl-2 y/o Bax durante el periodo de incubación. Por ello, analizamos la expresión de las

proteínas Bcl-2 y Bax por CMF. Nuestro objetivo al estudiar dichas proteínas era determinar

su posible implicación en la inhibición de la apoptosis de la LLC-B inducida por el M.Cd de

las CEs. Sin embargo, de los resultados obtenidos se deduce que ni la expresión de Bcl-2 ni

la de Bax, expresadas como porcentaje de células positivas o como IMF, ni tampoco el cociente

Bcl-2/Bax, secorrelacionécon la actividad inhibidorade apoptosisdel M.Cd de las CEs:

inesperadamente,el incrementode la viabilidad de las célulastumoralesmediadapor la IL-6D

contenida en el M.Cd no supuso el mantenimiento de los niveles elevados de Bcl-2 ni descenso

de Bax con respecto a los detectados en medio completo, donde, tal y como ya se ha discutido,

el porcentaje de células apoptóticas era claramente superior. Puesto que la inhibición de la

apoptosispor partedel M.Cd esatribuiblea la presenciade IL-6,~ en el medio,podemosinferir

que, en nuestro sistema experimental, el efecto anti-apoptótico de la IL-6 no es necesariamente

dependiente de Bcl-2, Bax o del efecto combinado de ambos. En este sentido se ha descrito que

el efecto inhibidor de la IL-6 en la apoptosis de las células tumorales del mieloma múltiple en

humanos,un tumor de células B en un estadiode diferenciaciónmás avanzadoque el

correspondientea la LLC-B, no solo no aumentao estabilizalos nivelesde Bcl-2 conrespecto

a los detectados en las células tumorales frescas, sino que se acompaña de una disminución en
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la cantidad de Bcl-2 expresado’5, de una manera similar a lo descrito en nuestro sistema. De

hecho, hay varios ejemplos donde Bcl-2 no es efectivo como agente bloqueante de apoptosis.

Así, Bcl-2 proteje minimamente a los linfocitos de la apoptosis inducida por anticuerpos anti-

CD9597. En algunostrabajosqueestudianla apoptosisen célulasB normalesy neoplásicasse

ha descrito que la expresión de Bcl-2 es independiente de la apoptosis inducida o suprimida por

ciertos factores53’234 Por otro lado, se ha demostrado que la expresión de Bcl-2 en la LLA de

linaje B no se relaciona con la evolución de la enfermedad ni con resistencias a fármacos227.

Resultadossimilaresse hanobtenidocon los LNH de célulasB229. En la LLC-13 algunosautores

han defendidoqueBcl-2 inhibe la muertecelularprogramadaiii viti-o262, inclusoque podríaser

la vía de escape principal de la apoptosis de la LLC-B263 352 junto con la débil expresión de

Fas2M265 En estudios in viti-o, Hanaday col.262detectanunamuertemásrápidaen las LLC-Bs

con nivelesmásbajos de Bcl-2. Otrosautoreshan mostradounaregulaciónpositivade Bcl-2

en células cultivadas con citoquinas inhibidoras de la apoptosis en la LLC-B como la IL-4252,

la IL-8254 y el IFNa247. Sin embargo, hay otros trabajos en los que no se encuentra relación

entre la muerte de las células de la LLC-B y la expresión de Bcl-2241’ 250, 268, 353, ~ Estas

discrepanciaspuedenserexplicadas,aunquesóloparcialmente,por la diferente metodología

utilizada: el análisis de la expresión de las proteínas Bcl-2 y Bax por CMF en forma de

moléculasequivalentesde fluorocromosoluble(MESF) y el cálculoposteriordel cocienteBcl-

2/Bax, demuestra que este cociente es más alto en pacientes no tratados o en pacientes tratados

pero resistentes a tratamiento con respecto a pacientes tratados sensibles al tratamiento o a

controlessanos352;resultadossimilaresobtienen McConkeyy col.27’ detectandoen estecaso

Bcl-2 y Bax por inmunoblotting. Por otro lado, Osorio y col. demuestran que en la mayoría

de los casos de LLC-Bs sometidas a estímulos inductores de apoptosis se detecta un descenso

del ARNm de Bcl-2 y un aumentodel ARNm de Bax y, por tanto, un descensodel cociente

Bcl-2/8ax353. En otro estudio355no seobservarelaciónentrela progresiónclínicade la LLC-B

y los niveles de proteína Bcl-2; sin embargo, al analizar el cociente Bcl-2/Bax de ARNm

detectan un valor significativamente mayor en el grupo de pacientes con enfermedad

progresiva.El hechode que la IL-6~ contenidaen el M.Cd de las CEs inhiba la apoptosisiii

viti-o de las células de la LLC-B, sin que al menos se mantengan, como cabría esperar, los

niveles de Bcl-2 originales (o de Bax>, en contraposición a lo descrito con otras citoquinas,
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parece indicar que las vías de señalización están mediadas presumiblemente por diferentes

mecanismos.Así, ya se han descrito algunas vías alternativasque incluyen proteínas

relacionadascon Bcl-2, talescomoBcl-xL o MCL-1, quedesempeñanun papel másrelevante

que la propiaproteínaBcl-2 en algunosestadiosmadurativosdel linfocito B’93 356

En conclusión,nuestrosresultadosexperimentalesdemuestranpor vez primeraquelas CEs,

un tipo celular con el que muy probablemente las células tumorales de la LLC-B mantienen in

vivo numerosasinteracciones,inhiben potentementela apoptosis in viti-o de estascélulas

leucémicas,estandodicho efectomediadopor dímerosde IL-6.
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6.- CONCLUSIONES

1. El medio condicionadoprocedentede las CEs de cordónumbilical humano(HUVEC y

ECV-304) inhibe la apoptosisespontáneain viti-o de las células de la LLC-B, lo que indica

la secrecióndeun factor (es)solublecon actividadpromotorade supervivenciasobrelas

células leucémicas.

2. El efecto anti-apoptóticodel M.Cd ha sido confirmado mediantediferentes métodos

citométricoscapacesde cuantificarel porcentajede células muertas(FSC/SSC,Anexina-

y/IP, TUNEL y pico hipodiploide) asf como por el método semicuantitativode la

electroforesis de ADNen gel de agarosa. El método que muestra mayor sensibilidad es el

marcaje con Anexina-V/IP, ya que detecta células desde estadios muy iniciales hasta

estadios finales de la apoptosis.

3. El M.Cd inhibe significativamente la apoptosis espontánea iii viti-o de las células de la LLC-

B con respecto al M.C durante los tres primeros días de cultivo, con cinéticas de apoptosis

ascendentes en ambos casos. Los porcentajes de mortalidad celular se igualan por lo general

a día +4 por el consumo del factor (es) inhibidor. En los cultivos en transwell, por el

contrario, la viabilidad se mantienealtadespuésdel día +4, comoconsecuencialógicade

la produccióncontinuadadel factor (es).

4. El aparenteefectoantiapoptóticomediadopor contactosfísicos CE/célula leucémicaes

irrelevante,ya que:

4. 1. Anticuerposbloqueantesanti-moléculasde adhesiónexpresadasen la mayoríade las

célulasde la LLC-B (CDIS, CD29, CD62L y CD44) no afectana la inhibición de la

apoptosisde la célulaleucémica.

4. 2. Las proteínasde matriz extracelular(purificadaso procedentesde CE) no afectana

la viabilidad de la célula leucémica.

4. 3. La fijación de la monocapa de CEs anula el efecto anti-apoptótico de dichas células

sobre la célula leucémica.

4. 4. Las CEs fagocitanlas célulasapoptóticasde la LLC-B.
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5. La señal anti-apoptótica mediada por el M.Cd de la CE no induce proliferación ni

diferenciaciónde la célula tumoral.

6. La actividad promotora de supervivencia del M.Cd de la CE es específica para las células

de la LLC-B: no actúa sobre linfocitos de SP de individuos sanos, ni sobre las células 13 de

CG y MF de amígdala.

7. El efectoanti-apoptóticodel M.Cd de CEs esaparentementeinferior en otrascélulas13

neoplásicas (linfoma de manto y LPL-B) con respecto al descrito en las células de la LLC-

B.

8. El factor (es) soluble del M.Cd con actividad anti-apoptótica posee una elevada

termoestabilidad.

9. La actividad anti-apoptótica del M.Cd es retenida en el concentradode una membrana de

ultrafiltración con un poropara50 kDa y eluye en las fraccionesde 40-60 kDa de un 5-

200.

10. Los anticuerpos neutralizantes anti-IL-6 bloquean totalmente el efecto anti-apoptótico del

M.Cd.

11. Las células de la LLC-B expresan el receptor de IL-6 (CD126) en su membrana.

12. La IL-6 del M.Cd de la CE con efectoanti-apoptóticosobre la LLC-B tiene un peso

molecularde 40-60 kDa sugerentede una forma diméricade estacitoquina. La forma

monomérica(=25 kDa) no tieneningún efectosobrela apoptosisde la LLC-B.

13. La IL-6 del M.Cd de la CE se detectaen SDS-PAGE, tras marcaje metabólico e

inmunoprecipitacióncon anticuerposanti-IL-6, con un pesomolecularde aproximadamente

25 kDa, tantoen condicionesreductorascomo no reductoras,lo que excluyeuna unión

covalenteen la formacióndel dímero.
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14. La IL-6 natural procedentede célulasde osteosarcomaretrasala apoptosisde la LLC-B,

si bien las concentraciones necesarias para alcanzar un efecto equivalente al descrito para

el M.Cd son superiores.

15. Las IL-6r procedentes de levadura y de células CHOno tienen actividad anti-apoptótica

sobre las célulasde la LLC-B.

16. La IL-6r de E. coli poseeun efectoinhibidor de apoptosisde la LLC-B inferioral de la IL-

6 del M.Cd. Esteefectoesatribuibleexclusivamentea la forma dimérica(= 45 kDa) de

esta LL-6r, ya que la forma monomérica (~ 25 kDa) no tiene ningún efecto sobre la

apoptosisde la LLC-B.

17. Las proteínasBcl-2 y Bax de la célulade la LLC-B no estánimplicadasdirectamenteen el

efecto anti-apoptótico de la IL-6 producida por el endotelio.
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