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Introduccion

1.- INTRODUCCION

1. 1. APOPTOSIS

Se han descrito dos formas de muerte celular en animales vertebrados: necrosis y apoptosis.
La necrosis se refiere a los cambios morfolégicos que se producen en células sometidas a una
injuria severa y repentina, como isquemia, hipertermia importante o un trauma fisico o
quimico. En la necrosis hay cambios muy precoces en la forma y funcién de la membrana
mitocondrial, y la célula rapidamente es incapaz de mantener su homeostasis. La membrana
plasmética sufre una lesién grave que impide regular la presién osmotica y la célula se lisa. El
contenido celular se vierte en los tejidos que rodean a la célula, lo que provoca una respuesta
inflamatoria’.

El término apoptosis fue utilizado por primera vez por Kerr y col. en 19727 para describir los
cambios morfolégicos sucesivos que se producen en la muerte celular programada, considerada
ésta como un proceso de "suicidio" ya que la célula participa activamente en su
autodestruccion, y que incluyen encogimiento celular y fragmentacién nuclear. Otra
caracteristica de la muerte celular por apoptosis es que las células apoptéticas son rapidamente
eliminadas por fagocitos, evitando posibles efectos nocivos sobre los tejidos vivos que rodean
la célula apoptética®.

l.a apoptosis 0 muerte celular programada es muy importante en procesos como la
embiogénesis, morfogénesis y en la regulacion del recambio normal celular en organismos
multicelulares.

1. 1. 1, Modelos experimentales de apoptosis

1. 1. 1. 1. Embriogénesis y apoptosis

La apoptosis es un elemento fundamental para la morfogéneis de los diferentes sistemas de
todos los organismos*. El nematodo Caenorhabditis elegans (C. elegans) ha resultado ser un
modelo experimental excelente para observar los estadios de muerte celular programada durante
el desarrollo. En mutantes en los cuales la muerte celular es andémala, se han podido conocer
los genes relacionados con la apoptosis. Estos genes, llamados ced (cell death abnormal), se
han constituido en una excelente herramienta para el conocimiento de la apoptosis en el
desarrollo embrionario. Otro modelo experimental ampliamente estudiado ha sido el desarrolio

del SNC en el ratén, donde se conocen algunos genes reguladores de la apoptosis durante la
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embriogénesis del encéfalo, y sus mutaciones dan lugar a morfogénesis anémala® °. Numerosas
anomalias congénitas en humanos podrian ser debidas a alteraciones de la muerte celular
programada durante el desarrollo embrionario’.

1. 1. 1. 2. Deprivacion de citoquinas y/o factores de crecimiento

Una forma importante de inducir apoptosis es la deprivacion de factores de crecimiento. Por
ejemplo, en tejidos hormono-dependientes se induce apoptosis y, como consecuencia atrofia
tisular, en ausencia de ciertas hormonas. Asf, en el endometrio este efecto sucede por déficit
de progesterona, en la préstata por déficit de testosterona y en la corteza adrenal por
deprivacion de ACTH™ ®. También se ha demostrado la induccién de apoptosis en células
hematopoyéticas cuando se cultivan en ausencia de ciertos factores necesarios para su
supervivencia. Esto se ha comprobado en linfocitos normales, en leucemias linfoides y en lineas
celulares. Por ejemplo, se ha demostrado que IL-10 inhibe apoptosis en células B esplénicas’;
IL-2 es una citoquina de la que dependen células T efectoras y lineas celulares T'; las células
precursoras hematopoyéticas mueren por apoptosis en ausencia de CSF (factor estimulante de
colonias)!’; la eritropoyetina previene la apoptosis de células progenitoras eritroides'; los
monocitos mueren rapidamente en cultivos sin IL-18, TNF o GM-CSF"; IL-6 inhibe apoptosis

1418, v también hay lineas murinas IL-3 dependientes derivadas

en células de mieloma multiple
de progenitores linfoides o mieloides que mueren en ausencia de esta citoquina'”.

1. 1. 1. 3. Induccién por firmacos y otros estimulos

También se induce apoptosis por diversos estimulos exdgenos. Por ejemplo, exposicion celular
a altas temperaturas'®, asi como por radiaciones ionizantes y ultravioleta'”, y una amplia
variedad de firmacos. La citotoxicidad de los firmacos empleados en el tratamiento del cancer
est4 generalmente mediada por mecanismos de accidn que inducen apoptosis™ *'. La familia
de farmacos inductores de apoptosis mas ampliamente estudiada, sobre todo en timocitos, es

la de los glucocorticoides™

que actian activando las endonucieasas, enzimas que cortan la
cromatina nuclear en fragmentos oligonucleosomales™. Se ha demostrado la induccién de
apoptosis por farmacos que reaccionan con el ADN como cisplatino, clorambucil, melfalin y
carmustina 0 BCNU; por fiarmacos antimetabolitos como el metrotexate y por agentes
especificos de fase como araC y taxol™ %,

Otras formas de inducci6én de apoptosis en timocitos es el tratamiento con anti-CD3, con CD95
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ligando (CD95L/Fasl.) y con iondforo del calcio A23187%%, y en células B de linfomas no
Hodgkin (LNH) por activacion de la inmunoglobulina de superficie™,

1. 1. 2. Caracteristicas morfoldgicas de la célula apeptética

En la muerte celular por apoptosis se producen una serie de cambios morfologicos
caracteristicos. Inicialmente, se reduce el volumen celular por pérdida de agua e iones, y hay
un aumento de densidad celular. Sin embargo, las membranas celulares, incluidas la envuelta
nuclear y Jas membranas mitocondriales, permanecen intactas. Por esto, la célula permanece
impermeable a los colorantes vitales como el azul tripan y el ioduro de propidio hasta los
Gitimos estadios del proceso apoptdtico. En el nicleo suceden cambios muy marcados: hay
condensacion de la cromatina, que se separa de la envuelta nuclear y, por iltimo, se forman
densos microniicleos rodeados de membrana. Al mismo tiempo, la membrana citoplasmatica
se irregulariza y el nucleo sufre fragmentacion. Finalmente, 1a célula se desintegra en cuerpos
apoptéticos, que son ripidamente fagocitados por los macrdofagos tisulares (motivo por el cual
el nimero de células apoptéticas en los tejidos es muy bajo). Los fagocitos reconocen
moléculas de superficie especificas expresadas solo en células apoptoticas. La integridad de la
membrana se mantiene, de modo que las células muertas son ripidamente eliminadas sin que
haya liberacion de contenido intracelular ni, como consecuencia, reaccion inflamatoria® *.

1. 1. 2. 1. Alteraciones en la membrana citoplasmica

La membrana plasmatica en la célula apoptdtica se irregulariza, se encrespa, se observa como
si se formaran burbujas en su superficie. Este fendmeno se ha llamado zeiosis. A pesar de este
cambio en la membrana, €sta sigue manteniendo su gradiente osmoético; no hay liberacion de
contenido intracelular y no se provoca inflamacion'.

1. 1. 2. 2. Aparicién y/o desaparicion de diferentes moléculas de membrana: ingestion de
las células apoptdticas por células con capacidad fagocitica

El reconocimiento e ingestion de células apoptdticas por fagocitos locales permite la
eliminacién de dichas células, lo que evita la lesién de células vecinas y la respuesta
inflamatoria. Este aspecto ha sido especialmente estudiado en el desarrollo del ojo en la
Drosophila, donde miles de células mueren por apoptosis y son fagocitadas sin afectar la
arquitectura del 6rgano™.

Los macrofagos son los fagocitos profesionales que eliminan las células apoptéticas, pero hay
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otros tipos celulares que pueden participar en este proceso, entre otros, células endoteliales y
fibroblastos®?**. En mamiferos, las células con capacidad fagocitica pueden expresar mas de
un mecanismo de reconocimiento de células apoptdticas al mismo tiempo. Hasta el momento
han sido descritas cuatro formas principales de receptores en la superficie de los fagocitos que
estin implicados en el reconocimiento de células apoptdticas: 1) receptor tipo lectina, 2)
receptores de trombospondina, 3) receptor de fosfatidilserina y 4) CD14.

Se cree que, como consecuencia de la apoptosis, las células sufren una pérdida de dcidos
sialicos y otros cambios en los carbohidratos de su superficie que pueden ser especificos para
el reconocimiento por parte de un receptor tipo lectina en los fagocitos ain no caracterizado™.
Los receptores de trombospondina descritos en el reconocimiento de las c€lulas apoptéticas son
el receptor de vitronectina (integrina o ;) y el CD36. La integrina o 3; es una estructura del
macrofago implicada en el reconocimiento de linfocitos apoptéticos de sangre periférica® y
timocitos apoptoticos®; pero también se ha descrito en el reconocimiento de neutréfilos por
fagocitos semiprofesionales como los fibroblastos®. CD36 se ha implicado en el
reconocimiento de eosinéfilos y linfocitos apoptéticos por parte de los macréfagos™. La
trombospondina seria sintetizada y secretada por los macréfagos y crearia un puente entre la
célula apoptdtica y la superficie del macréfago a través de o f; y CD36*.

El otro mecanismo de reconocimiento estd relacionado con los profundos cambios que se
producen en la estructura de la superficie celular, concretamente de sus fosfolipidos. La
membrana plasmatica esta constituida por una bicapa lipidica, que predominantemente contiene
fosfolipidos neutros (esfingomielina y fosfatidilcolina) y aniénicos (fostatidilserina) que, en
condiciones normales estdn restringidos a la capa interna de la membrana plasmatica. En las
células apoptéticas se produce una translocacion de la fosfatidilserina a la cara externa de la
membrana que los macréfagos reconocen a través de receptores especificos, lo que da lugar a
una sefial de fagocitosis®. La expresion de fosfatidilserina en la superficie de células
apoptdticas se ha detectado en diversos tipos celulares incluidos linfocitos y neutréfilos

humanos® **

, st bien el receptor para fosfatidilserina aun no ha sido bien caracterizado.
También se ha demostrado que CD14, una glicoproteina anclada a la membrana por fosfatidil-
inositol, existente en la membrana plasmatica de los macrofagos, media el reconocimiento y

la fagocitosis de células apoptoticas®’, aunque todavia no se conoce qué estructura(s) reconoce
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en la superficie de la célula apoptdtica.

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

Las células apoptéticas muestran en microscopia electrénica un citoplasma muy condensado,
con organelas de apariencia normal. No se han descrito lesiones especificas en organelas
citopldsmicas. Se ha detectado un aumento de tamafio de las cisternas del reticulo endoplasmico
y posterior fusién de las mas superficiales a la membrana plasmatica®™. A nivel bioquimico, la
célula rdpidamente disminuye su sintesis de ARN y proteinas, y ambos son degradados; pero
estos cambios no han sido bien caracterizados a nivel morfologico'. En la mitocondria se ha
detectado una cafda del potencial de transmembrana y un incremento en la produccion de iones
superéxido, si bien estas alteraciones tampoco parecen modificar la morfologia de esta
organela*® *,

1. 1. 2. 4. Alteraciones en el citoesqueleto

Se han descrito ejemplos en los que un desbarajuste del citoesqueleto parece encabezar el
proceso de apoptosis. Asi, los filamentos de citoqueratina se agregan en los primeros estadios
de la apoptosis, degradandose en las fases finales; y, en el modelo clasico de apoptosis inducido
previa activacién celular, la escisién proteolitica de la proteina fodrina parece protagonizar
parte de los cambios morfoldgicos caracteristicos de este tipo de muerte celular® *.

1. 1. 2. 5. Alteraciones nucleares

E!l nicleo es el lugar donde suceden los cambios mas draméticos en la muerte celular por
apoptosis. Aunque el patron puede variar de una célula a otra, en general el nicleo se encoge
y su cromatina se hace muy densa, rompiéndose en 4reas, con forma de media luna en estrecha
proximidad con la membrana nuclear. Finalmente, el nicleo se convierte en varias esferas
densas en el interior de la célula. Este cambio se acompafia de la fragmentacién de ADN en
subunidades regulares en escalera (objetivable en la electroforesis en geles de agarosa para
ADN), que es el resultado de cortes fortuitos del ADN de doble cadena en zonas de union
internucleosomales. Puede haber un millén de estos cortes en cada célula, una situacion que
ya no puede ser reparada y en si misma obliga al cese de la transcripcion. En escasos sistemas
celulares se han observado formas de corte de una sola cadena de ADN" ¥,

1. 1. 3. Mecanismos bioquimicos y moleculares del proceso apoptdético

La muerte celular fisioldgica sucede cuando una célula dentro de un organismo muere por un
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mecanismo organizado en el que intervienen proteinas codificadas por el genoma del huésped.
El propésito de este proceso es eliminar las células no necesarias, lo que sucede en tres
situaciones: a) desarrolio y homeostasis, b) defensa del organismo y c) envejecimiento.

El proceso de muerte celular fisioldgica puede dividirse en cuatro fases: 1) La primera fase se
refiere al estimulo que provoca la respuesta apoptotica. Puede ser una sefial externa transmitida
a través de los receptores de membrana o puede originarse dentro de la célula. 2) La segunda
fase incluye la deteccion de la sefial o del estado metabélico apoptético y fa trasduccion de la
sefial. Este mensaje es enviado hasta la maquinaria efectora de muerte cejular. 3) La tercera
fase es la efectora de los mecanismos de muerte celular. Incluye las proteasas que son activadas
durante la apoptosis, asi como sus reguladores positivos y negativos. 4) Por tltimo, en la cuaria
fase o fase postmortem, la cromatina nuclear se condensa y su ADN es degradado. In vivo,
pero no necesariamente in vitro, las células muertas son reconocidas y fagocitadas por otras
células®.

1. 1. 3. 1. Estimulos que provocan la respuesta apoptética. Primera fase de la apoptosis
Los estimulos que pueden desencadenar muerte por apoptosis son diversos e incluyen: ausencia
o presencia de ciertos factores de crecimiento y citoquinas, entre los que destacan el factor de
necrosis tumora! alfa (TNFo) y el factor de crecimiento tumoral beta (TGFB); farmacos,
irradiacién y apoptosis mediada por linfocitos T citotoxicos (CTLs).

1. 1. 3. 1. 1. Factores de crecimiento y citoquinas

TNFa es una proteina de 17kD producida predominantemente por macréfagos activados y
linfocitos. La unién de TNFa a su receptor especifico es imprescindible para que éste de lugar
a un efecto citotéxico. Una vez que TNFo se une a su receptor, es internalizado y
posteriormente degradado, aunque la internalizacion no es necesaria para que ejerza sus efectos
biologicos, lo que significa que el receptor de TNFa puede transducir la sefial. El efecto de
TNFo en la muerte celular puede objetivarse morfologicamente como necrosis o bien como
apoptosis, con fragmentacién de ADN*,

TNFo puede inducir apoptosis en diversos tipos celulares como células T maduras y
linfoblastos T**.

Se han descrito 3 isoformas de TGFB (31, B2 y B3). Son proteinas que regulan la proliferacion,

diferenciacion y apoptosis en muchos tipos celulares. Es producido por macréfagos activados,
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linfocitos T y B y plaquetas, entre otras células. TGFB induce apoptosis en c€lulas normales
y neoplésicas como timocitos™, célula B normal (incluidos linfocitos B en reposo), lineas
celulares de linfoma B y leucemia linfoblastica de linaje B>, leucemia micloide aguda™,

P . - s . P . 5
células epiteliales ovaricas normales y en carcinoma ovérico™, hepatocitos y hepatoma™ ™

y
en carcinoma gastrico™ entre otros. Algunos tipos celulares, sin embargo, son resistentes a la
apoptosis inducida por TGFB, como es el caso de la leucemia linfocitica cronica B*.

1. 1. 3. 1. 2. Factores externos. Farmacos.

Se ha demostrado en diversos sistemas experimentales, asi como en neoplasias humanas, la
induccion de apoptosis por mdltiples agentes quimioterapicos: AraC, bleomicina, clorambucil,
cisplatino, ciclofosfamida, etopésido, fludarabina, hidroxiurea, mostaza nitrogenada, taxol,
vincristina, etc. Hay experimentos en los que se ha observado la induccion de apoptosis via Fas
por varios quimioterdpicos en algunos tipos celulares®’. Se cree que algunos firmacos como
cisplatino, melfaldn y taxol, capaces de aumentar la liberacién de TNFa por células del sistema

6264 1.3 unién

inmune, podrian inducir apoptosis a través de TNF-R1 (receptor de TNF tipo 1)
del ligando a TNF-R1 y a Fas da lugar a la activacion de esfingomielinasas, y a ceramida como
segundo mensajero de la sefial de apoptosis. Se ha comprobado un incremento muy rapido de
ceramida intracelular en apoptosis inducida por TNF® y agentes quimioterdpicos™. También
s¢ ha observado que agentes quimioterapicos dan lugar a la expresion de genes asociados a

muerte celular programada como c-jun y c-fos en varias lineas tumorales® *

, asi como a la
activacion de caspasas™ y endonucleasas’’,

La capacidad de los glucocorticoides para inducir apoptosis en células de origen linfoide es
utilizada como base del tratamiento de numerosas neoplasias hematolégicas. Sin embargo, en
algunas leucemias linfoblasticas y en ciertos linfomas existen resistencias al tratamiento, que
son debidas a la baja expresion de receptores de glucocorticoides™. También se conoce que el
tratamiento con glucocorticoides, a través de la activacidn de sus receptores especificos, causa
degradacion internucleosomal de ADN en los linfocitos neoplasicos™.

1. 1. 3. 1. 3. Otros estimulos

Los linfocitos T citotéxicos (CTLs) tienen capacidad para producir muerte celular en sus células

diana mediante necrosis (explicada en el punto 1.1.3.2.3) o apoptosis. La principal defensa

contra los virus en animales vertebrados la constituyen los CTLs, los cuales pueden reconocer
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e inducir apoptosis de células infectadas por virus™ ™. Los CTLs expresan CD95L, io que
permite a estas células inducir apoptosis en las células diana que expresen en su superficie
CD95", Ademds, los CTLs estdn cargados de granulos que pueden liberar sus enzimas sobre
sus células diana*’ (explicado en el punto 1.1.3.3.3).

La induccidén de apoptosis también se puede llevar a cabo a través de CD95 con anticuerpos
anti-Fas’™ ™, por las radiaciones ionizantes y ultravioleta™ * y también se ha descrito induccién
de apoptosis por fibronectina en lineas de células hematopoyéticas a través de su interaccion
con VLA-5 (CD49e)*.

1. 1. 3. 2. Deteccion de la sefial apoptdética y trasduccién de la seiial. Segunda fase de la
apoptosis.

La activacion o la fase de sefializacion de la muerte celular incluye una gran variedad de vias
de trasduccion de sefial, unas procedentes del exterior de la célula y otras originadas dentro de
la misma. Estas vias incluyen tirosin-quinasas, receptores de esteroides, ceramida, fosfatos de
inositol y receptores de citoquinas®’.

1. 1. 3. 2. 1. Receptores de factores de crecimiento o citoquinas

Existen receptores para TNFo en células sensibles a su efecto, pero también en células que son
resistentes®. Hay dos tipos de receptores: p55 o TNF-R1 y p75 o TNF-R2. Varias proteinas
que interaccionan con dominios citoplasmicos de CD95 y de los receptores de TNF estan
implicadas como intermediarias en la sefializacidbn de apoptosis. Estas proteinas son
Mortl/FADD, RIP y TRADD, y contienen dominios de muerte homdlogos a los dominios de
muerte de CD95 y de TNF-R1**, La unién del TNF al receptor TNF-R2 también puede
inducir apoptosis, aunque este receptor no tiene dominio de muerte*> ¥’ **. En este caso la
trasduccion de la sefial se lleva a cabo a través de la asociacion del dominio citoplédsmico de
TNF-R2 con factores denominados TRAF1 y TRAF2, los cuales son necesarios para la
activacion del factor de transcripcion NF-kB por TNF-R2% %,

Existen receptores especificos para TGFf3, denominados receptor para TGFp tipo I (TBR-I),
I1 (TBR-1I) y I1I (TPR-III o betaglicano), los cuales son ampliamente expresados en muchos
tipos celulares®’. Estos receptores tienen un dominio extracelular rico en cisteinas y un solo
dominio transmembrana serin/treonin-quinasa, cuya fosforilacién inicia la trasduccién de la

sefial®?.
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1. 1. 3. 2. 2. Receptores de glucocorticoides

El receptor de glucocorticoides (RG) es un miembro de la superfamilia de receptores de
hormonas esteroideas/tiroideas, que son factores de transcripcion intracelulares regulados por
su ligando®. En ausencia de hormonas, el RG es un heterodimero que reside en el citoplasma.
La unién con su ligando da lugar a un cambio conformacional, al que se denomina activacion
o transformacién, que va seguido de la translocacion del complejo hormona-receptor al nicleo,
el cual se une a secuencias especificas de ADN conocidas como elementos de respuesta a
glucocoriicoides, tos cuales inducen o reprimen los genes de respuesta a glucocorticoides. En
la induccién de apoptosis por glucocortidoides, ademds, se sabe que el RG es un factor de
transcripcion que funciona, en parte, cambiando la estructura de la cromatina, haciendo que
ésta sea mds sensible a las endonucleasas. También se cree que los cortes internucleosomales
pueden ser debidos a alteraciones importantes en la organizacién molecular del ADN
secundarias a la unién del RG** %,

1. 1. 3. 2. 3. Otros mediadores de la sefial (CD95, ceramida, perforina y p53)
Fas/APO-1/CD95 es una glicoproteina de 40-50 kD perteneciente a la superfamilia de
receptores del TNF que se expresa en la superficie de células normales y malignas. Se expresa
en bajos niveles en células T y B en reposo, y se incrementa su expresion en linfocitos
normales tras su activacién. La unién con su ligando (CD95L) da lugar a una sefal de
activacion de la apoptosis en células T, B y NK. Hay estudios que indican que la via de
sefializacion puede ser la misma que la del receptor de TNF** .

La hidrolisis de esfingomielina y la generacion de ceramida se ha implicado en la trasduccion
de sefial en la muerte celular programada de diversos tipos celulares, y actia como segundo
mensajero™. La ceramida ha sido implicada en la muerte inducida a través de CD95 y TNF-R,

93-101

aunque también por si sola puede provocar apoptosis en varios tipos celulares™ ™', si bien el

papel exacto de ceramida ain no se conoce'® ',

Los CTLs pueden provocar una muerte celular por necrosis causada por la liberacién de
perforina de sus granulos, formando poros en la membrana plasmadtica de la célula diana, lo
que conduce a la lisis celular'™. La apoptosis es inducida por dos mecanismos diferentes: 1)
Via apoptética mediada por FasL (mencionada en 1.1.3.1.3) y 2) Via apoptética mediada por

perforina y granzimas' ', La perforina es una proteina existente en los granulos de los CTLs
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capaz de formar un poro en la membrana plasmética que facilita la entrada de varias serin-
proteasas, especialmente la granzima B, dentro de la célula diana (mas informacidén en punto
1.1.3.3.3)'7

La protefna p53 es codificada por el gen supresor de tumor p53. La caracteristica funcional de
esta proteina es su capacidad de suprimir el crecimiento de células tumorales, ya que cuando
el ADN celular sufre una lesién, p53 actda bien deteniendo el ciclo celular en fase G,, bien
induciendo apoptosis. La detencién del ciclo impide la entrada de la célula en fase S, evitando
la replicacion del ADN hasta que éste no haya sido reparado. Por otra parte, la induccion de
apoptosis por p53 en células con lesiones en el ADN, impide la propagacion permanente de
células con alteraciones genémicas que pueden incrementar la susceptibilidad a una
transformacién maligna. El descenso de p53 puede contribuir a la generacién de tumores y
puede ser la causa de fenotipos tumorales resistentes a quimioterdpicos, ya que dichos tumores
no poseen el mecanismo que elimina células dafiadas en su ADN por farmacos'®.

1. 1. 3. 3. Moléculas efectoras. Tercera fase de la apoptosis

Muchas de estas moléculas han sido descritas primero en C. elegans. Los elementos efectores
mas conocidos de esta fase son las caspasas y los granzimas. También hay numerosos estudios
sobre Bcl-2 y proteinas de su familia como reguladoras de esta fase de la apoptosis

1. 1. 3. 3. 1. Caspasas

Las caspasas son una familia de cistein-proteasas que cortan proteinas especificamente después
de residuos aspatato. En el C. elegans, la cistein-proteasa Ced-3 es esencial para que se active
la muerte celular programada'®- ', Hasta ahora se han descrito diez caspasas numeradas desde
la caspasa 1 hasta la caspasa 10. En humanos, al menos siete de estas caspasas estdn implicadas
en una de las dos vias de sefializacion en las que pueden participar: 1) activacion de citoquinas

proinflamatorias y 2) muerte por apoptosis'"’

. Los genes ced codifican cistein-proteasas que,
inicialmente, son sintetizadas en forma de precursores inactivos. Para ser activos, en situacion
de apoptosis, estos precursores deben ser cortados a nivel de residuos aspartato y deben
formarse heterotetrameros. La cisteina activa estd situada en medio del motivo comiin
conservado en todas estas proteasas QACRG. Las mutaciones de esta cisteina inactivan la
caspasa. Se cree que estas enzimas pueden activarse a si mismas o actuar en forma de

cascada®’. Se ha descrito que las caspasas juegan un papel importante en la apoptosis. Algunas
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de estas proteasas pueden romper e inactivar la poli(ADP-ribosa)polimerasa (PARP)'", un

enzima que participa en la reparacién del ADN y mantenimiento del genoma'"’

. Aunque no esta
claro el significado de la proteolisis de PARP durante la apoptosis, se ha usado esta
caracteristica como marcador de activacion de las caspasas y apoptosis en varios modelos
experimentales™” ''* ', La caspasa 1 (ICE) no corta directamente PARP, pero si lo hace
indirectamente por activacién de la caspasa 3''°, y no es esencial para el desarrollo de muerte
celular, ya que no se requiere para la muerte causada por radiacién, corticosteroides o
deprivacién de factores de crecimiento, la cual puede ser eficientemente antagonizada por Bcl-
2. Parece que diferentes estimulos inductores de apotosis pueden activar distintas cistein-
proteasas’'” 1%,

Alin no se sabe qué es lo que inicia la cascada de cistein-proteasas. En C. elegans Ced-4 es
necesario para la activacion de Ced-3'". Sin embargo, atin no se conoce el homélogo de Ced-4

en mamiferos'®

. Lo que si estd claro es que las células en mamiferos expresan varias proteasas
de muerte celular, aunque la célula no esté en apoptosis; y que las proteasas pueden ser
activadas sin necesidad de sintesis de novo™.

1. 1. 3. 3. 2. Proteinas de la familia Bel-2

El primer gen que mostrd su implicacion especifica en el proceso de muerte celular fisioldgica
fue bcl-2"'. Bcl-2 es una proteina integral de membrana que se encuentra en la cara interna de
la membrana mitocondrial, en el reticulo endoplasmico y en la membrana nuclear'”'*. La
proteina Bcl-2 puede inhibir la apoptosis de muchos tipos celulares e inducida por muy distintos
agentes. Son ejemplos de este efecto: a) Bel-2 protege a timocitos inmaduros CD4*CD8™ de
los glucocorticoides, la irradiacion y la apoptosis inducida por anti-CD3'*; b) la modulacion
de la expresién de Bcl-2 es un determinante en la vida y la muerte de linfocitos normales'™;
c) en linfoblastos B humanos infectados con virus Epstein-Barr (EBV) que son muy resistentes
a diversos tipos de stress, incluyendo calor, etano, metotrexate y ausencia de suero, los niveles
de Bcl-2 son muy elevados'™.

Ced-9 es estructural y funcionalmente muy parecido a su gen homélogo en mamiferos bel-2'%,
En mamiferos hay otros cinco genes con estructura similar a bel-2: Al, cuya funcidn aun se

desconoce'; Mcl-1, que actia como Bcl-2, protegiendo a la célula de apoptosis'® '*!; Bax,

3

Bak y Bad, que antagonizan la proteccién de Bel-2 (y Bel-x,)**"*. Otro gen, bel-x, codifica
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dos proteinas: una mas larga, llamada Bel-x;, que inhibe la apoptosis; y otra més corta, Bcl-xs,

137

que antagoniza la funcién protectora de Bcl-2 y Bel-x, ", Los miembros de la familia Bel-2

conservan motivos compartidos que permiten la formacién de homo y heterodimeros*™ ** .
Bcl-2 requiere para su actividad la formacién de heterodimeros con la proteina Bax'*. Asi, el
equilibrio en la formacion de herodimeros de Bcl-2:Bax (suprime apoptosis) y de homodimeros
Bax:Bax (activa apoptosis) juega un papel fundamental en la regulacién molecular de la
apoptosis'®. Si bien el mecanismo de aumento de la supervivencia en las células debido a Bel-2
ain se desconoce™™ *! se ha propuesto que el efecto antiapoptotico de Bcl-2 se debe a una

actividad antioxidante, relacionada con la mitocondria® '+

y, también se ha sugerido que Bel-2
inhibe la apoptosis por interferencia en el flujo de calcio sobre el reticulo endoplasmico',
Bcl-x; es, bajo ciertas circunstancias, un protector de apoptosis més potente que Bel-2 y su
actividad no es inhibida por Bax, sino que, posiblemente esté relacionada con Bak'** '*.

1. 1. 3. 3. 3. Granzimas

LLas granzimas son serin-proteasas que se encuentran almacenadas en los granulos
especializados de los CTLs y de las células NK. Estas enzimas estin claramente implicadas en
la induccion de apoptosis por CTLs, ya que una mutacion introducida en el locus de una de
ellas, por ejemplo, la granzima B, provoca un severo defecto en la induccién de apoptosis en
las células diana'*” '**. Hay numerosos trabajos demostrando que el sustrato de las granzimas
son diversas caspasas'” '*7'**. Por tanto, y en definitiva, la actividad de los granzimas en la
apoptosis viene mediada por la activacion de cistein-proteasas.

Parece que Bcl-2 es capaz de bloquear la apoptosis via perforina-granzimas y la apoptosis via
FasL inducidas por CTLs"*"7,

1. 1. 3. 4. Condensacién de la cromatina y degradacion del ADN: activacion de
endonucleasas. Cuarta fase de la apoptosis.

Durante el proceso de apoptosis hay una serie de cambios morfoldgicos sucesivos en el nicleo.
Primero hay una condensacion de la cromatina en areas con forma de media luna en la periferia
nuclear, se produce desintegracién nucleolar y reduccion del tamatio del nicleo. Después, los
fragmentos de ADN quedan rodeados por citoplasma y membrana plasmatica, contituyendo los

cuerpos apoptéticos. Por 1ltimo, si no hay fagocitosis, se produce una desintegracion

progresiva de las estructuras nucleares y citoplasmicas residuales'™. La fragmentacién del ADN
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es el resultado de la actividad endonucleasa endogena. La més conocida es la endonucleasa
Ca™*/Mg’* dependiente que ha sido detectada en linfocitos humanos, y comprobada su
actividad en la degradacién de ADN caracteristica de apoptosis™™: esta enzima es capaz de
cortar la cromatina en puntos internucleosomales'® y, por lo tanto dar lugar al tipico patrén en
escalera de degradacion de ADN en geles de agarosa.

También se ha descrito actividad endonucleasa en el proceso de apoptosis por parte de otras
enzimas, la DNasa tipo ' y la DNasa tipo [I'”, Por otra parte, recientemente se ha
descubierto otra DNasa implicada en la degradacion de ADN, cuya actividad esta inducida por
la caspasa 3. Esta DNasa se ha denominado CAD (caspase-activated DNase). Se sabe que
CAD se encuentra inactiva formando un complejo con otra proteina llamada ICAD (inhibidora
de CAD) en la célula viva. Las caspasas activadas por sefiales de apoptosis rompen el complejo
CAD-ICAD y liberan CAD, dando lugar a la degradacién de ADN por parte de la DNasa
CAD'™ %,

1. 2. HOMEOSTASIS CELULAR: PROLIFERACION VERSUS APOPTOSIS

En cada tipo celular, el control del nimero de células estd determinado por el balance entre
proliferacion y muerte celular. En ausencia de una compensacién en la proliferacion, los
cambios en la velocidad de muerte celular pueden dar lugar a acumulacién (si la velocidad estd
disminuida) 0 a deplecion (si la velocidad estd aumentada) celular. La proliferacion celular estd
regulada por maltiples elementos, entre los que se incluyen factores de crecimiento y proto-
oncogenes como reguladores positivos de la progresion del ciclo celular y genes que actian
como supresores controlando negativamente la proliferacion.

El defecto en la muerte celular programada puede dar lugar a enfermedades como céncer,
enfermedad autoinmune o infeccidn viral; y el exceso de apoptosis puede explicar la patogenia
de enfermedades neurodegenerativas, SIDA, ciertas enfermedades hematol6gicas y
ostoporosis'®,

1. 2. 1. Alteraciones asociadas a aumento de supervivencia celular

1. 2. 1. 1. Céincer

Este trastorno de la supervivencia celular estd especialmente analizado en el punto 1.4.

Apoptosis y Oncogénesis.
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1. 2. 1. 2. Enfermedades autoinmunes

La regulacion fisiologica de la muerte celular es esencial para eliminar los linfociios
potencialmente autorreactivos durante el desarrollo. En modelos animales ya se ha demostrado
la importancia de la disregulacion de la apoptosis en la etiologia de enfermedades autoinmunes.
Un ejemplo es la generacion de lupus eritematoso en raton debido a alteraciones en la apoptosis
mediadas por defecto de Fas o de FasL'®. Actualmente se estd investigando también el papel
de la apoptosis en artritis reumatoide, psoriasis, diabetes mellitus autoinmune, y otras
enfermedades autoinmunes humanas.

1. 2. 1. 3. Infecciones virales

El suicidio de la célula infectada es un mecanismo que utiliza ésta para prevenir la propagacion
viral. Ademas, los CTLs utilizan dos diferentes vias que conducen a la muerte de las células
infectadas por virus: 1) por reconocimiento y muerte de células que presentan péptidos virales
en asociacién con moléculas de MHC clase I en la superficie celular, y 2) por induccién de
apoptosis endogena en las células diana (infectadas por virus), activando el receptor de Fas en
su superficie, o por introduccion de proteasas tales como granzima B, que activan la muerte
celular programada desde el citoplasma®” ™.

Algunos virus, sin embargo, han desarrollado mecanismos que impiden la regulacion normal
de la apoptosis en la célula infectada. Por ejemplo, en la infeccion por adenovirus, la proteina
E1B 19-kD bloquea la apoptosis directamente; el gen que codifica a esta proteina es muy
similar a bcl-2. Genes parecidos también existen en virus Epstein-Barr (EBV) y de la fiebre
porcina africana. El EBV, ademas puede producir una infeccion latente en células B por medio
del gen viral LMP-1 capaz de regular especificamente de forma positiva la expresién de Bel-2
de la célula infectada. Los pox virus inhiben apoptosis por produccién de un inhibidor de la
caspasa-1'®,

1. 2. 2. Alteraciones asociadas a exceso de muerte celular

1. 2. 2. 1, Virus inductores de deplecion de linfocitos. VIH

El desarrollo de SIDA se correlaciona con la deplecién de células T CD4™, la célula diana del
virus. CD4 actia como receptor, facilitando la entrada del VIH. La estimulacion del receptor
CD4 tras su union con la gpl20 soluble (glicoproteina del virus) da lugar al desarrollo de

apoptosis en células T no infectadas'”’'®. Sin embargo, una de las grandes paradojas de la
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infeccion por el VIH es que una elevada proporcion de células CD4" que mueren por apoptosis
durante la infeccién no estan infectadas por el virus. Esta aparente contradiccion ha tratado de
ser explicada por el hallazgo de una elevada expresién del antigeno CD95 en los linfocitos de
los enfermos infectados por VIH con respecto a individuos sanos. Ademds, dicho antigeno
parcce ser funcional, lo que se ha relacionado con la deplecién continuada de los linfocitos en
esta enfermedad’”.

1. 2. 2. 2. Enfermedades neurodegenerativas

Algunos ejemplos de enfermedad neurodegenerativa en la que se ha podido demostrar un
descenso del mimero de células debido a un incremento de la apoptosis son: la esclerosis lateral
amiotréfica (ELA) hereditaria, la retinitis pigmentaria y la enfermedad de Alzheimer.

En la ELA hereditaria existe una mutacion en el gen que codifica la cobre-zinc superdxido
dismutasa. Este defecto da lugar a la acumulacidn de radicales libres en la célula, induciendo
la apoptosis'™" 7.

La degeneracién retiniana en la retinitis pigmentaria es debida a apoptosis secundaria a la
acumulacion de una proteina mutante (rodopsina) o a la alteracion funcional de dicha
proteina'”.

En la enfermedad de Alzheimer el amiloide B induce apoptosis de las neuronas'”™.

1. 2. 2. 3. Otros

Ciertas patologias hematoldgicas como sindromes mielodisplasicos y algunas formas de anemia
aplasica, que se caracterizan por descenso en la produccién de células hematicas, se han
asociado a incremento de apoptosis celular en la médula dsea'™.

También a nivel del sistema musculo-esquelético se han podido observar aspectos morfolégicos
muy sugestivos de apoptosis en osteoporosis y en artritis degenerativa'’®'7%,

1. 3. APOPTOSIS FISIOLOGICA DE LOS LINFOCITOS B HUMANOS

La apoptosis o muerte celular programada es la via fisiol6gica por la que se eliminan la
mayoria de las células, incluidos los linfocitos B normales'”™.

1. 3. 1. Apoptosis de los linfocitos B de sangre de cordén

En la sangre de corddn hay células B, de las cuales aproximadamente la mitad son CD5*, En
el estudio de la supervivencia de las células B de cordén umbilical (totales: CD5 y CD3) de

Lagneaux y col., se ha observado una muerte celular in vitro bastante rapida (31% células
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muertas a las 48 h), y no inhibible en cocultivo con células de estroma de médula 6sea. Dicha
muerte no solo no se redujo, sino que incluso aumentd cuando estas células se cultivaron con
medio condicionado producide por las células de estroma’®.

La célula B CD3™ de sangre de cordén umbilical representa un tipo celular normal (no
neoplasico) fenotipicamente muy parecido al de la LLC-B. Hasta el momento se sabe, en
relacion a la muerte por apoptosis de estas células, que no expresan transcritos de Bcl-2'.
1. 3. 2. Apoptosis de precursores de linfocitos B en médula ésea

Se conoce poco sobre la apoptosis de células precursoras B de médula dsea en humanos. Sin
embargo, este aspecto se ha estudiado algo mas en ratdn.

Para el estudio de la supervivencia de células pro-B de ratén se han empleado cocultivos de
estas células con células de estroma. Con este modelo experimental se ha llegado a ciertas
conclusiones sobre la apoptosis en células pro-B de médula 6sea: 1) Las células de estroma
tienen un papel importante en el mantenimiento de la supervivencia. 2) IL-7, citoquina
producida por las células de estroma, constituye una sefial de proliferacion muy importante.
3) La transcripcion de Bel-2 cesa rdpidamente cuando las células pro-B son extraidas del
microambiente estromal, coincidiendo con un cese de la proliferacion celular y un incremento
de la mortalidad. 4) Hay un aumento de la expresién de Bax cuando las células son retiradas
del cocultivo'.

Hay trabajos que muestran el papel de Bel-2 en los diferentes estadios de la linfopoyesis B. En
ratones transgénicos para Bcl-2 hay un elevado nimero de células pre-B y éstas sobreviven por
largos periodos de tiempo in vitro'™.

En células B inmaduras normales de medula dsea humanas se ha observado que los niveles de
Bcl-2 son bajos; y que mueren rapidamente a pesar de la presencia de células de estroma
medular'®.

En realidad, para el estudio de precursores B en humanos se ha utilizado como modelo de
célula principalmente la célula B de la leucemia linfoblastica de linaje B (Ver punto 1.6.1).
1. 3. 3. Apoptosis de los linfocitos B de los centros germinales

Las células B de amigdala se dividen fenotipica, morfolégica y funcionalmente en dos
poblaciones: células de centro germinal (CG) y manto folicular (MF). Cuando estas células son

cultivadas a 37°C existe una gran diferencia en sus cinéticas de muerte celular. Las células B
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de CG mueren mucho mas rapidamente que las de MF (a las 40 h. de cultivo no quedan c€lulas
de CG viables y, sin embargo, el 50% de las células MF permanecen vivas, incluso a las 96
h. el 20-30% continttan viables)'®.

Los centros germinales son el lugar donde se lleva a cabo el proceso de seleccion positiva de
la célula B. Concretamente la célula B de CG puede servir como modelo de célula no
neoplasica con muerte rapida. Existen numerosos estudios sobre la muerte celular programada
en células B de CG. Se han descrito inductores e inhibidores de apoptosis, asi como se ha
comprobado que ciertas citoquinas influyen en la capacidad de supervivencia de las células de
CG. Son inductores de apoptosis los glucocorticoides e ionéforos de calcio'™. 1.a I1.-10 inhibe
apoptosis’. También los anticuerpos anti-CD40 y/o anti-Ig inhiben la apoptosis de la célula B
de CG'™,

También se ha estudiado extensamente la expresion de proteinas de la familia Bel-2 en estas

CéIUlaSQ' 181, 185, 187, 188

, y se ha observado que las células B de CG no expresan proteina Bel-2°"';
al contrario que las células B de MF, que si la expresan™ ™', En cuanto a la existencia de
ARNm de Bc¢l-2 en células de CG hay discrepancia en los resultados, algunos autores no lo

181, 189 y otros SilQO-

detectan
Las células B de CG expresan CD11a/CD18 (LFA-1) y CD49d (VLA-4), dos integrinas en las
cuales se ha investigado un posible papel en la apoptosis de estas células. Para ello se han
realizado estudios en los que se ha comprobado la repercusidn en la muerte celular de estas
moléculas con sus ligandos respectivos, CD34 (ICAM-1) y CD106 (VCAM-1), dos moléculas
de adhesion expresadas en notable cantidad por las células dendriticas foliculares. Se ha
sugerido que la union CD11a/CD18-CD54 y la unién CD49d-CD106 pueden inhibir la
apoptosis de células B de CG, por lo que estas moléculas de adhesion podrian estar implicadas
en la seleccién de células B™'.

1. 3. 4. Apoptosis de los linfocitos B de sangre periférica

Las células B humanas normales de sangre periférica mueren in vitro por apoptosis™. La
velocidad de muerte es mucho mas lenta que en la célula B de CG; aproximadamente hay un
23% de mortalidad a las 48 h. de cultivo. Se ha descrito que 1L-13 e 114 (los receptores para

IL-4 e IL-13 tienen una subunidad comin'”) inhiben apoptosis en célula B normal de SP, y

CDA40L tiene un efecto sinérgico con ambas citoquinas y no estd acompafiado de proliferacion

13-



Introduccion

celular. También inhiben la apoptosis anticuerpos anti-lgMs y TPA (12-O-
tetradecanoylphorbol-13-acetate; =PMA). Son inductores de apoptosis cAMP (AMP ciclico)
y TGFf. Estas células expresan proteina Bel-2 en su mayoria y ésta no se modifica cuando se
cultivan con inductores o inhibidores de apoptosis™ ***.

1. 4. APOPTOSIS Y ONCOGENESIS

La muerte celular programada es un mecanismo celular activo con un importante papel en la
regulacion del namero de células. La supervivencia celular aberrante coniribuye a la
oncogénesis. El conocimiento de las condiciones que puedan inducir o inhibir apoptosis en un
tipo celular en concreto puede sugerir formas de eliminacién artificial de células tumorales
induciendo la muerte celular.

Un ejemplo clésico de neoplasia por incremento de la supervivencia celular son los tumores en
los que se ha detectado sobreexpresion de Bel-2, donde existe una clara evidencia de que esta
expresion aberrantemente incrementada puede contribuir a la oncogénesis''. En el caso del
linfoma folicular generalmente (en un 80-90% de los casos) es debido a la translocacion t
(14;18)"% 1,

Hay tumores con expresion deficitaria de p5S3. P53 es necesaria para iniciar la apoptosis en
respuesta a lesiones del ADN; por eso, las células deficientes en p53, aunque tengan lesiones
en su ADN no entran en apoptosis y, los tumores con esta caracteristica, son resistentes a los
agentes quimioterapicos y a las radiaciones. Ademads, los errores en la reparacidn del ADN dan
lugar a mutaciones con facilidad'®®.

1. 5. BIOLOGIA DE LA LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA DE CELULAS B (LL.C-
B)

La LLC-B es la forma de leucemia del adulio mas frecuente en paises occidentales. Es una
neoplasia de linfocitos B maduros en reposo. Las células de la LLC-B, que se asemejan
morfolégicamenie a linfocitos pequefios, maduros, de la sangre periférica, se acumulan en
médula Osea, sangre periférica, ganglios linfiticos y bazo en grandes cantidades. La
enfermedad suele observarse en pacientes mayores de 50 afios. Hay una clasificacion
internacional de los estadios de la enfermedad que integra las clasificaciones de Binet (A, B
y C) y de Rai (0, I, 11, Il y 1V). Estadio A.- Linfocitosis con afectacion clinica de menos de

tres grupos ganglionares (Grupos de ganglios linfaticos: cervical, axilar, inguinal, hepético,
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esplénico), sin anemia ni frombocitopenia; (0) sin ganglios aumentados de tamafo; (I) ganglios
aumentados de tamafio; (II) hepatomegalia o esplenomegalia. Estadio B.- Afectados més de tres
grupos ganglionares. Sin anemia ni trombocitopenia; (I) ganglios aumentados de tamafio; (IT)
hepatomegalia o esplenomegalia. Estadio C.- Anemia o trombocitopenia, con independencia
del niimero de grupos ganglionares afectados; (1II) anemia; (IV) trombocitopenia™’.

1. 5. 1. Caracteristicas fenotipicas de la LLC-B

La LLC-B es un sindrome linfoproliferativo crénico de células B CD5". Expresa antigenos
pan-B como CD19, CD20, CD22, CD24, CD40 y DR. Presenta antigenos de célula B en
reposo como la inmunoglobulina de superficie (Igs). La mayoria de las LLC-B son IgMs™ o
coexpresan IgMs e IgDs. La Igs expresada por la LLC-B es de una densidad bastante méas baja
que la de la célula B normal de sangre periférica o de tejido linfoide; y es también de menor
densidad que la expresada en otras leucemias y linfomas. La clonalidad puede demostrarse por
la expresion de una sola cadena ligera en la Igs. Caracteristicamente, la intensidad de
fluorescencia de la Igs, por citometria de flujo, es débil. En cuanto a la expresion de moléculas
de adhesion, la LL.C-B, como las células normales, tiene ausencia o una baja expresion de
LFA-1 (CD11a/CD18). En contraste con células B normales, L.I.C-B suele expresar CD1l1c
(asociado no covalentemente con CD18). Al igual que las células B normales de sangre
periférica, LLC-B expresa CD44 (receptor de homing linfocitario). La ausencia de LFA-1y
la expresion de CD44 puede explicar, en parte, la capacidad de la célula de la LLL.C-B para
recircular y diseminarse ampliamente. La mayoria de las LL.C-Bs expresan CD21, que es el
receptor de C3d (C3dR) y del virus Epstein-Barr. No suele expresar antigenos de célula pre-B
como CD10 o CD34. La expresion de antigenos de activacion B (CD25, CD54, CD77 o
CD80) es variable. FMC7, que suele se positivo en leucemia prolinfocitica B y en
tricoleucemia, es casi siempre negativo en LLC-B. Segiin las series, CD23 es positivo hasta
en un 60% de las LLC-B. Aunque el antigeno CDS5 es propio de células T maduras, su
presencia es caracteristica de la célula B de LLC-B. Se ha demostrado que células B normales
esplénicas pueden expresar CD5 y CD23 tras estimulo con PMA (phorbol niyristic acid,
=TPA); lo que indica que la activacién de la protein-quinasa C (PKC) induce la expresién en

la célula B normal de un fenotipo similar al de la LLC-B"™* .



Introduccion

1. 5. 2. Proliferacién y diferenciacién de la célula tumora)

Las células de la 1.LC-B son activadas en general con mayor dificuitad que las células B
normales. Se ha descrito diferenciacién (secrecién de IgM monoclonal) tras estimulacién con
Staphylococcus aureus (SAC)+pokeweed (PWM); la estimulacion con uno sélo de estos

200

ritégenos puede no ser suficiente para la secrecién de lg™ .También se ha demostrado

. Ademas

diferenciacién con ésteres de forbol, como PMA®?* en ausencia de proliferacié
existe sinergismo entre el iondforo del calcio A23187 y PMA en la proliferacion y
diferenciacion de la célula B de la LLC-B, aunque el ionéforo s6lo no activa las células®.
Las tinicas citoquinas descritas hasta el momento capaces de inducir proliferacion son IL-2 ¢
IL-15. Estas dos interieuquinas tienen, en general, efectos bioldgicos muy parecidos; ambas
utilizan las cadenas B y v del receptor de IL-2 (IL-2R). La IL-15 induce proliferacion en las
células de la LLC-B (a través de IL-2R) y no en células B normales en reposo™.

TNFa es capaz de inducir proliferacion de la LLC-B solamente en combinacién con bajas
concentraciones de PMA. Esta induccion es completamente inhibida por IL-6. Por otra parte
IL-4 induce diferenciacién en combinacién con PMA. Tanto IL-6 como TNFa no inducen
diferenciacion®” 2%,

También se ha valorado la capacidad de incrementar la expresién de CD23 en la célula de la
LLC-B por parte de algunas citoquinas, lo que puede estar relacionado con la activacion
celular. Se ha observado que IFNa, IFNy, TNFa e IL-2 aumentan la expresion de CD23,
mientras que IL-1, IL-3, IL-5, IL-6, IL-7, GM-CSF, CSF, TGFp y linfotoxina no modifican
su expresion’”,

En la interpretacion de estos resultados sobre proliferacion y diferenciacién hay un elemento
a tener muy en cuenta: la actividad apoptdtica, antiapoptdtica, o la ausencia de regulacion de
apoptosis por parte de las citoquinas y/o mitdgenos. Por ejemplo, la presencia en los cultivos
de PMA, la cual inhibe la apoptosis de la célula de la LLC-B (punto 1.6.3.1.2}), da lugar a
resultados muy distintos en la estimulacion con citoquinas a los que se obtienen en cultivos en
ausencia de PMA.

1. 5. 3. Posible origen de ia célula de ia LL.C-B

Algunos autores han estimado que la célula B de la LLC-B podria corresponder a una

expansién de un clon de célula B inmadura detenida en un estadio comprendido entre la céiula
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pre-B y B madura, basados en la presencia de CD5 en estadios precoces de la ontogenia B, ya
que la coexpresion de antigenos B y CD35 se detecta en gangtios linfaticos fetales, bazo fetal
y sangre de cord6n umbilical, aunque no en médula 6sea ni en higado fetales™” ',

Alternativamente, se ha postulado que la célula B CD5” de la LLC-B podria ser la
contrapartida tumoral de la poblacién B CD5* normal®. Las células B CD5" son escasas en
el adulto. Se ha identificado un nimero escaso en la periferia del centro germinal de ganglios
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linféticos normales®”, en sangre periférica y en amigdala, pero no en médula ésea™. También

se ha detectado un incremento de esta poblacion en sangre periférica en pacientes tratados con
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trasplante alogénico o autdlogo de médula dse , vy en sangre periférica de pacientes con

artritis reumatoide y lupus eritematoso sistémico (LES)**.

Otros autores consideran que la L1.C-B tiene caracteristicas fenotipicas de célula B de memoria
de la zona de manto de los foliculos secundarios de ganglio linfatico™, incluso se ha sugerido
que la contrapartida normal de las células de la LLC-B podria ser una subpoblacién B de larga
vida media recirculante de manto folicular™”.

1. 5. 4. Hipogammaglobulinemia en la LLC-B

La hipogammaglobulinemia sucede en el 10-60% de LI.C-B segin la series. Los pacientes con
LLC-B tienen una respuesta humoral deficitaria a la infeccibn e inmunizacién. La
hipogammaglobulinemia es un fenémeno poco frecuente en otras neoplasias de célula B. Se
considera que la causa de este déficit puede estar ocasionada por una disfuncién de las células
B no clonales, por descenso o inhibicién de dichas células B CD5 negativas™.

1. 5. 5. Fenémenos autoinmunes en la LLC-B

L.as manifestaciones de tipo autoinmune son relativamente frecuentes en LLC-B y, en general,
son debidas a anticuerpos frente a células hematopoyéticas. La anemia hemolitica autoinmune
sucede en un 10-25% de los pacientes a fo largo del curso de la enfermedad. La
trombocitopenia autoinmune sucede en un 2% de los casos, aunque con cierta frecuencia existe
trombocitosis. La aplasia eritroide y los anticuerpos antineutréfilo son poco frecuentes. En la
mayorfa de los casos los autoanticuerpos de la LLC-B no son secretados por el clon maligno,
por lo que parece que los fenémenos autoinmunes son debidos a las células B CDS™ normales,

al igual que la hipogammaglobulinemia'.
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1. 6. APOPTOSIS EN LAS CELULAS TUMORALES DE LA LLC-B Y EN OTRAS
LEUCEMIAS/LINFOMAS DE LINFOCITOS B HUMANOS

1. 6. 1. Apoptosis de células tumorales en leucemias linfoblasticas agudas (LLAs) de linaje
B

En los tltimos afios se han realizado numerosos estudios sobre la muerte por apoptosis en la
LLA de linaje B. Se ha encontrado una mayor supervivencia de las células B inmaduras
leucémicas que en las equivalentes normales (célula B inmadura normal de médula 6sea) en

idénticas condiciones de cultivo in vitro'™

. También se ha observado que las células B de la
LLA, sobreviven mucho mas tiempo en presencia de células de estroma medular que en su
ausencia, y esta peculiaridad se ha empleado para el estudio de induccidn de apoptosis in vitro

por diferentes farmacos y citoquinas™

para posibles aplicaciones terapéuticas y prondsticas
de la enfermedad. Se ha comprobado que las células leucémicas no se diferencian y mantienen
sus caracteristicas inmunofenotipicas y genéticas a lo largo del cultivo con células de

estroma’”

. Algunos autores consideran que las LLAs de linaje B que sobreviven durante més
tiempo en cocultivo con células de estroma son més agresivas™.

En general, Ia expresién de CD95 en las células de la LLA de linaje B es baja y la induccion
de apoptosis a través de CD95 es escasa en general, aunque se puede incrementar si las células
son previamente activadas con CD40 ligando (CD40L)* %*°, La expresion de Bcl-2 en este tipo
de leucemia no se relaciona con aspectos clinicos de la enfermedad, a pesar de que es mayor
que en los progenitores de células B normales. Bcl-2 tampoco se relaciona con resistencias a
farmacos. Ademads, en los pocos casos descritos en la literatura de LLA con cromosoma
Philadelphia (aspecto considerado de alto riesgo) los niveles de Bcl-2 son muy bajos™’.

1. 6. 2. Apoptosis de células tumorales de linfomas no Hodgkin (LNH) de linfocitos B
La investigacion de la apoptosis en LNH se ha enfocado sobre todo, hasta el momento, al
estudio de moléculas relacionadas con apoptosis, y hay pocos trabajos sobre funcion celular.
Asi, hay multitud de publicaciones sobre proteinas de la familia de Bcl-2 y también hay algiin
trabajo sobre expresion e induccion de Fas in vitro.

Se ha descrito que los linfomas localizados y los de bajo grado expresan menos Bel-2 gue los
linfomas diseminados y los de alto grado®®. Sin embargo, en los linfomas foliculares, muchos

de los cuales presentan la translocacién t(14;18) que induce una expresion muy elevada de

iy



Introduccion

Bcl-2, la existencia o no de dicha translocacién no parece influir en la supervivencia de los
pacientes. La cantidad de Bcl-2 expresada tampoco parece ser un factor significativamente
importante en la evolucién de la enfermedad™. La mayoria de los LNH expresan Bcl-2 en
niveles altos y Fas en niveles bajos. Ademas, las células B de los LNH son poco sensibles a
la muerte inducida por FasL. Se consigue una expresién mucho més alta de Fas cuando las
células son activadas con CD40L vy, asi, tras esta activacion, la mayoria de los LNH parecen
sensibles a la accion inductora de apoptosis de CD95L.™.

1. 6. 3. Apoptosis de células tumorales en la LLC-B

Las células de la LLC-B caracteristicamente no estin en divisién, ya que en el andlisis del ciclo
celular tras su extraccion de sangre periférica se observa un porcentaje de células en fase S y
G,+M similar al de los linfocitos B normales, permaneciendo mas del 95% de las células estan
en fase G,/G,*® > %! Este es el motivo por el que se considera que el exceso clonal es debido
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al descenso de la muerte celular y no a la proliferaciéon™, es decir, que en la LLC-B existe una

acumulacién de células B monoclonales de larga vida media™ en fase G,/G,.
Se ha comprobado que las células B de la LLC-B mueren in vitro rapidamente por

230,234

apoptosis Existe una marcada heterogeneidad en la velocidad de muerte celular

programada de las células de la LL.C-B in vitro en los diferentes pacientes™ *> %%,

No hay diferencias en la incidencia de apoptosis en cultivos de LLC-B deplecionados 0 no
deplecionados de células T. Tampoco hay diferencias en la supervivencia cuando las células
se cultivan con suero autélogo o con suero procedente de humanos sanos. La densidad celular
no influye en la apoptosis in vitre de las células de LLC-B (comprobado en 0,5-2x10°
células/m1)**.

1. 6. 3. 1. Efecto de factores solubles y agentes quimicos

1. 6. 3. 1. 1. Inductores de apoptosis en la LLC-B

Los glucocorticoides'™ y otros agentes quimioterapicos usados clinicamente como

237, 238 239, 240

clorambucil®’, 2-cloro-2'-deoxiadenosina y fludarabina

inducen apoptosis en la
LLC-B, lo que sugiere que la apoptosis es un mecanismo de su accion terapéutica. In vitro, los
anticuerpos anti-IgMs, los iondforos del calcio™ y la actinomicina-D*® inducen apoptosis.
También se han descrito citoquinas inductoras de apoptosis en las células de la LLC-B in vitro

como IL-5*" e 1L-10**2.
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Hay numerosos estudios en LLC-B basados en la experiencia previa de otro modelo
experimental: la muerte celular programada en timocitos. Asi, los glucocorticoides y el

ionéforo del calcio A23187 inducen apoptosis en timocitos inmaduros™ 2"

, y también en
las células B de la LLC-B"™. Otra forma de induccion de apoptosis clasica en timocitos es ¢l
tratamiento con anti-CD3% por lo que se investigd la analogfa existente en la LLC-B
encontrindose induccién de apoptosis secundaria al tratamiento con anti-IgM'®, ya que la
célula tumoral de la LLC-B expresa en su membrana IgM**. Hay evidencias de que estos tres
mecanismos de induccién de apoptosis se relacionan con el incremento de los niveles de calcio
en el citosol de las células de LI.C-B y de que los niicleos de estas células tienen una importante
actividad endonucleasa enddgena calcio-dependiente'®. Por otra parte, la fragmentacion de
ADN se incrementa con actinomicina-D, un inhibidor de la sintesis de ARN**,

Se han detectado algunas citoquinas con efecto inductor de apoptosis en la LLC-B. Por
ejemplo, IL-5 incrementa la apoptosis espontanea de la LLC-B in vitro. 1L-4 protege de esta
muerte inducida por IL-5**"2*. Por otra parte, existen resultados contradictorios con relacién
a la actividad apoptotica de la IL-10 sobre la LLC-B. Un grupo de investigacion concluye que
la IL-10 induce muerte por apoptosis en las células B de la LLC-B y descenso en los niveles
de Bcl-2** y, en otro trabajo se refiere que IL-10 inhibe la proliferacion, induce la
diferenciacion y no provoca apoptosis en la LLC-B; ademds, como IFNa e IFNy (citoquinas
que, como IL-10 pertenecen a la familia de receptores de IFN), 1L-10 reduce significativamente
la muerte por apoptosis inducida por hidrocortisona®’. Por otro lado, en este segundo estudio
no detectan diferencias en la expresion de Bcl-2 entre células tratadas y no tratadas con IL-10.
1. 6. 3. 1. 2. Inhibidores de apoptosis en la LLC-B

Los ésteres de forbol, PMA y PDBu (phorbol-12, 13-dibutyrate) bloquean la fragmentacién
de ADN vy la muerte celular programada espontinea o inducida por firmacos en la LLC-B**,
lo que sugiere que la activacién de la protein-quinasa-C (PKC) desensibiliza a las células
tumorales para entrar en apoptosis’™ **¢, La apoptosis espontdnea o inducida por drogas
(colchicina o etoposido) puede ser bloqueada en presencia de inhibidores de endonucleasas
como el 4cido aurintricarboxilico, lo que indica el papel fundamental de las endonucleasas en
la muerte por apoptosis en la LLC-B. La cicloheximida no impide el efecto antiapoptético de

PMA, lo que indica que la accién de los ésteres de forbol no requiere sintesis de proteinas™®,
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Ciertas citoquinas previenen la apoptosis in vitro de la LLC-B: IFNa™ %, IENy™",

[[.-4% 25244352 1] 625 1.-8% e I1.-13%.

La muerte celular y fragmentacién de ADN se inhibe en presencia de IL-4 recombinante
humana (0,5-5 ng/ml) y las células B monoclonales pueden mantenerse en cultivo durante 3
semanas. Esta inhibicién de la apoptosis no estimula la proliferacién celular y es comparable
al efecto mediado por PMA®**, Sin embargo, hay diferencias importantes entre los efectos de
IL-4 y PMA: PMA activa la protein-quinasa C e induce cambios morfoldgicos en la LLC-B*®,
mientras que IL-4 activa una tirosin-fosfatasa especifica y no induce cambios morfolégicos™.
Las células de la LLC-B expresan constitutivamente in vitro el gen de 11.-6 y producen IL-6 en
ausencia de estimulos exdgenos®’, Sin embargo, hay discrepancias sobre el efecto de [L-6
sobre la muerte celular programada en la LLC-B: unos trabajos indican que IL-6 no inhibe la

apoptosis espontanea o la inducida por hidrocortisona™" **2

y en otro estudio describen
reduccién de la apoptosis®®”,

[L-8 prolonga la supervivencia de las células B de la LLC-B. La concentracién de IL-8 capaz
de conseguir este efecto es comparable con los niveles liberados constitutivamente por las
células de la LLC-B, indicando que la accién protectora se consigue a concentraciones
fisiologicas. Los autores de este estudio consideran que la potencial accion reguladora autocrina
de 11.-8 es apoyada por la evidencia de que la 1L-8 exdgena incrementa la expresion de ARNm
de 1L-8 en las células de LLC-B**. Por otra parte, los niveles circulantes de IL-8 son
significativamente mas elevados en LLC-Bs no tratadas que en individuos normales; y no
existen evidencias de produccion de IL-8 por células B normales™.

Como ya se ha mencionado, IL-13 es una citoquina que desarrolla efectos muy parecidos a la
IL-4 en la célula B normal'®, Su actividad anti-apoptética sobre la célula B de la LL.C-B es
controvertida: Fluckiger y col.' no detectan efecto, mientras que Chaouchi y col. si describen

un efecto promotor de supervivencia®*

. En este segundo estudio comprueban que el efecto de
I1.-13 e IL-4 son independientes, y que IL.-13 no es un factor de crecimiento para las células
monoclonales de LLC-B. Este efecto antiapoptético de IL-13 es dosis-dependiente aunque a

concentraciones 10-20 veces (100-200 ng/ml) superiores a las de 1L-4.
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1. 6. 3. 2. Efecto de las interacciones célula-célula: papel jugado por las moléculas de
adhesion

Se ha estudiado la posible influencia de otros tipos celulares sobre la supervivencia de las
células de 1a LI.C-B. Estd descrito un aumento de la supervivencia en cocultivos con células

120.2% en ausencia de factores exdgenos, encontrandose un retraso

de estroma de médula dsea
de la muerte celular muy superior en los cocultivos que en cultivos en medio solo, incluso a
los 30 dias de cultivo. La separacion de las células de [a LLC-B de las células de estroma
mediante filtros de cultivo de 0,45 um de poro resultan en una menor proteccion de la
apoptosis, por fo que se considera que la adhesion de células de LI.C-B a células de estroma
de médula dsea es tmportante para la proteccion de la apoptosis. Las células de estroma son
capaces de proteger las células B de la LLC-B del efecto inductor de apoptosis de la
hidrocortisona™®. Ademas, parece que los factores solubles producidos por las células de
estroma, en ausencia de contacto entre la célula B de la LLC-B y la célula de estroma, inducen
apoptosis'™ aungue dichos factores no han sido identificados. Por otra parte, los resultados
obtenidos en células B de CG sobre la implicacion de moléculas de adhesion en la inhibicién
de la apoptosis, ha llevado a investigar esto mismo ¢n la célula B de la LI.C-B. Hasta ahora
se ha visto que el bloqueo de ia unién CD11a/CD18 con su ligando (CD354), junto con el
biogueo de CD49d con CD106, reduce ia adhesion de las células de la LLC-B a las células del
estroma; pero ain no hay resultados sobre la repercusion de este bloqueo sobre la muerte por
apoptosis en la LLC-B™,

También se ha observado que el cocultivo de células de LLC-B con células endoteliales (linea
celular hibrida de células endoteliales de vena umbilical humana EA.hy926) retrasa la
apoptosis, y se considera que el contacto celular es necesario para conseguir este efecto ya que,
el medio condicionado de las células endoteliales no previene la apoptosis™.

1. 6. 3. 3. Efecto de las proteinas de la familia Bel-2

Es conocido que el producto del proto-oncogen bel-2 inhibe la muerte celular inducida por
diversos estimulos apoptdticos, en numerosos tipos celulares™. La expresion de Bcl-2 estd
mayoritariamente restringida a las células linfoides. Bcl-2 inhibe la muerte celular programada
en la LLC-B*; incluso se ha sugerido que la expresién del gen bcl-2 puede ser una via de

escape principal de la apoptosis de la LLC-B** junto con la débil expresién de Fas™ >,
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Ademis es dificil aumentar la expresion de Fas y, atn asi, no se consigue aumentar la muerte
inducida por FasL o anticuerpos anti-Fas™. Por otra parte, solo el 10% de las LL.C-Bs tienen
la translocacion del gen de bel-2 en et loci para la Ig, concretamente en la cadena ligera™, a
diferencia del 80-90% de translocaciones t (14;18) encontradas en el linfoma de fenotipo
centrofolicular™. Sin embargo, la expresion de transcritos y proteina Bcl-2 estd presente en
las células B clonales CD5* de la LLC-B sin translocacion del gen bcl-2, y estd ausente en las
células B normales CD5* de corddén umbilical'™. Esta sobreexpresion de Bel-2 en LLC-B ha

6% 37 'y se ha sugerido que puede ser debida a un

sido confirmada por otros investigadores
exceso de transcripcién causado por la hipometilacién del gen bel-2°. Ciertos autores
encuentran una correlacion entre los niveles de proteina Bel-2 y la supervivencia in vitro de las
células de LLC-B: en los casos con menos Bcl-2 la muerte celular sucede més rapidamente que
en aquelios con altos niveles™; sin embargo, en otro estudio no se observa esta correlacion en
la apoptosis iz vitre y mencionan que la expresion de niveles altos de Bel-2 esta relacionada con
peor prondstico'®” **,

En el estudio de Bcl-2 mediante citometria de flujo se observa a tiempo cero un dnico pico que,
con el paso de los dias de cultivo se convierte en un doble pico, uno de baja intensidad y otro
de alta intensidad de fluorescencia. Este tiltimo es el que se corresponde con el pico detectado
a tiempo cero™.

Citoquinas inhibidoras de apoptosis en la LLC-B como [L-4*, 1L-8%* & IFN&®7 incrementan
los niveles de Bel-2.

En células de la L.LC-B se ha observado (como en la célula B normal de centro germinal: punto
3.3) que la expresién de Bcl-2 tiene una relacién inversa con la proliferaciéon celular: los
estimulos que inducen proliferacion dan lugar a una reduccitn de la expresién de Bel-2''.
La expresion de otras proteinas de la familia Bcl-2 también ha sido estudiada, detectindose:
1) altos niveles de Bcl-x,, molécula que sinergiza con Bel-2; 2) altos niveles de Bax, con
actividad contraria a Bcl-2; y 3) muy bajos niveles de Bcl-x,, la cual inhibe la funcion de
Bcl-2*%,

En los casos de LLC-B en los que se induce apoptosis con fludarabina se observa un descenso

de Bcl-2 y tienen una buena respuesta clinica al tratamiento con este farmaco®™. Sin embargo,

algunas LLC-Bs son resistentes a tratamiento con fludarabina+mitoxantrona, esta resistencia
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a la apoptosis se asocia con una elevada expresion de Bcl-2 y Bax. Por otra parte, cuando las
células de [a LLC-B se cultivan in vitro se produce un descenso de Bcl-2 tanto en células
sensibles a apoptosis como resistentes a apoptosis, dandose una disminucién de Bax solo en las
muestras resistentes, lo que hace pensar en mecanismos mas complejos en la inhibicion de la
apoptosis en la LLC-B dentro de la familia de Bel-2. También en relacion con esta familia de
proteinas se ha observado que la actividad endonucieasa representa un indicador prondstico en
la sensibilidad de ia LLC-B a la apoptosis, incluso mas importante que la expresion de Bel-2,
y que es posible que Bcl-2 y Bax determinen el contenido de endonucleasas de estas células,
asi como diversos factores de crecimiento y mitdgenos pueden actuar sobre la actividad
endonucleasa®.

1. 6. 3. 4. Papel jugado por las caspasas

En la LLC-B se ha estudiado la inactivacion de PARP comprobando la conversién del enzima
nativo de 116 kDa a su fragmento proteolitico de aproximadamente 85 kDa. Se ha observado
que la activacion de las caspasas se produce en la apoptosis espontdnea e inducida por
glucocorticoides y fludarabina en la LLC-B. Ademads, la apoptosis de la LLC-B se bloquea
cuando las células se incuban con inhibidores de caspasas, indicando estos resultados que las

caspasas son esenciales para la apoptosis en la LLC-B*™,
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2.- OBJETIVOS

1. Estudio de la apoptosis iz vitro de la célula B en un amplio niimero de casos diagnosticados
clinica, morfoldgica e inmunofenotipicamente como LLC-B, utilizando para ello varios

métodos considerados de utilidad en el andlisis de la apoptosis.

2. Papel de la célula endotelial en la supervivencia de las células de la LLC-B. Aproximacion
a los factores que regulan la cinética de apoptosis de las células leucémicas:
2. 1. Factores solubles
2. 2. Interacciones célula tumoral/célula endotelial: papel jugado por las moléculas de
adhesion

2. 3. Interacciones célula tumoral/proteinas de matriz extracelular
3. Determinacion de factores solubles y/o de membrana que intervienen en este proceso.

4. Comprobar si el efecto ejercido por las células endoteliales sobre la apoptosis de las células
de la LLC-B esta mediado por procesos de proliferacién y/o diferenciacién de las células

tumorales.

5. Comprobar si ¢l efecto de las células endoteliales sobre la apoptosis es especifico de la

LLC-B. Para ello se estudiardn linfocitos, normales o neoplasicos, distintos a la célula de

la LLC-B.

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

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

7. Investigar si el efecto de las células endoteliales sobre la LL.C-B estd mediado por la

regulacion de proteinas de la familia Bel-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
diferentes aplicaciones: tripsina, EDTA, TRIS, SDS (dodecil-sulfato sédico), deoxicolato
sédico, glutaraldehido, paraformaldehido, etanol, RNasa, ioduro de propidio, agarosa, PMSF
(phenyl-methylsulfonyl fluoride), pepstatina, leupeptina, Nonidet P-40, (-mercaptoetanol,
CINa, acrilamida, metanol, dcido acético, proteinasa K, fenol, cloroformo, alcohol isoamilico,
acetato s6dico, N-lauritsarcosin, azul tripan, DMSO (dimetilsuifoxido), colageno tipo 1,
fibronectina (FN) de plasma humano, FN celular, fragmentos proteoliticos de FN de 30 y 70
kDa, vitronectina y laminina.

Ademds, se utilizé Ficoll-Hypaque (Lymphoprep. Nycomed, Sheldon, Birmingham, UK},
microesferas inmunomagnéticas unidas a IgG de raton (Immunotech, Marseille, France),
microesferas inmunomagnéticas unidas a 1gG, de raton (Dynal RAM IgG, Collection Kit.
Dynal, New Ferry, Wirral, UK), concentrador de particulas magnéticas (Dynal MPC™-1).
Células HUVEC Pooled (Bio-Whittaker, Walkersville, MD) y medio de crecimiento para
células endoteliales EGM Bulletkit B-3124 constituido por medio basal (EBM, Bio-Whittaker)
suplementado con factor de crecimiento de células endoteliales humano (hEGF, BW-4017, Bio-
Whittaker), hidrocortisona (BW-4035, Bio-Whittaker), gentamicina-anfotericina B (BW-4081,
Bio-Whittaker), extracto de cerebro bovino (BBE, BW-4(092, Bio-Whittaker) y suero de ternera
fetal (FBS, BW-4101; Bio-Whittaker). La linea celular ECV-304 procede de ECACC
(European Collection of Animal Cell Cultures, Salisbury, UK). Frascos de Roux (Nunc,
Roskilde, Denmark) de 25, 50 y 75 cm®. Filtros de 0,2 um. de poro (Costar, Cambridge,
MA). Placas de 24 pocillos de fondo plano (Costar), camaras transwell de 0,4 pm. de poro
para placas de 24 pocillos (Costar). Suero pre-inmune de conejo (Normal rabbit IgG. R & D,
Minneapolis, MN). Kit de Anexina-V-FITC (Bender, Vienna, Austria). Kit para método
TUNEL "In situ cell deat kit, fluorescein” {Boehringer-Mannhein, Indianapolis, IN). Colorante
TAMRA o0 5, 6-carboxitetrametil-rodamina, succinimidil éster {Molecular Probes, Eugene,
OR). "FACS-Lysing Solution" (Becton Dickinson, San Jose, CA), "Fix and Perm kit" (Caltag,
San Francisco, CA). Kit para la deteccion de CD126 con IL-6-biotina, "Human interleukin 6

biotin conjugate, kit Fluorokine" (R & D). Kit para la cuantificacién de IL-6 mediante ELISA,
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"Predicta” (Genzyme, Cambridge, MA). Medio RPMI 1640 (ICN, Oxnard, CA), L-glutamina
(Sigma), penicilina-estreptomicina (Gibco, Paisley, Scotland), suero de ternera fetal (Gibco).
Metionina-*S (ICN), medio DMEM sin glutamina ni metionina (ICN). Membranas de
ultrafiltracion DAFLO, PM10 y XM50 (Amicon, Beverly, MA), sephacryl S-200 (Pharmacia,
Piscataway, NJ), proteina-G-sepharosa (4 Fast Flow, Pharmacia), enhancer Amplify
(Amersham, Buckinghamshire, UK). Patrones de peso molecular para SDS-PAGE,
"Kaleidoscope Prestained Standards” (Bio-Rad, Hercules, CA).

3. 1. 1. Citoquinas humanas y anticuerpos neutralizantes anti-citoquinas

IL-6 humana recombinante derivada de levadura (Genzyme). IL-6 humana recombinante
derivada de células CHO (Genzyme). 1L-6 humana recombinate derivada de E. coli
(PeproTech). IL-6 natural obtenida por superinduccién de células de osteosarcoma humano
(Sigma). IL-4 humana recombinante (Genzyme).

Anticuerpo policlonal de conejo anti-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 ratén anti-IL-5 (Genzyme). Anticuerpo
policlonal de conejo anti-IL-6 (Genzyme). AcMo de ratén anti-IL-7 (Genzyme). AcMo de
raton anti-IL8 (Genzyme). Anticuerpo policlonal de conejo anti-IL-10 (PeproTech). Anticuerpo
policlonal de conejo anti-IL-13 (PeproTech).

3. 1. 2. Anticuerpos frente a antigenos de membrana y citoplasmicos

Coniroles isotipicos: AcMo de ratdn IgG-FITC e IgG-RD1 (Coulter, Hialeah, FL). Anti-CD5:
AcMo de raton T1-RD1 (Coulter). Anti-CD19: AcMo de ratén B4-FITC (Coulter), B4-RD1
(Coulter) y CD19-PerCP (Becton Dickinson, San Jose, CA). Anti-CD20: AcMo de ratén Leu-
16-FITC y Leu-16-PE (Becton Dickinson). Anti- CD23: AcMo de ratén Leu-20-PE (Becton
Dickinson). Anti-CD38: AcMo de ratén Leu-17-PE (Becton Dickinson). Anti-CD138: AcMo
de ratén anti-CD138-RPE (Immuno Quality Products, Groningen, The Netherlands). Anti-
cadenas ligeras de las Ig: anticuerpos policlonales de conejo anti-Kappa-FITC y anti-Lambda-
FITC (Dako). Anti-CD49d: AcMo de ratén anti-VLA-04-PE (Becton Dickinson). Anti-CD49e:
AcMo de raton anti-CD49e-RPE (Cymbus Bioscience, Southampton, UK). Anti-CD29: AcMo
de raton 4B4-RD1 (Coulter). A_nti—CDlla: AcMo de ratén anti-CD11a-RPE (Serotec, Oxford,
UK). Anti-CD11b: AcMo de ratén Leu-15-PE (Becton Dickinson)., Anti-CD11c: AcMo de
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raton Leu-M5-PE (Becton Dickinson). Anti-CD54: AcMo de ratdn Leu-54-PE (Becton
Dickinson). Anti-CD62L: AcMo de ratén TQ1-RD1 (Coulter). Anti-CD44: AcMo de raton
anti-CD44-RPE (Serotec). Anti-CD45: AcMo de ratén anti-HLe-1-FITC (Becton Dickinson).
Anti-CD126: AcMo de ratén anti-CD126-PE (Immunotech). Anti-CD130: AcMo de ratén
anti-CD130-PE (Pharmingen, San Diego, CA). Anti-Bcl-2: AcMo de raton anti-Bel-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
policional de cabra anti-conejo-FITC (Sigma) como secundario; y como control negativo se
utilizé una IgG policlonal de conejo irrelevante (Normal rabbit IgG. R & D) como anticuerpo
primario y, como secundario ¢l mismo anticuerpo anti-conejo-FITC,

Para e} bogueo de Ja adhesion se utilizaron los anticuerpos que se citan a continuacion: AcMo
de ratén anti-CD18, clon TS1/18, mouse anti-human f,-integrin (Endogen, Woburn, MA).
AcMo de ratén anti-CD29, clon TS2/16, mouse anti-human [3,-integrin (Endogen). AcMo de
raton anti-CD62L, clon LAM1-3, mouse anti-human LAM-1 (Coulter). AcMo de ratén anti-
CD44, clon L178, Leu-44 (Becton Dickinson) y también el clon BU75, isotipo IgG,, (Ancell,
Bayport, MN, USA). Ademads se utilizd un AcMo de raton anti-CD2, 71/ IgG{ (Coulter).
3. 2. METODOS

3. 2. 1, Obtencién 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 wuna leucemia prolinfocitica B (LPL-B) (n=1),
diagnosticados en todos los casos de acuerdo a criterios clinicos, morfoldgicos e
inmunolégicos. Las células mononucleares totales (CMSP) se aislaron, previa dilucion de 1a
sangre en una proporcion 1:1 con PBS, por centrifugacion en un gradiente de densidad Ficoll-
Hypaque. Las CMSP fueron retiradas de [a interfase, lavadas, contadas y utilizadas
inmediatamente o bien congeladas y almacenadas en medio conteniendo DMSO al 10%. Las
células descongeladas tuvieron una viabilidad entre el 75-95%, valorada con el colorante vital
azul tripan.

3. 2. 2. Obtencion de células mononucleares de amigdala

Las células mononucleares de amigdala, procedente de pacientes con amigdalitis crénica, se

obtuvieron previa disgregacion mecanica de la misma para obtener una suspensién celular que
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ulteriormente fue centrifugada en un gradiente de densidad Ficoll-Hypaque. Estas células se
manipularon en todo momento a 4°C. Algunas células fueron congeladas en DMSO 10%. La
viabilidad de las células descongeladas, determinada por exclusién del colorante azul tripan,
oscilo entre 85-95%.

3. 2. 3. Purificacion de poblaciones celulares

3. 2. 3. 1. Purificacién de linfocitos B de sangre periférica y amigdala con particulas
inmunomagnéticas

Se realizé utilizando deplecién negativa con microesferas inmunomagnéticas (Magnetic beads
mouse IgG, Immunotech) que fueron incubadas con anticuerpos monoclonales anti-CD2 (T11
IgG1 purificado de Coulter Clone) y, posteriormente incubadas con las CMSP, siguiendo las
instrucciones de uso de ambos productos. Para cada 10x10° células CD2" se utilizaron S ng
de anticuerpe monoclonal anti-CD2 y 1 mg. de microesferas inmunomagnéticas. Las fracciones
positiva y negativa se separaron utilizando un concentrador de particulas magnéticas (DYNAL
MPC™-1). Los lavados y volimenes de incubacién utilizados siguieron las instrucciones
recomendadas. La purificacion de células B fue 296% en las LLC-B (también en el linfoma
de manto y en la LPL-B) y de un 99,5% en las amigdalas.

3. 2. 3. 2. Enriquecimiento de linfocitos B de manto folicular y centro germinal con
particulas inmunomagnéticas

Después de la obtenci6n de los linfocitos B de amigdala tal y como se ha descrito en el punto
anterior, tales células fueron incubadas con microesferas inmunomagnéticas (Dynal RAM JgG2
Collection Kit) que previamente habian sido incubadas con el AcMo de ratén anti-CD44
humano (Clon BU75, isotipo 1gG2a. Ancell) segtin las instrucciones del kit. Tras la aplicacion
del concentrador de particulas magnéticas, las células CD44- (fraccion enriquecida en células
de centro germinal) se recogieron en la fraccion negativa, y las CD44" (fraccién enriquecida
en células de manto folicular) de la fraccion 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 4°C.

3. 2. 4. Cultivo de células endoteliales de la vena del cordén umbilical humano (HUVEC)
y obtencién de medio condicionado

Se utilizaron HUVEC 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 2.500 células/em’, afiadiendo 1 ml. de medio por cada 5 cm’,
Después de una adherencia de 24 h. se retir6 todo el medio y se renovo, Se sigui6 renovando
el medio hasta conseguir confluencia, Cuando las HUVEC cubrieron el 70-90% de la superficie
del frasco las células se incubaron con tripsina 0,025 %/EDTA 0,01 % en estufa hasta conseguir
que las células se despegaran del plastico. Después del primer pase las HUVEC se cultivaron
a una desidad de 5.000 células/cm’ y no se renovo el medio hasta 7 dias después, momento tras
el cual se objetivé una monocapa de aproximadamente un 80%, recogiéndose el sobrenadante.
Este medio condicionado {M.Cd) de HUVEC se paso a través de un filtro de 0,2 um. de poro
y se congeld a -20°C hasta su uso.

3. 2. 5. Cultivo de la linea humana de células endoteliales ECV-304 y obtencion 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 dia +3 de cultivo, con una
monocapa cercana al 100%, las células se incubaron con tripsina al 0,25% en estufa. Para la
obtencién de M.Cd se recogieron los sobrenadantes (de dia +1, +2, +3, etc, de cultivo) de
CEs con 2 o 3 pases. El M.Cd se pasé a través de un filtro de 0,2 um. de poro, y se congeld
a -20°C hasta su uso.

3. 2. 6. Cultivos celulares

Las diferentes subpoblaciones celulares fueron cultivadas a 0,5x10° célutas/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 afiadieron desde el comienzo del cultivo, sin
posteriores adiciones en los sucesivos dias de cultivo.

Todos los cultivos celulares se realizaron en un incubador a 37°C, en una atmésfera con 95 %
de humedad y 5% de CO,.

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

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

de aiiadir los linfocitos. Ei cultivo se inicié con célutas ECV-304 a una densidad de 100.000
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células/ml. en placas de 24 pocillos, con un volumen por pocillo de 1 ml. Se incubaron en
estufa y, a las 24 h. se comprobd que existia una monocapa celular de aproximadamente el
50% de la superficie del pocillo. Después se retiré todo el sobrenadante del cultivo de cada
pocillo, y se afiadieron 0,5x10° 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-B
utilizando camaras transwell de 0,4 um. de poro en placas de 24 pocillos (Costar). Con este
sistema se impide la interacci6n fisica entre ambas poblaciones celulares, pero se permite el
paso de factores solubles a un lado y otro de la membrana nucleopore de (0,4 pm. En este
segundo tipo de cocultivo también se retird todo el sobrenadante de las CEs después de 24 h.
de cultivo, se afiadieron 600 pl. de M.C fresco, colocindose después la cadmara transwell,

sobre la que se afadieron 0,35x10° células de LLC-B en 100 pl. de M.C (la concentracidn de
células de LLC-B en el pocillo fue la misma que en los cocultivos con células en contacto
directo, es decir, 0,5x10° células/ml., ya que en ¢l transwell el volumen total de M.C es de 700
ul. y en contacto directo es de 1 ml).

3. 2. 6. 2. Cultivos con medio condicionado procedente de células endoteliales

Los medios condicionados de las células HUVEC o de la linea 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-apoptético sobre las células B CD5* de la LLC-B. En todos
los casos el medio condicionado crudo se utilizd al 100% en los cultivos.

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

Se realizaron cultivos de células de LLC-B, afiadiendo éstas en placas de 24 pocillos con
proteinas de ME previamente adheridas al fondo del pocillo a las concentraciones que a
continuacion se citan: coldgeno tipo I (30 ug/cm?), fibronectina (FN) de plasma humano, FN
celular, y los fragmentos proteoliticos de FN de 30 y 70 kDa (5 pg/cm?), vitronectina (0,1
ug/em?), y laminina (2 pg/em?),

3. 2. 6. 4. Cultivos con la ME derivada de las células endoteliales: método de la lisis de
la monocapa de las CEs con deoxicolato sodico

Se cultivaron células ECV-304 a 100.000/ml. En los dias +1, +2 o +3 se procedi6 a la
extraccion del sobrenadante y a la posterior lisis de las CEs con deoxicolato sédico al 0,5%,

segin el método previamente descrito por Caverder y col.””” que mantiene intactas y
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funcionales las diferentes proteinas de ME secretadas por diferentes tipos de c€lulas adherentes.
3. 2. 6. 5. Cocultivos con CEs fijadas. Métodos de fijacién utilizados

En los cocultivos de LLLC-B/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 dias. Pasado este tiempo se comprobd la existencia de una monocapa de
aproximadamente el 100% de la superficie y se retird todo el sobrenadante. Se lavaron las
células 3 veces con PBS y se procedi6 a la fijacion de las células. Se emplearon tres métodos
de fijacion de células: 1) glutaraidehido 2% en PBS, durante 5 min, 2} paraformaldehido 1%
en PBS, durante 45 min y 3) etanol 50%, durante 10 min. En los 3 métodos, después de la
fijacién, se lavaron las células dos veces al dia con PBS, durante 3-7 dias; 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 adhesién
Se incubaron 10 pg. de AcMo por cada 1,5x10° células de LLC-B en 200 pl. de M.C, durante
30 min, a 4°C. Después se afiadieron 2,8 ml. sobre los 200 pl. de células (sin realizar lavados)
y las células se distribuyeron en 3 pocillos previamente preparados con CEs (como se indicd
en el punto 3.2.6.1) para el cocultivo en contacto directo de LLC-B/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
iniciaci6n de la interaccién célula-célula.

3. 2. 8. Neutralizacién de la actividad del M.Cd de las células endoteliales con anticuerpos
anti-citoquinas

Para neutralizar la actividad anti-apoptética presente en el medio condicionado de las CEs, 1
ml. del sobrenadante de cultivo se incubd con diluciones seriadas de diferentes anticuerpos
policlonales y monoclonales anti-citoquinas durante 2 h. a 37°C. El medio fue entonces
afiadido a las células de la LLC-B. Un suero pre-inmune de conejo, utilizado en cantidades
idénticas a las descritas para el anticuerpo anti-IL-6 policlonal de conejo, fue empleado como

control.
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3. 2. 9. Métodos para la deteccién de apoptosis

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

Después de lavar las células, se resuspendieron en 0,5 ml. de tampdn HEPES. El marcaje se
realizé segin las instrucciones de uso del kit (Annexin-V-FITC Kit. Boehringer Ingelheim};
y del articulo de Vermes y col.”™.

3. 2. 9. 2. Método del TUNEL (TdT-mediated dUTP nick end labeling: marcaje de los
cortes finales con deoxiuridin trifosfato mediado por la deoxinucleotidil transferasa
terminal) para citometria de flujo

Para la aplicacion de esta técnica se utilizd el kit "In situ cell death detection kit, fluorescein”
(Boehringer-Mannhein), siguiendo las instrucciones de uso del mismo.

3. 2. 9. 3. Método para el estudio del pico hipodiploide y del ciclo celular para citometria
de flujo

Se resuspendieron 1x10° células en 2 ml. de etanol frio al 70% y se incub6 a -20°C durante
24 h. Pasado este tiempo, las células se centrifugaron 5 min. a 1.400 r.p.m, se retir6 el
sobrenadante y se lavaron 3 veces con PBS. Tras resuspender las células en 0,5 ml. de PBS,
se afiadieron RNasa e IP a una concentracion final de 50 pg/ml. y 20 pg/ml. respectivamente.
Tras una incubacién de 15 min. a temperatura ambiente y en oscuridad las células, sin lavados
ulteriores, fueron adquiridas para su posterior analisis en el citémetro de flujo, o bien se
guardaron a 4°C hasta el momento de la adquisicion. Este método fue til tanto para la
cuantificacién del pico hipodiploide (células apoptdticas) como para el andlisis del ciclo celular,
si bien en este 1ltimo caso la adquisicidn de los datos incluyd, ademds del pariametro FI.2-
Height (pico) los parametros F1.2-Area y FL2-Width (anchura).

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

E] andlisis de la fragmentacion de ADN en geles de agarosa se realizd segin la metodologia
previamente descrita por Dancescu y col.=?,

3. 2. 10. Método para la deteccion por citometria de flujo (CMF) de la fagocitosis de
linfocitos con TAMRA

El colorante TAMRA (3, 6-carboxitetrametilrodamina, succinimidil éster; Molecular Probes)
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se utilizé segun lo descrito en el articulo de Hess y col.*”.

3. 2. 11. Anilisis de los antigenos de membrana por citemetria de flujo

3. 2. 11. 1. Inmunofluorescencia directa

El perfil fenotipico de los antigenos de membrana se realiz6 con una técnica de
inmunofluorescencia directa utilizando simultdneamente anticuerpos monoclonales conjugados
con isotiocianato de fluoresceina (FITC; FL1) y con ficoeritrina (PE; FL2). El marcaje sobre
la sangre completa se realizé atendiendo a las instrucciones de uso de la solucion lisante de
hematfes FACS-lysing solution (Becton Dickinson). Las células separadas con un gradiente de
densidad, con o sin posteriores pasos de purificacién, se ajustaron a una concentracién de 5x10°
células/mi. y 100 pl. de esta suspensién celular se incubaron con los AcMo deseados (1ug.)
durante 30 min., a 4°C y en oscuridad. Tras dos lavados, las células se analizaron en el
citometro de flujo. En todos los casos se utilizaron AcMo irrelevantes de idéntico isotipo y
conjugados con los mismos fluocrocromos que los AcMo relevantes con el fin de establecer la
fluorescencia celular inespecifica.

3. 2. 11. 2. Deteccion del receptor de la IL-6 (IL-6R, CD126) con IL.-6-biotina

La deteccion del receptor de membrana para IL-6 (IL-6R, CD126) se realizé incubando las
suspensiones celulares con IL-6-biotina y ulterior revelado con avidina-FITC, siguiendo las
instrucciones de uso del kit Fluorokine (Human interleukin 6 biotin conjugate. R & D
Systems). En el estudio de la expresion de este receptor en las células de manto folicular y
centro germinal de amigdala, las células se incubaron conjuntamente con IL-6 biotina y los
anticuerpos CD44-PE o CD38-PE o CD20-PE y CD19-PE-Cy3.

3. 2. 12, Analisis de antigenos intracitopldsmicos por citometria de flujo

Las células B tumorales purificadas frescas y cultivadas durante 24, 48 o 72 horas se
permeabilizaron para la deteccidon de los antigenos Bcl-2 y Bax utilizando exactamente las
instrucciones del kit Fix and Perm (Caltag). Los controles negativos correspondientes (IgG1-
FITC para Bcl-2-FITC y el anticuerpo policlonal de cabra anti-conejo conjugado con FITC para
Bax) sirvieron para establecer la fluorescencia celular inespecifica.

3. 2. 13, Citometria de flujo

Las suspensiones celulares se analizaron en un citémetro de flujo FACScan (Becton Dickinson,

Sunnyvale, CA), cuyo laser de argdn emite a 488 nm, longitud de onda que, junto a detectores
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y filtros adecuados, 530/30 nm para FITC (verde), 585/42 nm para PE ¢ ioduro de propidio
(naranja/rojo) y 630/22 nm para PerCP (rojo), discrimina los fluorocromos utilizados. La
fluorescencia inespecifica se determiné utilizando los AcMo de rat6n o anticuerpos policlonales
de conejo irrelevantes del mismo isotipo conjugados con FITC, PE o PerCP. El porcentaje de
células positivas para cada marcaje resultd de restar a la emision de fluorescencia total la
fluorescencia inespecifica. La intensidad media de fluorescencia (IMF) de las c€lulas positivas
viene dada por unidades arbitrarias de fluorescencia. Atendiendo a las caracieristicas de FSC
y SSC se delimitaron las poblaciones que se deseaban analizar. Se adquirieron en cada caso
>10.000 eventos. Los resultados se analizaron utilizando el programa LYSIS-II (Becton-
Dickinson).

3. 2. 14, Enzimoinmunoensayo (ELISA) para la cuantificacién de IL-6

Kit para la cuantificaciéon de IL-6 mediante ELISA (Genzyme).

3. 2. 15, Concentracion del medio condicionado

El M.Cd se concentré utilizando membranas de ultrafiltracién DAFLO con puntos de corte de
10 kDa, PM10 (Amicon Corporation) y de 50 kDa, XM50 (Amicon Corporation). En este
iltimo caso, el M.Cd se concentrd de 10 a 30 veces. En los estudios funcionales del
concentrado de M.Cd en cultivos celulares se realizaron diluciones de dicho concentrado con
M.C, para conseguir concentraciones finales en el pocillo 1X o 3X.

3. 2. 16. Cromatografia. Filtracién sobre gel

La filtracién sobre gel de los concentrados de M.Cd se realizé en una columna de sephacryl
S-200 (Pharmacia) (matriz con capacidad para separar proteinas de 5-250 kDa.) de 2,5 cm.de
diametro x 100 cm.de altura, equilibrada en PBS. Se corrid a una velocidad constante de 60
ml/h. La columna se calibré con albumina (67 kDa), HLA soluble (55 kDa) y B,-
microblobulina (12 kDa). A continuacidn se filtraron por esta columna concentrados de M.Cd
de células endoteliales y se recogieron fracciones de 5 mi. El volumen de la muestra filtrada
nunca excedioé el 1,5% del volumen total del gel (este volumen estd dentro del recomendado
para obtener una buena resolucién de los picos). Se midib la densidad dptica (0.D) a 280 nm.
de cada fraccién. Inmediatamente después se afiadid a cada fraccion STF hasta legar a una
concentracion del 10%, y se congelaron todas a -20°C hasta su uso. El estudio funcional de

las fracciones del S-200 en cuitivos celulares, se relizd con 0,5 ml. de la fraccion+0,5 ml. de
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M.C.

La filtracién sobre gel de la IL-6 recombinante de E. coli (PeproTech) se realizo en una
columna de sephacryl S-200 (Pharmacia) de 0,8 cm. de didmetro x 40 cm. de altura,
equilibrada en PBS. Se corrié a una velocidad constante de 5 ml/h.. La columna se calibré con
ovoalbimina (45 kDa) y con la cadena ligera 4 (25 kDa). A continuacién se filtraron por esta
columna 20 #g de IL-6r de E. coli (reconstituida) en 200 1 de agua y se recogieron fracciones
de 200 ul. La concentracion de IL-6 de cada fraccion se cuantificé mediante ELISA (Precicta.
Genzyme).

3. 2. 17. Marcaje metabélico con metionina-*S e inmunoprecipitacién

3. 2. 17. 1. Marcaje metabdlico

El marcaje metabdlico de CEs se realizdé con metionina-*S (ICN). Primero se cultivaron
células ECV-304, a 100.000/ml, en placas de 24 pocillos, durante 48 h. Se retir6 el
sobrenadante (SN) y se realizaron 3 lavados de 1 ml/pocillo con DMEM sin glutamina y sin
metionina (ICN)+L-glutamina 2 mM+STF 10% descomplementado y dializado. Después se
afiadieron 0,5 ml/pocillo del mismo medio sin metionina, incubandolo durante 1 h. Pasado este
tiempo se afiadieron 25 pCi/pocillo de metionina-**S; y se incubé la placa en la estufa durante
16 h. Se recogieron los SNs (=2 ml.) y se afiadieron inhibidores de proteasas (EDTA 2 mM;
PMSF 200 uM, pepstatina A 0,7 pg/ml y leupeptina 0,5 pg/ml). Las CEs se tripsinizaron
{como en el punto 3.2.5); se lavaron 2 veces con PBS y se lisaron con tampén de lisis (Nonidet
P-40 al 0,5% en Tris 50mM pH 7.4-7.6, EDTA 5 mM), anadiéndose los mismos inhibidores
de proteasas que en el SN. Después de 5 min. de lisis a 4°C, se centrifug6 5 min. a 12.000
r.p.m, extrayéndose en otro tubo el sobrenadante correspondiente (equivalente al citosol de las
CEs).

3. 2. 17. 2. Inmunoprecipitacién de IL-6

Se llevo a cabo la inmunoprecipitacion en dos muestras: 1) SN del cultivo de CEs y 2) citosol
de las CEs. Ambas fueron tratadas de la forma que se describe a continuacion,

Se realizaron 2 preaclarados consistentes en la incubacion de cada una de las muestras con 10
. de Proteina-G-Sepharosa (Pharmacia), durante 30 min. a 4°C, en agitaci6n, seguida de
centrifugacion durante 1 min. a 12.000 r.p.m. El primer pellet se descartd y el segundo se

dividié en dos alicuotas que se resuspendieron en 25 pl. de tampén de muestra de SDS-PAGE
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(electroforesis sobre geles de poliacrilamida en presencia de SDS) sin J-mercapto-etanol y con
-mercapto-etanol, respectivamente.

A los SNs obtenidos tras el tltimo preaclarado se afadieron 10 pg/ml. de anticuerpo policlonal
de conejo anti-IL-6 (Genzyme) y se incubd durante 3 h, en agitacion, a 4°C. A continuacion
se afladieron 10 pl. de Proteina-G-Sepharosa, vy se incubé durante 1 h., en las mismas
condiciones. Tras una centrifugacién de 1 min a 12.000 r.p.m, se retiré el SN. EIl pellet
{=inmunoprecipitado=1IPr) se lavd | vez con cada una de las soluciones de lavado que a
continuacion se citan, y este orden. Seolucion 1: SDS 0,1%; deoxicolato sédico 0,5% y STF
1% en TNEN (Tris-Ci 20 mM pH 7,6; NaCl 0,1 M; EDTA 10 mM; NP-40 0,5%). Solucion
2: NaCl1 0,5 M y 10% TNEN. Solucién 3: PBS.

Cada IPr se dividio en dos alicuotas que se resuspendieron en 25 pl. de tampon de muestra de
SDS-PAGE sin y con B-mercapto-etanol, respectivamente.

3. 2. 18. Electroforesis en SDS-PAGE y autorradiografia

Las muestras obtenidas de la inmunoprecipitacién fueron sometidas a electroforesis sobre geles
de SDS-PAGE. Se usaron geles con una concentracién de acrilamida del 12%.

El gel se fij6 primero en metanol 40% y 4cido acético 10%, durante 30 min. Se retir6 el fijador
y se afiadié un reactivo fluorografico comercial para geles (enhancer Amplify. Amersham),
incubandose otros 30 min. Después se seco el gel, y se dejé exponiendo en una placa para
rayos X, a -70°C, durante 7 dias. Pasado este tiempo se revel6 la autorradiografia.

3. 2. 19. Anadlisis estadistico

Se han calculado medias aritméticas, desviaciones tipicas y errores estandard. Se ha realizado
contraste de medias para muestras no independientes mediante la aplicacion de la ¢ de Student.
También se ha llevado a cabo el andlisis de la varianza para muestras no independientes, con

Sus comparaciones posteriores correspondientes.

41-



RESULTADOS



Resultados

4.- RESULTADOS

4. 1. LAS CELULAS ENDOTELIALES INHIBEN LA APOPTOSIS "IN VITRO" DE
LAS CELULAS DE LA LLC-B

Son caracteristicas fundamentales de la LILLC-B (comentadas en la introduccién) 1) la
acumulacion en diversos territorios del organismo de un pool de linfocitos B neoplasicos CD5™,
con una vida media aumentada y, paraddjicamente, 2) una muerte rdpida por apoptosis in
vitro. Estas diferencias en la muerte celular in vivo e in vitre podrian ser debidas a la ausencia
de ciertos estimulos inhibidores de apoptosis cuando las células son cultivadas in vitro que, sin
embargo, estarfan presentes in vivo. Ya que un nimero elevado de las células B neoplésicas
circulan en sangre periférica (SP), cabe suponer que su comportamiento biologico podria
responder a factores mediados por células potencialmente capaces de interaccionar con las
células de la LLC-B, entre las que se encuentran las células endoteliales (CEs) de los vasos
sanguineos.

En este trabajo se han investigado las posibles interacciones entre las CEs y los linfocitos B de
la LLC-B con implicaciones sobre la vida media de estas células neoplasicas in vitro; es decir,
la existencia potencial de estimulos inhibidores de la apoptosis, originados en la CE, que
consigan un aumento de la vida media de las células de la LLC-B tal y como sucede in vivo.
En este trabajo se ha estudiado la influencia de los factores solubles secretados por las CEs y
del contacto entre la célula de la LL.C-B y la CE, asi como de las proteinas de matriz
extracelular producidas por estas Gltimas, sobre la apoptosis de la LLC-B in vitro.

4. 1. 1. Las células endoteliales de cordén umbilical humano (HUVEC) y de la linea de
células endoteliales ECV-304 inhiben la apoptosis espontanea in vitro de las células de la
LLC-B

El estudio de la apoptosis in vitro de las células tumorales de la LLC-B se realizé siempre
mediante cultivos celulares con células B purificadas,

Para el estudio del efecto de los factores solubles producidos por la CE sobre la apoptosis de
las células de la LLLC-B se realizaron cultives en medio completo (M.C), como control de
muerte basal in vitro, y en medio condicionado (M.Cd) obtenido del sobrenadante de los
cultivos de HUVEC crecidas durante 7 dias. El andlisis de la muerte celular mediante marcaje

con Anexina-V-FITC se realizd con 5 LLC-Bs cultivadas en ambos medios. En todos 10s casos
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se detectd un porcentaje de células apoptéticas significativamente inferior en M.Cd con
respecto al M.C, en los dias +1, +2 y +3 de cultivo, tal y como se muestra en la Fig. 1A con
un ejemnplo representativo. A continuacion exploramos la capacidad que el M.Cd de la linea
de células endoteliales humanas de cordén ECV-304 pudiera tener en la inhibicién de la
apoptosis de las células leucémicas. Esta aproximacion experimental era manifiestamente
necesaria dada la conocida pérdida de funciones que acompafia al establecimiento de algunas
lineas celulares. El M.Cd procedia de células ECV-304 crecidas durante 3 dias y su efecto se
comprobé de nuevo con 5 LLC-Bs. Como puede observarse en el ejemplo representativo de
la Fig. 1B, dicho M.Cd mantuvo la viabilidad de la célula tumoral con al menos igual

eficiencia que la mostrada por €l M.Cd de las HUVEC frescas.

7100 T100
% 90 " 90
£ 80 E80
-3}
g7 mpia+1] 570
P ODfa +2| g 90
£ 30 @Dia +3| § 3¢
2 2 40
= 30 2 30
s 20 =2
R 2 10
R 0 5 0
M.C M.Cd M.C M.Cd

Fig. 1.- Estudio comparative del efecto del medio condicionado (M.Cd) procedente de
células endoteliales en la viabilidad de las células de Ia LLC-B. Ejemplo representativo
de la inhibicién de 1a apoptosis de las células leucémicas tras 1, 2 y 3 dfas de cultivo con
M.Cd obtenido de células HUVEC frescas (A) o de la linea endotelial ECV-304 (B). El
M.Cd de las células HUVEC y ECV-304 se recolecté tras 7 y 3 dias de cultivo,
respectivamente,

Estos resultados indicaban que la inhibicion de la apoptosis de las células leucémicas estaba
mediada por factores solubles producidos tanto por las células endoteliales humanas frescas de
cordén umbilical (HUVEC) como por la linea celular ECV-304 (también procedente de CE de
cordén umbilical humano).

Estos hallazgos permitieron realizar un cambio metodolégico en el estudio del efecto de las CEs
sobre la apoptosis de la LLC-B ya que, a nivel experimental, el empleo de la linea ECV-304
aportaba importantes ventajas sobre las HUVEC en casi todos los experimentos que se han

llevado a cabo a lo largo de este trabajo. Por una parte, las HUVEC necesitan factores de
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crecimiento para mantenerse adecuadamente en cultivo, mientras que las ECV-304 se dividen
auténomamente, sin necesidad de afiadir factores solubles exdgenos. Por otro lado, las HUVEC
crecen mucho més lentamente que las ECV-304, por lo que la obtencién de una monocapa de
CEs en cultivo (unos 7-10 dias para HUVEC y 2-3 dias para ECV-304) o de sobrenadantes con
actividad inductora de supervivencia fue mucho maés lenta e irregular en las HUVEC que en
tas ECV-304. Por tanto, el uso de las ECV-304 permite obtener en menos tiempo un mayor
volumen de M.Cd con actividad antiapoptdtica, con la ventaja afiadida de que tales M.Cd
solian mostrar una actividad reproducible y constante.
La determinacién del porcentaje de células tumorales apoptéticas se baso en la utilizacion de
diferentes métodos citométricos con el objeto de comparar la cinética de apoptosis obtenida con
cada uno de ellos. Si bien la técnica basica para todos los experimentos fue la del marcaje con
Anexina-V-FITC/IP por motivos que se explicaran en breve, los otros tres métodos resultaron
de gran utilidad puesto que reafirmaron las alteraciones celulares que acompaiian al proceso
apoptdtico y que han sido descritas en multitud de sistemas experimentales.
1. Deteccion de células muertas por CMF por su tamafio (FSC) y granularidad (SSC).- Tal
y como se muestra en la Fig. 2A y B, las células apoptéticas pierden tamafio con respecto
a las células vivas y, también pueden incrementar su granularidad. La adquisicién de las
células se realizé siempre con un amplificador de FSC que permitiera la entrada en la
ventana de FSC/SSC de la mayoria de las células muertas: las células en estadios iniciales
de la apoptosis (células con tamafio igual o discretamente inferior al de las células vivas),
células en estadios intermedios de la apoptosis (con un tamafio claramente inferior al de las
células vivas) y células en estadios avanzados de la apoptosis, incluso cuerpos apoptdticos
(eventos con un tamaiio mucho mas pequeifio que las células en estadio intermedio de la
apoptosis). El calculo de las células apoptdticas se llevd a cabo mediante una regién R1 que
inclufa todos los eventos excepto aquellos que mantenian los valores de tamafio y
granularidad mostrados por las células frescas. El ejemplo presentado en la Fig. 2 muestra
los resultados de una LLC-B cultivada durante 3 dias en M.C y en M.Cd. Como puede
observarse, las células cultivadas en M.Cd permanecian en su mayorfa viables ya que
quedaban excluidas de la region R1. Por el contrario, el porcentaje de células apoptéticas

en M.C a dfa +3 es mucho mayor que el registrado con M.Cd: aunque resulta mas dificil
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la separacién de las células en estadios precoces de la apoptosis con respecto a la poblacion
de células vivas, el analisis se realizé con idéntica regién R1. Por lo tanto, en lo que
respecta a este método, la deteccion de células muertas, atendiendo al FSC/SSC, demuestra
una clara diferencia en la apoptosis in vitro de la LLC-B entre M.C y M.Cd.

Deteccion por CMF de células apoptéticas con Anexina-V-FITC/IP.- Permite la deteccion
de células en un estadio precoz de apoptosis (Anexina-V*/IP") y de las células en estadios
mas avanzados (Anexina-V*/IP*). En los estadios iniciales del proceso apoptotico,
numerosos tipos celulares comienzan a translocar el fosfolipido de membrana fostatidil-
serina hacia la cara externa de la membrana citopldsmica cuando alin mantienen la
membrana impermeable a numerosos colorantes. La Anexina-V, que posee una elevada
especificidad por dicho fosfolipido en presencia de iones Ca’" reconoce, por lo tanto,
células en estadios muy precoces de apoptosis. Segiin progresa la célula en las fases de la
apoptosis, ésta se hace permeable al IP y, en este momento s¢ marca doblemenie. Ademds,
otra caracteristica de las células apoptdticas, la fragmentacion del ADN, da lugar a una
captacién mayor de IP en células con mis ADN (poca fragmentacién) o a una captacion
menor en células con menos ADN (mucha fragmentacion), lo que en CMF se traduce en
dos intensidades de fluorescencia en el marcaje con IP: 1} las células con ADN intacto o
escasamente fragmentado dan lugar a una sefial de IP con IMF alta (Anexina-V*/IP*") y
2) las células con ADN muy fragmentado y que, como consecuencia, han perdido buena
parte de! 4cido nucleico, muestran un tamafio bastante inferior al de las células vivas y
generan una sefial con IP de IMF baja o intermedia (Anexina-V*/IP™); los elementos
celulares que también se encuentran incluidos dentro de este grupo celular, con una
cantidad de ADN muy reducida, son los cuerpos apoptéticos. En el ejemplo representado
en la Fig. 2C y D pueden observarse todas estas caracteristicas. En cuanto a la sensibilidad
de la técnica, el marcaje con Anexina-V es el que presenta mayor sensibilidad de todos Ios
que se han empleado, ya que permite la deteccion de todas las céiulas apoptdticas, incluso
las que se encuentran en fases muy iniciales caracterizadas, entre otras cosas, por tener un
FSC/SSC practicamente indistinguible de una célula viable (quedarian excluidas de la
regién R1 del método anterior). Por otra parte, las diferencias en el porcentaje de células

muertas entre M.C y M.Cd son también muy evidentes utilizando este método,
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Fig. 2.- Diferentes métodos de CMF muestran resultados comparables en los porcentajes
de células tumorales apoptéticas. Las células de la LLC-B fueron cultivadas con medio
completo (M.C) o medio condicionado (M.Cd) y se extrajeron tras 3 dias de cultivo. A'y B:
determinacion de células no viables como porcentaje de eventos incluidos en la ventana R1
(bajo FSC; SSC superior a las células viables). C y D: determinacion de c€lulas no viables
como Anexina-V' (células Anexina-V '/IP"y células Anexina-V ‘/IP"). E y F: deteccién de
la fragmentacion del ADN mediante el método TUNEL; el marcador M1 indica el porcentaje
de células TUNEL . El control negativo (negro) se obtuvo eliminando de la mezcla de

reaccion el enzima TdT.
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Método TUNEL y 4. Pico hipodiploide.- Estos dos métodos requieren permeabilizacion
de las células e indican fragmentacién del ADN, aunque utilizando dos aproximaciones
experimentales distintas: el método TUNEL indica, de forma directa, cortes en el ADN;
mientras que el pico hipodiploide registra pérdidas cuantitativas del acido 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 apoptodticas determinadas utilizando estos dos
métodos estuvieron siempre por debajo de los observados con nuestro método citométrico
de referencia (Anexina-V/IP). En cualquier caso, ambos métodos registran de nuevo una
diferencia significativa en cultivos de dia +3 en el porcentaje de células apoptoticas en
M.C y M.Cd (Fig. 2 y 3). La Fig. 3 muestra ademds que la magnitud en la inhibicién de
la apoptosis de los linfocitos de la LLC-B por el M.Cd de las células ECV-304 (Fig. 3C,
I, 1 y L) se aproximaba a la registrada cuando los linfocitos tumorales fueron cultivados
a 4°C (Fig. 3A, D, G y ]}, unas condiciones en las cuales la inhibicién de la actividad
metabolica es total y por lo tanto los mecanismos enddgenos que disparan la apoptosis estan
paralizados. Estos resultados son indicativos de la elevada potencia del factor {es) de

supervivencia presente en el M.Cd de las células endoteliales ECV-304.
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Fig. 3.- Determinacién de célnlas apoptéticas con los métodos del pico hipodiploide y el marcaje con Anexina-V/IP.
Las células de la LLC-B fuercon cultivadas durante 3 dias a 4°C en M.C (D), a 37°C en M.C (E.K) 0 en M.Cd
procedente de las células ECV-304 (F,L). Se muestra un ejemplo representativo. Para la determinacion del pico
hipodiploide, las caracteristicas de scatfer tras la permeabilizacién celular se modificaron (G-I) con respecto a las
detectadas con el método de 1a Anexina-V/IP (A-C).
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Por ultimo, se analizo la fragmentacién del ADN mediante electroforesis en gel de agarosa.
En la Fig. 4 se¢ muestra un ejemplo representativo de la fragmentacién del ADN de las células
de la LLC-B cultivadas con M.C y M.Cd. EI gel no sdlo muestra una mayor degradacién de
ADN en M.C con respecto al M.Cd, que se incrementa con el tiempo, sino también la ausencia
casi absoluta de ADN intacto en las células cultivadas en M.C a dia +3, en un tiempo en el

que la gran mayoria del ADN adn no habia sido fragmentado en las células en M.Cd.

Fig. 4.- Deteccién de ADN por electroforesis en
gel de agarosa de células de LLC-B en cultivo. 1)
Células en M.C extraidas a dia +1; 2) células e¢n
M.Cd, dia +1; 3) células en M.C, dia +2; 4)
células en M.Cd, dia +2; 5) células en M.C, dia
+3 y; 6) c€hulas en M.Cd, dia +3. El porcentaje de
células apoptdticas (Anexina-V -+) fue de 34, 14, 70,
18, 97 v 47% para los carriles 1, 2, 3,4, 5y 6,
respectivamente.

La eleccién del M.Cd obtenido tras 3 dias de cultivo de las células ECV-304 respondio al
hecho de que pasadas estas 72 horas de cultivo se conseguia la confluencia de las mismas. Para
verificar si los 3 dias de cultivo era el momento Optimo para la recogida del medio
condicionado o, por el contrario, podiamos obtener un M.Cd con una actividad anti-apoptdtica
aliin mayor, se recogio el sobrenadante de las células a 1, 2, 3, 4 y 5 dias tras el inicio del
cultivo. Como se observa en la Fig. 5, la actividad inhibidora de muerte celular es mixima en
el M.Cd extraido a dia +3.

Aunque no esté representado grificamente, el medio condicionado recogido tras 4 o mds dias
de cultivo presentd una actividad inferior a la encontrada en dia +3. Después de obtener esta
informacidn, los cultivos se realizaron en todos los casos con M.Cd de ECV-304 de dia +3
para el estudio comparativo de la cinética de apoptosis a dfas +1, +2 y +3 de varias .LLC-Bs

con respecto al medio completo (Fig. 6).

49.



% células muertas (Anexina-V+)

100
920
80
70
60
50
40
30

20

%, células muertas (Anexina-V+)

10

B Dia+1 2 Dia+3

M.Cd-1

M.Cd-2

M.C M.Cd

Dia +2

M.Cd-3

M.C M.Cd

Dia +3

Resultados

Fig. 5.- Actividad anti-apoptitica del
M.Cd tras diferentes dias de cultivo de las
CEs. Se cultivaron 10° células ECV-304/ml
durante 1, 2 o 3 dias y se recogicron los
sobrenadantes. Se muestra un ejemplo
representativo de una LLC-B cultivada
durante 1 y 3 dias en M.C 0 en M.Cd de dia
+1 (M.Cd-1), +2 (M.Cd-2) 0 +3 (M.Cd-3)
de Ias células endoteliales (La inhibicidn de
la apoptosis por el M.Cd-3 fue
aproximadamente de un 50 % con respecto al
M.C).

Fig. 6.- Inhibicién de la apoptosis de las
células de la LLC-B por el M.Cd de las
células ECV-304, Representacion de la
media aritmética del porcentaje de células
muertas (Anexing-V™') y del error estindar
en M.C y M.Cd. Los resultados
corresponden a los dfas +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 estadisticamente
significativas en dia +1, +2 y +3
(* p<0.001).

La estadistica basica de las 30 LLLC-Bs analizadas a dia +1 fue la siguiente:

| Cultivo en... Media aritm, Desv, Tip. Error est. Minimo Miximo |
M.C 349% 134 6,2 8,5% 61,2%
M.Cd 16,8% 99 4.6 2,6% 41.9%
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La estadistica basica de las 30 LLC-Bs analizadas a dia +2 fue la siguiente:

Resultados

1 Cultivo en... Media aritm. Desv. Tip. Error est. Minimo M4iximo

rM.C 57,2% 18,7 8,8 28,5% 93,0%

[M.Cd 32,2% 18,7 8.8 8,1% 94.2%
I.a estadistica basica de las 28 LLC-Bs analizadas a dia +3 fue la siguiente:

l Cultivo en... Media aritm. Desv. Tip. Error est. Minimo Maximo
M.C 73.0% 19,2 93 39.5% 98,9%
M.Cd 49.0% 18,6 9,1 22.5% 91 %

Ademds, en el estudio comparativo de la apoptosis de la LLC-B en M.C y en M.Cd se

obtuvieron los siguientes resultados:

A.

De

En dia +1 se detectd inhibicidn de la apoptosis en M.Cd con respecto al M.C en las 30
LLC-Bs estudiadas. En 20/30 se detectd una inhibicién > 50%. En ¢l contraste de medias
mediante la aplicacion de la t de Student se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas entre el porcentaje de células muertas en M.C y M.Cd, con una p <0.001
(p=0.0000001).

. En dia +2 se detecté inhibicion de la apoptosis en M.Cd con respecto ai M.C en 29/30

LLC-Bs. En 13/30 se detectd una inhibicién = 50%. En el contraste de medias mediante
la aplicacion de la t de Student se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas

entre el porcentaje de células muertas en M.C y M.Cd, con una p<0.001 (p=0.000003).

. En dia +3 se detect6 inhibicion de la apoptosis en M.Cd con respecto al M.C en 21/28

LLC-Bs. En 9/28 se detectd una inhibicion > 50%. En el contraste de medias mediante la
aplicacion de la t de Student se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre
el porcentaje de células muertas en M.C y M.Cd, con una p <0.001 (p=0.00001).

estos resultados se pueden extraer las siguientes conclusiones: 1) Existe una gran

heterogeneidad en la cinética de muerte entre las diferentes LI.C-Bs, dato que se deduce de los

limites minimo y mdximo, y de las desviaciones tipicas obtenidas. 2) La médxima actividad

anti

Sin

apoptética del M.Cd se detectd a dia +1, disminuyé a dia +2 y fue ain menor a dia +3.

embargo, las diferencias son estadisticamente significativas en los tres dias, si bien la

significacion es mayor en dia +1 (p=0.0000001) que en dia +3 (p=0.00001).
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Una vez conocido el efecto anti-apoptético mediado por el M.Cd sobre las células de la LLC-
B, lo comparamos con la inhibicién de la apoptosis conseguida por la IL-4 (n=2), la citoquina
con el mayor efecto antiapoptético sobre la LLC-B descrito hasta ahora. Se observo un efecto
equivalente entre M.Cd y 5 ng/ml de IL-4 en los dias +1 y +2, mientras que a dia +3 la

inhibicién de la apoptosis fue algo superior en las células cultivadas con 1L-4 (Fig. 7).

(M Dia +1 8 Dia +2 [ Dia +3 |

100

2 Fig. 7.- Estudio de la apoptosis de
las células de la LLC-B cultivadas
en M.Cd y con IL4. Ejemplo
respresentativo de la cinética de
muerte celular de las  células
leucémicas cultivadas en M.C, M.Cd
y con 5 ng/ml de IL-4 (en M.C).
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4. 1. 2. La interaccién fisica entre las células endoteliales y las células de la LLC-B no
contribuye significativamente a la supervivencia de la célula tumoral

Una vez conocido el efecto inhibidor de apoptosis del M.Cd en la LLC-B, se estudio 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 inhibicion de la apoptosis causada por el
medio condicionado. En diversos experimentos se analizo la posible participacion de moléculas
de adhesién, proteinas de matriz extracelular o de, en general, antigenos de superficie
existentes en el endotelio.

4. 1. 2. 1. Efecto del medio condicionado (M.Cd) y del contacto directo con la célula
endotelial en la inhibicién de la apoptosis de las células leucémicas

Se investigd la posible contribucion en la inhibicion de la apoptosis del contacto directo entre

la CE y la célula de la LLC-B. Para estudiar este aspecto se llevaron a cabo dos tipos de
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cocultivos: a) permitiendo el contacto directo {Cont. dir) enire ambas células, es decir, sin
interponer ningun tipo de obsticulo entre ambas y, b) impidiendo el contacto directo entre
ambas células, mediante la interposicion de camaras transwell (Transw) que, sin embargo, si
permiten que ambos tipos celulares compartan el mismo medio de cuitivo.

En el anilisis de las células de LLC-B recolectadas de los sobrenadantes de los cocultivos en
contacto directo se detectd, tanto por microscopia dptica como en las imagenes del citometro,
Ja aparicion de células que por tamafio (y granularidad) correspondian inequivocamente a CEs
(que probablemente habian perdido su capacidad de adherencia al plastico). Por este motivo
en el estudio por CMF se realiz6 una regién de analisis para linfocitos que excluia las CEs
contaminantes.

Se mvestigaron 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
experimentos se llevaron a cabo en 15 LLC-Bs en total, con estudio de cinética de apoptosis,
variable entre los dias +1 y +8 (en la mayoria de las leucemias se analiz6 la apoptosis en los
dias +1 y +3 de cultivo y, en algunos casos se analizaron también los dias +2, +4, +5, +6
+7 y/o +8). En 14/15 la mortalidad celular fue mucho mas baja en los cocultivos en contacto
directo que en los realizados con transwell; s6lo en 1 caso los resultados obtenidos en ambas
formas de cocultivo fueron idénticos (en todos los dias analizados: +1, +3, +6 y +8). En los
cultivos de =4 dias (n=7) el porcentaje mas bajo de células muertas se detecté en todos los
casos en Cont.dir. Es necesario indicar que los cocultivos en contacto directo de mis de 5 dias
tienen una dificultad para el anélisis correcto de los linfocitos apoptéticos, ya que después de
este tiempo las células endoteliales comienzan a despegarse masivamente. Dado que gran parte
de las CEs extraidas con el sobrenadante estin muertas y por lo tanto muestran parimetros de
scatter alterados (menor tamaiio y granularidad), pueden entorpecer el analisis de la mortalidad
de los linfocitos.

Del total de LLC-Bs (n=15) en las que se realizd el estudio comparativo de la apoptosis en
M.C, M.Cd y en ambas formas de cocultivo (Transw y Cont.dir), se han llevado a cabo sendos
anélisis de la varianza con: a) un grupo de 11 LLC-Bs con resultados de muerte celular a dia
-+ 1y b) un subgrupo del grupo anterior, constituido por las mismas LLC-Bs excepto dos, s

decir, en 9 LLC-Bs, en las que también se realizd analisis de la muerte celular en dia +3.
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La estadistica basica de las 11 LL.C-Bs de dia +1 fue la siguiente:

Cultive en... Media aritm. Desv. Tip. Error est. Minimo Maximo
M.C 34.8% 16,5 4.9 §,5 61,2
M.Cd 17.3% 9.9 3,0 26 34,8
Transw 34,4% 14,8 44 11,7 59,7
Cont.dir 19.8% 13,8 4.1 3,0 479

La estadistica basica de las 9 LLC-Bs de dia +3 fue la siguiente:

Caultivo en... Media aritm. Desv. Tip. Error est. Minimo Miximo
M.C 83.8% 12,4 4.1 59,12 95,9
M.Cd 49.4% 25,1 83 28,13 91
Transw 36,9% 17,7 5,9 7.6 64,9
Cont.dir 10,6% 6,9 23 4.6 25,98

Se aplico un analisis de la varianza para muestras no independientes con punto de corte
p <0.001, seguido de las comparaciones posteriores {Prueba de Newman-Keuls) obteniéndose

los resultados que se ilustran en la Fig. 8.
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Fig. 8.- Porcentaje de células apoptéticas en cultivos de LLC-B en M.C, M.Cd, Transw
¥ Cont.dir, Representacion de la media aritmética y del error estdndar en cada una de las
condiciones de cultivo, endia +1 (n=11) y dia +3 (n=9). Nivel de significacién para el
andlisis de Ia varianza p<0.001. En las comparaciones posteriores s¢ obtuvo un nivel de
significacién p<0.01, excepto en las indicadas con una linea horizontal sobre las barras (no
significativo para M.C/Transw y Cont.dir/M.Cd en dia +1) y en la comparacién
M.Cd/Transw de dia +3 cuya significacién estadistica fue p <(.05.
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Como cabia esperar, se detectd inhibicion de la apoptosis en los cocultivos con cdmaras de
difusion (transwell) mediada por los factores solubles producidos por la CE, de una manera
similar, aunque no idéntica, a lo observado con el M.Cd. En general, la inhibicion de la
apoptosis en los primeros dias del cultivo (dias +1, +2 y, a veces, +3) fue superior en el
M.Cd que en Transw. Estas y otras observaciones quedan reflejadas de forma mas precisa en
los resultados obtenidos con el andlisis de la varianza: 1) En el dia +1 la mortalidad celular
es muy similar en M.C y en Transw, sin embargo, en los sucesivos dias de cultivo la apoptosis
se sigue incrementando en M.C (34,8% en dia +1 y 83,8% en dia +3) mientras que en
Transw apenas se incrementa (34,4% en dia +1y 36,9% en dia +3), lo que indica inhibicién
de apoptosis en los cocultivos con Transw. En realidad el porcentaje de células apoptéticas se
mantiene estabilizado en Transw incluso en cultivos de 3 a § dias (en la Fig. 9B se muestra un
ejemplo representativo de esta cinética). 2) En dia +1 hubo una mayor inhibicién de la
apoptosis en M.Cd que en Transw, mientras que esta tendencia se invirtié en dia +3. Estos
resultados son compatibles con los previamente obtenidos sobre la inhibicién mdxima de la
apoptosis con M.Cd de dia +3 (e inferior con M.Cd de dia +1 y +2. Fig. 5), y con el hecho
de la permanente produccién de factor soluble (s} por las CEs del cocultivo con Transw (no asi
en las células de la LLC-B cultivadas en M.Cd). 3) En el estudio del componente contacto
célula-célula, se observd una mortalidad de las células leucémicas mucho mds baja (desde dia
+1 hasta dia +8) en los cocultivos en los que existia contacto directo CE/LLC-B (la viabilidad
fue del 80% tras 8 dias de cocultivo) que en los cocultivos en los que este contacto no existia.
Este ultimo resultado es sugerente de la necesidad de contacto directo entre la célula endotelial
y la célula de la LLC-B para que, junto a los factores solubles, se genere una sefial Gptima para
la supervivencia de las células leucémicas.

4. 1. 2. 2. Anticuerpos anti-moléculas de adhesién no afectan a la inhibicién de la muerte
celular de las células de la LLC-B

Los resultados obtenidos en el estudio de la expresién de diversas moléculas de adhesién en 20
LLC-Bs fueron los siguientes: 1) un 38% de las LLC-B fueron CD49d* (VLA-4%) y un 50%
CD4%" (VLA-5%), 2) el 100% fueron CD29", 3) el 25% fueron CD11a*, 6% CD11b* y 83%
CDllc", 4) el 77% fueron CD547, 5) el 100% fueron CD62L."*, 6) el 100% fueron CD44*.

Una vez conocido el perfil de expresion de moléculas de adhesion en las células de la LLC-B,
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se disefiaron experimentos para bloquear la adhesion de estas células con las células
endoteliales, para asi comprobar si estas moléculas estaban implicadas en la inhibicion de la
apoptosis previamente descrita en los cocultivos de contacto directo.

Se realizaron experimentos con 4 LLC-Bs en los que se utilizaron anticuerpos bloqueantes anti-
CD18+anti-CD29, anti-CD62L y anti-CD44. Ya que CD29, CD62L. y CD44 se expresaron
en todas las LLC-Bs estudiadas y CD18 (cadena § comin de las §3,-integrinas), deberia estar
presente en aquellas LLC-Bs con expresion de CDlla, CD11b 6 CDllc (es decir,
practicamente en el 100% de las L1.C-Bs), cabria esperar que la adicién de uno o varios de
estos anticuerpos bloqueantes tuviera algtin efecto sobre la viabilidad de las células leucémicas.
Tal y como demuestra la Fig. 9, la adicion a los cultivos de estos anticuerpos anti-moléculas
de adhesion no tuvo efecto sobre la potente inhibicién que el contacto directo ejercia en la
apoptosis de las células de la LLC-B. Estos resultados sugieren que CD18, CD29, CD62]. y
CD44 no contribuyen significativamente al efecto protector que las CEs demuestran sobre las
células leucémicas, si bien no excluyen que otras moléculas de adhesion, o un bloqueo con
multitud de anticuerpos anti-moléculas de adhesion, pudieran tener cierta relevancia en este

proceso.
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Fig. 9.- Efecto de anticuerpos bloqueantes anti-moléculas de adhesién en la inhibicién de la apoptosis
de Ia LLC-B. Las células leucémicas fueron incubadas previamente con fos AcMo anti-CD18 +anti-CD29,
anti-CD62L. 0 anti-CD44 (10 wg/ml) y cultivadas en contacto directo con las CEs (A). Los resultados

muestran un ejemplo representativo compardndolos con el porcentaje de células apoptdticas en M.C, M.Cd
y Transw (B) tras 1, 3 y 5 dias de cultivo.
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4. 1. 2. 3. Proteinas purificadas de matriz extracelular (ME) o procedentes de 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, se realizaron varios experimentos: unos con proteinas
purificadas adheridas al fondo del pocillo y otros en los que se preparaba una mairiz
extracelular de CEs antes de afiadir las células de la LL.C-B.

En los experimentos con proteinas purificadas, se pegaron en diferentes pocillos las siguientes
proteinas: coldgeno tipo I, fibronectina plasmdtica (FN plasma), FN celular, fragmento
proteolitico de FN de 30 kDa, fragmento proteolitico de FN de 70 kDa, laminina y
vitronectina, Después se afiadieron las células de la LL.C-B en M.C. Estos ensayos con
proteinas de matriz purificadas se realizaron en 4 LL.C-Bs y, en ningin caso se obtuvo
diferencia, con ninguna de estas proteinas, en el porcentaje de células muertas con respecto al
control de M.C (Fig. 10).
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Fig. 10.- Efecto de diferentes proteinas de matriz extracelular en Ia apoptosis in vitro de
las células de la LLC-B. Las c€lulas tumorales se cultivaron durante 1y 2 dias en M.C o
en presencia de colageno tipo 1 (30 sg/cm®), FN plamética (5 ug/ent®), FN celular (5 ug/cm?),
FN 30 kDa (5ug/cm’), EN 70 kDa (5 ug/cny’), laminina (2 ug/cm®) o vitronectina
(0,1 gegfem®). Los valores son expresados como la media del porcentaje de células apoptodticas
en cultivos realizados por duplicado y corresponden a uno de cuatro experimentos en los que
se obtuvieron resultados comparables.
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Los experimentos con matriz extracelular procedente de células endoteliales (ME-CE) se
realizaron mediante una lisis de las CEs que mantiene intactas las proteinas de ME que estan
adheridas en el fondo del pocillo. Suponiendo que la concentracién de proteinas de ME pudiera
ser variable a lo largo del cultivo de las células endoteliales, se realizo la lisis de CEs a dia +1,
+2 y +3 (ME-CE+1, ME-CE+2 y ME-CE+3). Una vez preparado el pocillo con las
proieinas de ME-CE se afiadieron las células de la LLC-B a la concentracion habitual en M.C
y en M.Cd, para comparar la muerte celular en los dos medios con sus controles sin proteinas
de matriz. El resultado obtenido en 4 1.LC-Bs, al igual que en los ensayos con proteinas
purificadas, mostraba que no existfa ningiin efecto sobre la apoptosis de las células de la LL.C-B

por parte de las proteinas de ME-CE (Fig. 11).
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Fig. 11.- Efecto de las proteinas de ME procedentes de la CE en la apoptosis de las
células leucémricas. Las CEs crecidas durante 1 (ME-CE+1), 2 (ME-CE+2) 0 3 dias (ME-
CE+3) fueron lisadas y 1a ME resultante se utilizé para valorar su efecto sobre 1a viabilidad
de las células de 1a LLC-B tras 1 y 4 dias de cultivo en M.C o M.Cd. Los valores son
expresados como la media del porcentaje de células apoptdticas en cultivos realizados por
duplicado y corresponden a uno de cuatro experimentos en los que se obtuvieron resultados
comparables,
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4. 1. 2. 4. La fijacién de la monocapa de las células endoteliales anula el efecto anti-
apoptdético de las mismas sobre las células tumorales

Los anteriores experimentos suministraban una informacién contradictoria con respecto a los
experimentos de contacto directo, por lo que diseflamos una nueva estrategia experimental con
objeto de dilucidar la contribucion real del contacto directo célula leucémica/CE en la
viabilidad de las primeras. Para ello las CEs fueron fijadas con diferentes métodos de fijacion
celular, previamente descritos, que no alteran las estructuras basicas de la membrana
citoplasmica. La fijacion se realiz6 con paraformaldehido al 1% (PFA 1%) (nimero de LLC-Bs
estudiadas con este método, n=>5), etanol al 50% (n=2) o glutaraldehido al 2% (n=6). Como
muestra la Fig. 12, con células fijadas con PFA 1%, en ningln caso se consiguié un efecto
inhibidor de apoptosis, ya que los resultados de la viabilidad celular en los cocultivos con
células endoteliales fijadas (CE-Fij) eran iguales a sus respectivos controles (M.C o M.Cd) sin
CEs en el fondo del pocillo. A diferencia del potente efecto inhibidor observado en los
cocultivos en contacto directo con CEs no fijadas (Cont.dir), la fijacién de las CEs hacia
desaparecer totalmente el efecto atribuible al contacto directo, Ademds, un posible efecto
sinérgico mediado por interacciones fisicas y factores solubles fue descartado ya que la
combinacion de las CEs fijadas y el M.Cd previno la apoptosis in vitro de las células
leucémicas de una manera similar a la observada con el M.Cd sélo. Resultados similares se

obtuvieron cuando las CEs fueron fijadas con etanol o glutaraldehido (datos no mostrados).

|EDia +1 B Dia +4—|

100 Fig. 12.- Efecto de la fijacién de

las CEs en la inhibicién de Ia
apoptosis de las células de la
LLC-B. Las CEs crecidas durante
3 dias fueron fijadas con PFA 1%.
Las células leucémicas fueron
cultivadas en M.C o0 M.Cd en
ausencia o presencia de las CEs
fijadas (CE-Fij) y los resultados se
comparan con 10s obtenidos con el
contacto directo (CE no fijadas).
Los resultados corresponden a un
ejemplo representativo.
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4, 1. 2. 5. Las células endoteliales fagocitan las células apoptéticas de la LLC-B

Todos los resultados obtenidos a lo largo del estudio del contacto celular en fa inhibicion de
apoptosis (puntos 4.1.2.2 al 4.1.2.4) no justificaban la reduccion tan extraordinaria y
prolongada de la apoptosis en las células de la LLC-B descrita en los experimentos de contacto
directo con CEs no fijadas. Por este motivo se planteé la posibilidad de una depuracion
selectiva de las células de LLC-B muertas en estos cocultivos y, como primer paso encaminado
a clarificar esta hipétesis, se controlaron los tiempos de adquisicién de 10.000 eventos en el
citémetro por cada muestra obtenida de los cultivos de LLC-B (en todos los casos el namero
de células afiadidas a tiempo cero fue de 0,5x10°. Los tiempos de adquisicién se muestran en

este ejemplo representativo:

Dia |  Cont.dir M.C M.Cd

+1 U 397 377

+2 13" 347 447
+3 1207 4s” 377

en el que se comprobé que el tiempo de adquisicion era mayor en contacto directo que en M.C
y M.Cd y que, ademds, en Cont.dir este tiempo se incrementaba con el paso de los dias.

Debido a estos motivos, que hacfan pensar en la fagocitosis por parte de las CEs de las células
apoptéticas de la LLC-B, se procedié a detectar la fagocitosis mediante un método de CMF.
Este método consiste en marcar los linfocitos (células diana) con un colorante denominado
TAMRA que emite en el segundo canal de fluorescencia (FL-2). Posteriormente, las células
leucémicas “cargadas” con TAMRA se afiadieron al cocultivo con CEs. En los diferentes dias
de cocultivo se extrajeron las células presentes en el sobrenadante y las CEs tras su
tripsinizacion. Tanto las células de! sobrenadante, como las tripsinizadas se marcaron
posteriormente con AcMo anti-CD45-FITC. La gran mayoria de las células recogidas en los
sobrenadantes fueron linfocitos, como quedd claramente demostrado por sus caracteristicas de
FSC/SSC, asi como por su doble positividad CD45*/TAMRA™. Por el contrario, en la fraccién
de células tripsinizadas la gran mayoria mostraban caracteristicas de FSC/ SSC compatibles con
células endoteliales, si bien se detectaba también una fraccion de linfocitos. Estos datos
permitieron dibujar dos regiones claramente delimitadas alrededor de ambas poblaciones, tal
y como se describe en la Fig. 13. En lo que respecta a la regién dibujada alrededor de las CEs
(R2), aquellos eventos CD45/TAMRA * indicaron fagocitosis (ingestién) del linfocito, mientras
que los eventos CD45"/TAMRA™ indicaban linfocitos unidos (pero no fagocitados) a la CE.
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Fig. 13.- Capacidad de fagocitosis de las CEs: impacto sobre la inhibicién
de la apoptosis de las células de la LLC-B. Las células leucémicas se
marcaron con el colorante TAMRA en el dia 0. Tras 3 dias de cocultivo con
las CEs, se determind el porcentaje de CEs que habian adquirido este
colorante, tanto en el sobrenadante (A) del cocultivo como en la monocapa
previamente tripsinizada (B). Se muestra la autotluorescencia en FL2 y la senal
dada por el AcMo anti-CD45-FITC en las CEs de dia +3 para determinar los
valores basales de ambas fluorescencias (C). R1 (rojo) y R2 (verde) definen las
poblaciones de linfocitos y CEs, respectivamente, atendiendo a  sus
caracteristicas de FSC y SSC. Los nimeros en cada cuadrante de los dot plots
de doble fluorescencia indican el porcentaje de células positivas.
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La Fig. 14 muestra ademas la cinética de fagocitosis de las células leucémicas (n=4) por las
CEs con respecto al tiempo y la determinacion paralela de los porcentajes de células apoptoticas
en contacto directo, M.Cd y M.C. En dicha figura queda claramente explicitado el incremento

sustancial de linfocitos fagocitados con respecto a los dias de cocultivo.

EDia +1 B Dia +2 EDia +3

T RAGOCITOSIS Fig. 14.- Cinética de la fagocitosis
CEs CD4E’»H‘AMRA+ ........ J USSP de las células leucémicas por las
Dia+2 Dia+3 CEs. Los porcentajes de CEs
| B W% B T CD45/TAMRA* (CEs que han
fagocitado células tumorales) se
determinaron segin se explicd en la
Fig. 13 tras 1, 2 y 3 dias de
cocultivo. En este  ejemplo
respresentativo también se nmiesta
el porcentaje de células Anexina-
V" detectadas en el sobrenadante
de  los  musmos  cocultivos
{(Cont.dir), asi como en M.C y
M.Cd.

% células muertas (Anexina-V+)
tn
[—]

Cont.dir M.Cd M.C

Estos datos demuestran que las células leucémicas apoptéticas fueron internalizadas por las
CEs, por lo que la aparente contribucién del contacto directo en la supervivencia de los

linfocitos B tumorales es inexistente o, al menos, irrelevante.

4. 2. LA SENAL MEDIADA POR LA CELULA ENDOTELIAL 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 sefial proliferativa. Para ello, junto
a la viabilidad estudiamos el ciclo celular de las células leucémicas que habian sido cultivadas
con el M.Cd tras diferentes intervalos de tiempo en comparacion con el de las células tumorales
frescas (dia 0). Como se observa en la Fig. 15, los linfocitos B CD5* monoclonales rescatados
del proceso apoptotico tras 1 y 2 dias de cultivo con M.Cd fueron casi en su totalidad células
que no habian entrado en ciclo, con una fase GO/G1 2 99% (n=11), equivalente a la de las
células en fresco. Por lo tanto, la persistente viabilidad de las células tumorales cultivadas en

M.Cd no estuvo mediada por un aumento de la proliferacién celular.
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Fig. 15.- Andlisis del ciclo celular de las células de la LLC-B en M.C y M.Cd. Ejemplo
representativo, de 11 realizados, del ciclo celular de las células tumorales cultivadas en M.C o M.Cd
en comparacion con las c€lulas frescas (dia 0). El anilisis de células en fase S/G2M se evalud tras 1
0 2 dias de cuiltivo utilizando marcaje con IP de las células permeabilizadas con etanol. El andlisis se
realizd exclusivamente sobre las células viables,
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El otro motivo de retraso de la muerte celular por el M.Cd en la LLC-B a descartar era la
posible diferenciacion celular. Para ello se realiz6 un marcaje de diversos antfgenos de
membrana a tiempo 0 que pueden servir de guia en el seguimiento de la célula B de LLC-B en
cultivo, como son el CDS y ¢l CD23; y de otros que pueden servir para detectar la
diferenciacion de la célula B, como son CD20 (descenso de su expresion), CD38 (aumento de
IME), aparicion de CD138 o cambios en la inmunoglobulina de superficie (Igs: su pérdida
puede indicar diferenciacién hacia célula plasmatica). El estudio de estos antigenos en dias
sucesivos permiti6 asegurar que tampoco existia una sefial de diferenciacién por parte de los
factores presentes en el M.Cd que diera lugar a un retraso en la muerte celular de la LLC-B,
ya que ni los porcentajes de células positivas, ni la densidad de antigeno, se modifico

significativamente tras 1, 2 y 3 dias de cultivo (Tabla I).

M.Cd M.C M.Cd M.C M.Cd M.C TABLA L.- Expresion de
antigenos de superficie
9% 98 % Y% 98 % 95% 90% 9% en las células tumorales

CDs .
cultivadas en M.Cd, Se
(229) 279 (237) 279 (364 (231) (267) muestran los resultados

del porcentaje de células
78% 7% 2% 95% 82% 0% 62% positivas para cada uno

CD23 de los antigenos, asi
(109) (101) “@n (195) (63) (236) 64) como la intensidad media

de fluorescencia de los
4% 51% 57% 82% 67% 30% 54% mismos  (IMF;  entre
CD20 paréntesis), de un ejemplo
39 (33) (26) 35) (25) (36) 29 representativo. Los con-
troles isotipicos irrelevan-
2% 24% 29% 28% 21% 24% 14% tes fueron siempre <2%.

CD38 Los resultados comparan
(32) (36) 31 (35 (29) (38) 335 el perfil fenotipico tras 1,

r 7 2 y 3 dias de cultivo en

0,8% 1,3% 8% 1.8% 3,5% 1,6% 2.7% M.C4d con tas céhuias en

CD138 fresco (dia 0). El anilisis

(48) (68) (51) (33) (39) (n (36) se realizé por citometria

1 de fluyjo adguiriendo
96 % 96 % 96 % 96 % 95% 94 % 95% exclusivamente las células
Igs viables,

(38) (38) (43) (44) (40) (48) 31
Dia 0 Dia +1 Dia +2 Dia +3
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4. 3. LA SENAL MEDIADA POR EL M.Cd DE LAS CEs ES ESPECIFICA PARA LAS
CELULAS DE LA LLC-B

Para mostrar la especificidad del efecto antiapoptético 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 neoplasica. Por una parte se estudid el efecto sobre
linfocitos normales, y por otra sobre otros tipos de célula B neoplasica.

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, cultivdndolas en M.C y en M.Cd, y se extrajeron
en dias sucesivos. En ningin caso se detectaron diferencias en el porcentaje de células muertas
entre los linfocitos cultivados en M.C y en M.Cd (Fig. 16). Estos resultados muestran que el

M.Cd no tiene efecto antiapoptdtico sobre los linfocitos normates de SP.

- M.C % M.Cd

70

60

50

40

30

20

% células muertas (Anexina-V+)

190

0
Dia +1 Dia +3 Dia +6

Fig. 16.- Efecto del M.Cd sobre los linfocitos de SP de controles sanos.
Ejemplo representativo de la mortalidad celular en los dias +1, +3y +6
en M.C y en M.Cd de PBLs cultivados a 0,5x10° células/ml.

4. 3. 2. Efecto sobre las células B de centro germinal y manto folicular de amigdala
Inicialmente se comprobd el efecto del M.Cd sobre células B totales de amigdala (> 99% de

células B; n=2). Los cultivos se realizaron a tiempos cortos (1, 2.5 y 16 horas). Tal y como
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se muestra en la Fig. 17, no se detectaron diferencias significativas en el porcentaje de células

muertas entre M.C y M.Cd.

[ M.c % M.Ccd

60

% células muertas (Anexina-V+)

10

0

1 h. 2,5 h. 16 h.

Fig. 17.- Efecto del M.Cd sobre la célula B de amigdala. Ejemplo
representativo de la mortalidad de la poblacién de linfocitos Ba 1, 2.5y
16 horas de cultivo en M.C y M.Cd.

Paralelamente se realizaron experimentos con las dos poblaciones de linfocitos B mayoritarias
en este Organo: células B de centro germinal (CG) y células B de manto folicular (MF). La
purificacion de ambas poblaciones se inicid con la deplecion de la poblacién de células T
(>99,5% de células B) para después proceder a la separacion en células de CG y MF
atendiendo a la expresion de CD44 en su superficie celular. Las células B de CG son CD44
y se obtuvieron por deplecién negativa y, las células B de MF son CD44 y se obtuvieron por
seleccidn positiva, seguida de la eliminacién de las microesferas inmunomagnéticas mediante
adiciéon de DNasa. El grado de purificacién de estas dos poblaciones fue superior al 99% en
ambas fracciones. En los cultivos de células B tanto de CG como de MF no se observaron
diferencias en la muerte celular entre las células cultivadas en M.C y en M.Cd (Fig.18). Por
lo tanto, el M.Cd de las CEs no tiene efecto inhibidor de apoptosis en las células B totales de
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amigdala en general, ni en sus principales subpoblaciones, las células de CG y MF.

|ﬁ Dia +1 E Dia +2]

LLC-B Amigdala CD44- Amigdala CD44+  Fig. 18.- Efecto del M. Cd
+ 100 sobre las diferentes subpobla-
- ciones de linfocitos B de
E 80 amigdala. Células B de CG
= (CD44) o de MF (CD447)
2 parcialmente purificadas fueron
E 60 cultivadas en M.C o M.Cd
I durante 1 o 2 dias. El analisis
E de las células apoptfticas en
f 40 este ejemplo representativo se
= realizé con el método de
3 20 Anexina-V/IP.
S

0

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

4. 3. 3. Efecto sobre otras células B neoplasicas distintas a 1a de la LLC-B

El estudio del efecto del M.Cd de las CEs se ha comprobado sobre un caso de linfoma de
manto leucemizado y sobre otro caso dignosticado de feucemia prolinfocitica B (LPL-B).

Se utilizaron células B de SP de un linfoma de manto leucemizado que fueron cultivadas en
M.C y en M.Cd. Se observé una inhibicién de la apoptosis del 37% en M.Cd con respecto al
M.Cenel dia +1. Endia +2 ya no existia practicamente diferencia en la viabilidad celular
entre los dos medios.

El mismo experimento s¢ realizé con un caso de LPL-B y se obtuvo una inhibicién de la
apoptosis del 32% a dia +1 y del 37% a dia +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 dia +1 en el caso del [infoma de manto y en los dias +1 y +2 en la LPL-B.

4. 4. CARACTERISTICAS 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. a2 4°C. Ademis, el M.Cd congelado a -20°C mantuvo la actividad tras la descongelacion.
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Bl efecto promotor de supervivencia se siguié manteniendo tras varias descongelaciones
(comprobado hasta 3 descongelaciones).

Por otra parte, cuando el M.Cd se someti6 a diferentes temperaturas, 37°C, 56°C y 90°C
durante 15 min. la actividad anti-apopt6tica fue equivalente a la del medio almacenado a -20°C
y descongelado.

Por lo tanto, el factor(es) soluble del M.Cd con actividad antiapoptética mostré una elevada
termoestabilidad.

4. 4. 2. Peso molecular

Para la determinacién del peso molecular del factor soluble se llevé a cabo un estudio
preliminar mediante la filtracién del M.Cd a través de membranas de ultrafiltracion con
diferentes tamafios de poro. Una vez determinada la fraccidn en la que se retenia la actividad
antiapoptética (retenido o filtrado) se fracciond el M.Cd en diferentes pesos moleculares a
través de una columna de filtracién sobre gel.

4. 4. 2, 1. La actividad anti-apoptética es retenida en el concentrado de una membrana
de ultrafiltraciéon con un poro para 50 kDa (XM50)

El fraccionamiento inicial por peso molecular consistié en Ia filtracién a través de un XM50
de un volumen conocido de M.Cd. El retenido de esta membrana estd constituido
mayoritariamente por moléculas > 50 kDa, aunque, debido al propio proceso de concentracién
en estas membranas, parte de las moléculas de <50 kDa pueden quedar retenidas en el
concentrado del XM50.

Después de esta fase, el filtrado del XMS50 se volvid 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 ensayd la actividad anti-
apoptética de: 1) retenido del XM50, 2) filtrado del XMS0, 3) retenido del PM 10 del filtrado
del XM50 y 4) filtrado del PM10. Los retenidos se utilizaron en los ensayos funcionales a una
concentracién conocida, entre 1X y 3X (realizando la dilucién en M.C) y en los filtrados se
afladié un 10% de STF con el objeto de restaurar la concentracion de proteinas totales original,
ya que la proteina mayoritaria del M.Cd, la albamina, queda retenida en el concentrado del
XMS50. Los resultados obtenidos en estos ensayos mostraron que la actividad anti-apoptética

guedaba retenida en el concentrado del XM50, y que dicha actividad desaparecia en el filtrado
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del mismo (Fig. 19).

HMDia +1 @Dia +2 EDia +4
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Fig. 19.- Efecto de los retenidos y filirados de XM50 y PM10 en la apoptosis
de las células de ta LLC-B. Los retemidos del XMS0 y del PM10 se probaron
en el estudio funcionat a una concentracién 3X. Los resultados pertenecen a un
caso representativo. Los valores de mortalidad en M.C y M.Cd se utilizaron
como controles positivo y negativo de apoptosis, respectivamente,

4. 4. 2. 2. El factor anti-apoptético eluye en las fracciones de 40-60 kDa de un S-200

El retenido del XM50 se sometié a filtracién sobre gel en una columna de sephacryl S-200,
equilibrada en PBS y previamente calibrada con proteinas de peso molecular conocido:
albamina (67 kDa), HLA soluble (55 kDa) y B8,-microglobulina (12 kDa).

En primer lugar, se aplicaron a la columna 5 ml. de un retenido de XM50 concentrado 10
veces (10X). Los ensayos funcionales de las fracciones obtenidas se realizaron con un 50% de
la fraccion+50% medio completo. Las fracciones fueron probadas a nivel funcional en 2 LL.C-
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 detectd una inhibicién de la apoptosis
entre las fracciones 26 y 30, ambas inclusive. En la otra LLC-B se probaron las fracciones
impares, detectandose una inhibicion de la apoptosis entre las fracciones 27 y 31, ambas

inclusive (imagen no mostrada).
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Fig. 20.- Fraccionamiento del M.Cd y actividad inhibidora de la apoptosis en las
células de la LLC-B de las diferentes fracciones. El M.Cd (10X) s¢ fracciond en una
columna de exclusion molecular S-200. Las diferentes fracciones fueron ensayadas en su
capacidad de promover la supervivencia de las células leucémicas. Si el factor soluble
eluyera en 7 fracciones, éste estarfa = 1,4X en cada fraccién y 0,7X en el pocillo. El
volumen final por pocillo fue 1 ml (0,5 ral de cada fraccién+4-0,5 mi de M.C). C1: 0,5 ml
PBS+0,5 ml M.C: C2: retenido sin fraccionar 1X del XM50. Las flechas indican los

picos de O.D mixima de las proteinas utilizadas para calibrar 1a columna. Los resultados
del porcentaje de céhilas muertas se obtuvieron a dia +2 de cultivo,

En una segunda filtracion sobre la misma columna de sephacryl S-200, y con el fin de obtener
una concentracion mayor del factor antiapoptético en las fracciones, se corrié una columna en
idénticas condiciones, aplicando a la misma 5 mi de retenido del XM50 de M.Cd concentrado
30X. El ensayo funcional de las fracciones se realizé tal y como se describié en el experimento
correspondiente a la Fig. 20. La diferencia de este S-200 con el primero sélo estriba en la
concentracién 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 estaria aproximadamente en
cada fraccidon a una concentracion 1,4X, es decir, a una concentraciéon 0,7X en el cultivo. Con

las mismas premisas que en el caso anterior, en el segundo S-200 el factor estaria
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aproximadamente en cada fraccidén a una concentracién 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 S-200: se detect6 una actividad antiapoptdtica entre las fracciones 26
y 30, ambas inclusive, para las LLC-Bs ensayadas con fracciones pares (imigenes no
mostradas); y entre las fracciones 27 y 31, ambas inclusive, para las LL.C-Bs ensayadas con

fracciones impares (Fig. 21).
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Fig. 21.- Fraccionamiento del M.Cd y actividad inhibidora de la apoptosis de las
células de la LLC-B de las diferentes fracciones determinada por la determinacién de
los pardmetros de scatter. E1 M.Cd concentrado (30X) en un XM50 se fraccion6 en una
columna de sephacryl S-200. Si el factor soluble eluyera en 7 fracciones, éste estaria =
43X en cada fraccion, y 2,14X en el pocillo. Los resultados de % mortalidad se
obtuvieron a dia +3 de cultive. C1: 0,5 ml. M.C+ 0,5 ml, PBS, y C2: retenido 3X sin
fraccionar del XM50. Las flechas indican los picos de O.D méxima de las proteinas
utilizadas para calibrar la columna.

Las proteinas incluidas entre las fracciones 26 y 31, atendiendo al calibrado de la columna,

corresponderian a moléculas con pesos moleculares comprendidos entre 40-60 kDa.
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4. 5. IL-6 ES EL FACTOR ANTI-APOPTOTICO CONTENIDO EN EL MEDIO
CONDICIONADO

4. 5. 1. Anticuerpos neutralizantes anti-IL-6 bloquean el efecto anti-apoptético del medio
condicionado

El paso siguiente para la caracterizacion del factor(es) soluble inhibidor de la apoptosis de la
LLC-B se realizo con el M.Cd en crudo. Se utilizaron diversos anticuerpos anti-citoquinas y
se analizé la muerte celular. Se eligieron anticuerpos frente a citoquinas que se sabe pueden ser
secretadas por células endoteliales como GM-CSF, IL-6 e IL-8, y otras que, aunque en
principio no estaban descritas como citoguinas secretadas por CEs, habfan sido estudiadas en
relacién a la apoptosis de la LLC-B como IFNy, IL-4, IL-5, IL-7, IL-10 e IL-13. Se llevé a
cabo un screening en 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 IFNy; 20 4g/ml de policlonal anti-GM-CSF, bloquean 40 ng/ml
de GM-CSF; 8 ug/ml de policlonal anti-1L-4, bloquean 2 ng/m! de 1L4; 20 ug/ml de
monoclonal anti-IL-5, bloguean 20 ng/ml de 1L-5; 200 #g/ml de policlonal anti-IL-6, bloquean
10 ng/ml de IL-6; 20 x#g/ml de monoclonal anti-IL-7, bloquean 40 ng/ml de IL-7; 4 ug/ml de
monoclonal anti-IL-8, bloquean 34 ng/ml de IL-8; 50 x#g/ml de policlonal anti-IL-10, bloquean
20 ng/ml de IL-10 y 10 ug/ml de policlonal anti-11.-13 bloquean 4 ng/ml de 1L-13. Todos los
anticuerpos se preincubaron 2 h. a 37° con el M.Cd a las concentraciones indicadas.

Los anticuerpos anti-IFNy, anti-IL-10 y anti-IL13 produjeron un aumento no significativo de
la mortalidad celular en 2/5 LLC-Bs y ningiin efecto en 3/5 (Fig. 22). El iinico anticuerpo anti-
citoquina que produjo un claro bloqueo del efecto anti-apoptdtico del M.Cd en las 5 LLC-Bs
estudiadas, tal y como se muestra en la Fig. 22, fue el anticuerpo policlonal anti-IL6, En todas
las LLC-Bs estudiadas 1a incubacion con el anticuerpo policlonal anti-IL-6 generd un porcentaje
de células apoptoticas superior al M.Cd y muy parecido al del M.C, superando incluso a éste
en las concentraciones mds elevadas de anticuerpo anti-citoquina. Estos resultados fueron
corroborados con 7 LLC-Bs mas, con el resultado final de 12/12 LLC-Bs claramente

susceptibles al efecto de los anticuerpos anti-IL-6.
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Fig. 22.- Efecto de diversos anticuerpos amti-citoquinas sobre la actividad anti-
apoptética del medio condicionade. El M.Cd se incub6 previamente durante 2 horas con
los anticuerpos neutralizantes anti-citoquinas a las concentraciones referidas en los
resultados. Este diagrama de barras ilustra los resultados de un experimento representativo
en el que las células de la LLC-B fueren cultivadas durante 1 y 2 dfas.

También se realizaron ensayos del efecto de dosis-respuesta con diferentes concentraciones de
anticuerpo policlonal anti-IL-6 en 3 LLC-B, desde 12,5 xg/ml (que neutralizan 0,625 ng/ml.
de 1L-6) hasta 100 #g/ml (que neutralizan 5 ng/ml. de IL.-6) (Fig. 23). En 2 LLLC-Bs el efecto
bloqueante se detect6 a partir de la concentracidn més baja de anti-11.-6 ensayada (12,5 ug/ml),
y este efecto fue mayor a medida que se incrementaba la concentracion de anticuerpo, aunqgue
con discretas diferencias en la curva dosis-respuesta entre una LLL.C-B y otra. En la tercera
LLC-B estudiada ¢l efecto bloqueante no se evidencié hasta una concentracion de 50 ug/ml.

En todos los casos se objetivo una respuesta dependiente de la concentracion.
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Fig. 23.- Efecto dependiente de dosis de los anticuerpos anti-IL-6 bloqueantes de la actividad
anti-apoptética del M.Cd. Los auticuerpos anti-citoquinas se utilizaron siguiendo un protocolo
idéntico al descrito en ta Fig. 22. Como control negativo se utilizé IgG de un suere preinmune de
conejo. El grifico muestra la cantidad de Ac policlonal utilizado y su capacidad para bloquear
diferentes cantidades de citoquina, en un gjemplo representativo analizado a dia +-1.

En cualquier caso, la conclusion de estos experimentos es clara: los anticuerpos anti-1L6 son
capaces de neutralizar el efecto del M.Cd. Asf pues, ¢serd la [1L-6 el factor soluble, contenido
en el medio condicionado, responsable del efecto anti-apoptdtico de éste?.

4. 5. 2. Las células de la LLC-B expresan el receptor de I1.-6 (CD126) en su membrana
Una vez constatado ¢l efecto de los anticuerpos neutralizantes anti-1L-6 sobre el efecto inductor
de supervivencia del M.Cd, se estudio la expresion del receptor de membrana para la citoquina
IL-6 (IL-6R o CD126) en diferentes LLC-Bs. Inicialmente utilizamos un AcMo anti-CD126-PE
por considerar que el conjugado con PE podria darnos una sefial de fluorescencia claramente
discriminable de la obtenida con el anticuerpo irrelevante. El marcaje con dicho AcMo se
realizé con la sangre completa (y posterior lisis de los hematies) (n=6) y/o con células
mononucleares tras la separacién con Ficoll (n=7), obteniéndose los siguientes resultados: en

sangre completa, el 2322 9% de las células CD19" expresaban CD126 (lim. min=2%, lim.
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max=66%), mientras que en la fraccion de las células mononucleares el 6% +8% de las células
CD19" expresaron niveles de 1L-6R suficientes para ser detectados en el citometro de flujo
(lim. min=0%, lim. max=18%). En 4 LLC-Bs donde s¢ determinaron los niveles en
membrana del antigeno CD126 tanto en sangre total como en las células separadas con Ficoll,
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 completa.
Ya que ni nuestros resultados experimentales ni la poca literatura existente al respecto eran
comparables con los datos antes mostrados sobre la expresion de CD126, la deteccion de este
antigeno se determiné mediante un método amplificado de fluorescencia: incubacion inicial con
[L-6-biotina y revelado con avidina-FITC. Este tipo de marcaje se realiz6 en 9 LLC-Bs,
obteniéndose los siguienies resultados: media aritmética=77%; desviacion tipica=12,8; lim.
min=57% y lim. méx=97%. De estos datos se deduce que las células de todas las LL.C-Bs
estudiadas (9/9) unian de manera efectiva IL-6 (se muestra un ejemplo representativo en la Fig.
24). La especificidad de la unién se confirmé incubando previamente las células con un
anticuerpo blogueante de la unién IL-6/IL-6R que condujo a una casi total inhibicion (>99%)
en la unidn de la IL-6 biotina.

También se investigé la expresion del co-receptor de CD126, la glicoproteina gp130 o CD130.
En este caso s6lo se realizé marcaje directo con anticuerpos monoclonales anti-CD130-PE en
7 LLC-Bs, tanto en sangre completa como en células mononucleares. En sangre completa se
obtuvieron los siguientes resultados: media aritmética=6,4%; desviacion tipica=5,6; lim.
min=0,7% y lim. max=24%. En células separadas los resultados fueron: media
aritmética=2,8 %; desviacion tipica=3,7; lim. min=0% y lim. midx=15,6%. Como se puede
deducir de estos datos, la deteccion de CD130 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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Fig. 24.- Expresion del receptor de IL-6 (IL-6R o CD126) en las células de la LLC-B. En los dor plots superiores
se muestran los resultados del marcaje directo con anticuerpos monoclonales anti-CD126-PE, en sangre completa y
en células mononucleares. En el dor plot inferior se muestra el marcaje con IL-8-biotina. Los cuadrantes de [as
imigenes superiores se colocaron atendiendo a sus controles isotipicos respectivos y en la imagen inferior atendiendo
a su control negativo (protefna biotinilada, inclufda en el kic para [L-6-biotina, que no se une especificamente a ningdn
receptor linfocitario). Se muestran los resultados de los tres tipos de marcaje en un ejemplo representativo.
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Fig. 25.- Expresién del antigeno CD130 en Ja membrana de las células de la LLC-B. Las c€lulas en sangre
completa o tras la separacion con Ficoll (células mononucleares) se incubaron con cantidades saturantes de AcMo anti-
CDI130-PE y anti-CD19-FITC. Los resultados de este ejemplo tepresentativo fueron obtenidos sobre una ventana
dibujada alrededor de los linfocitos. Los cuadrantes se colocaron atendiendo a sus controles isotipicos respectivos.
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4. 5. 3, La IL-6 del medio condicionado de la CE tiene un peso molecular de 40-60 kDa
El hecho de que anticuerpos neutralizantes anti-11.-6 bloqueen completamente el efecto inductor
de supervivencia del 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
molecular aparente de 40-60 kDa (Fig. 20 y 21) aportaba dos informaciones aparentemente
contradictorias: la IL-6, una proteina con un peso molecular de aproximadamente 25-32 kDa,
eluye con un peso molecular aparente que dobla el esperado. Con objeto de aclarar estos datos,
se cuantificaron los niveles de Il.-6 en todas las fracciones del S-200 obteniéndose los

siguientes resultados (Fig. 26):
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Fig, 26.- Cuantificacién de IL-6 en las fracciones impares del perfil de elucién del S-200,
Los niveles de TL-6 de las fracciones impares se cuantificaron con un ELISA para IL-6. Los
resultados de este experimento representativo expresan el porcentaje de células apoptdticas
atendiendo a los parimetros de scatter. Las flechas indican la fraccién de Q. méxima de las
proteinas utilizadas para calibrar la columna.
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1) 1L-6 inferior a 1 ng/ml o no detectable, entre las fracciones 1-25, ambas inclusive
2) deteccién de 1L-6 entre las fracciones 26-35, ambas inclusive, con una elucion en forma
de pico, siendo la fraccion de maxima concentracion de 1L-6 la nimero 31 (11,44 ng/ml),
detectandose en los dos extremos del pico de elucién 1,6 ng/ml (fraccion 26) y 4 ng/ml.
(fraccién 35), respectivamente
3) deteccion de otro pico de 1L-6 entre las fracciones 45 y 47, ambas inclusive, con un pico
maximo de 2,4 ng/ml en la fraccién nimero 45
4) 1L-6 inferior a 1 ng/ml o no detectable, entre las fracciones 36-44 y enire 43-51.
Por lo tanto el fraccionamiento del M.Cd por peso molecular realizado en el S-200 muestra un
patron de elucién de 2 picos de IL-6, uno entre 40-60 kDa y otro en torno a los 25 kDa.
Ademds, si se correlacionan estos picos con el pico de méaxima inhibicién de apoptosis, se
observa que éste coincide con el pico de elucién de IL-6 de 40-60 kDa (Fig. 26). No se
detectan indicios de inhibicién a nivel del pico de I1.-6 de 25 kDa (fraccién 45) utilizada a una
concentracion idéntica (1,2 ng/ml en el pocillo) a la IL-6 de 40-60 kDa que si mhibia la
apoptosis de la LLC-B (fraccién 27).
La proporcion aproximada de 1L-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 concentracidon 30X, que fue de 180 ng/ml, es decir, 6 ng/ml a una
concentracion 1X; y también se ha cuantificado la IL-6 contenida en el retenido de un PM-10
concentrado 15X a partir del filtrado obtenido del XM-50, y contenia 35 pg/ml, es decir, 2.4
pg/ml a una concentracion 1X. Esto significa que hay 2.500 veces mas 1L-6 en el retenido del
XM-50 que en el filtrado. Asi pués, la IL-6 quedd mayoritariamente retenida en el XM-50
cuando se concentré el M.Cd (30X) en esta membrana, con cantidades practicamente
vestigiales de esta citoquina en el filtrado. Por otra parte, sabemos que la concentracion de IL-6
de 40-60 kDa tras fraccionar el retenido del XM-50 en un S-200 es aproximadamente 10 veces
superior a la IL-6 de 25 kDa. Por tanto, si despreciamos la insignificante cantidad de I1.-6 que
pasa la membrana del XM-50, la proporcion entre IL-6 de 40-60 kDa y de 25 kDa es de
aproximadamente 10:1.
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 metabélico ¢ inmunoprecipitacion de la IL-6 del medio condicionado

Para una caracterizacién mds completa de la IL-6 producida por las células endoteliales (puesto
que el peso molecular de fa IL-6 descrito en la literatura es de 25-32 kDa) se realizé un marcaje
metabdlico con metionina->S de las proteinas sintetizadas de novo por las CEs. Se recolectaron
tanto el sobrenadante (SN) como las CEs (después de la tripsinizacion). Las células se lisaron
y, tras centrifugacion, se recogio la fraccidn correspondiente al citosol. La inmunoprecipitacion
del SN y del citosol se realiz6 con un anticuerpo policlonal de conejo anti-IL-6. Los
inmunoprecipitados (IPr) tanto del SN como del citosol se resuspendieron en dos tipos de
tampdn de muestra: 1) sin S-mercapto-etanol, para mantener la muestra en condiciones no
reductoras y 2) con S-mercapto-etanol, es decir, bajo condiciones reductoras. Las muestras se

corrieron en un SDS-PAGE al 12% (Fig. 27).

Fig. 27.- Deteccién de la IL-6 contenida en el
M.Cd mediante marcaje metabélico e
inmunoprecipitacién. Las células ECV-304 fuercn
cultivadas durante 16 h. con | * § | Metionina y el
sobrenadante fue inmunoprecipitado con un Ac
policlonal anti-IL-6 de conejo en ausencia (1 y 2) o
en presencia (3 v 4) de S-mercaptoetanol. Los
carriles 1 y 3 se corresponden con el vltimo pre-
aclarado y los carriles 2 y 4 con los
inmumoprecipitados. Las muestras fueron corridas en
SDS-PAGE 12% y analizadas tras awtorradiografia.
A la derecha se indican los pesos moleculares de los
marcadores estdndar.

Este tipo de experimento (marcaje, inmunoprecipitacién y electroforesis en SDS-PAGE) se
realizd en tres ocasiones y en todas los resultados fueron los siguientes: 1) en las muestras del
IPr del sobrenadante aparece una tinica banda, que es especifica, de aproximadamente 25 kDa.
Esta banda es mas intensa en la muestra con f-mercapto-etanol que en la que no lo tiene (Fig.
27) y 2) en las muesiras de IPr del citosol aparecen numerosas bandas si bien ninguna de ellas
parece ser especifica, puesto que también se detectaban en mayor o en menor medida en el
correspondiente preaclarado (imigenes no mostradas).

Por o tanto, estos resultados sugieren fuertemente que la IL-6 de 40-60 kDa detectada por
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métodos cromatogrificos no es resistente a las condiciones desnaturalizantes del SDS-PAGE.
En cualquier caso, Ia nitidez de la inica banda de 25 kDa practicamente excluye la posibilidad
de que la IL-6 interaccione con otro tipo de proteina sintetizada de novo por la CE y contenida
en el M.Cd.

4. 5. 5. Comparacion del efecto anti-apoptético de la IL-6 del M.Cd de la célula endotelial
y de otra IL-6 natural

También se comprobé el efecto inhibidor de la apoptosis de una IL-6 natural, no recombinante,
producida por células de osteosarcoma. Se estudid su actividad en 6 LLC-Bs, utilizando
concentraciones entre 7-400 ng/ml afiadidas al M.C. En 1/6 LLC-B ninguna concentracién tuvo
actividad inhibidora. En las otras 5 LLC-Bs se observaron resultados similares a los que
aparecen en la Fig. 28; es decir, inhibicién de apoptosis a partir de 15 ng/ml, consiguiendo una
inhibicion méxima 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 [L-6 natural de células de osteosarcoma consigue en la mayoria
de los casos (5/6) retrasar la apoptosis de la LLC-B, si bien las concentraciones necesarias para
alcanzar el mismo efecto que el M.Cd de CEs son muy superiores (=28 veces) a las de la IL-6

de dicho M.Cd.

% células muertas (Anexina-V+)
(]
o

0 7 7 15 75 200 400 ng/mlIL-6

M.C M.Cd

Fig. 28.- Curva dosis-respuesta del efecto anti-apoptético de la IL-6 natural
procedente de células de osteosarcoma. Se muestra un ejemplo representativo del
analisis de la apoptosis a dfa +1 en células de LLC-B cultivadas con diferentes
concentraciones de IL-6 natural de osteosarcoma, desde 7 a 400 ng/ml. Estos
resultados se comparan con la apoptosis en M.C y en un M.Cd de CEs con 7
ng/ml de 1L-6.
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4. 5. 6. Efecto de diferentes IL-6 recombinantes en la viabilidad de las células leucémicas:
correlacion con la formacion de dimeros

Una vez determinado el efecto anti-apoptético mediado por la IL-6 natural contenida en el
M.Cd de las CEs y de células de osteosarcoma, pasamos a comprobar si diferentes IL-6
recombinantes mostraban capacidad de inhibicion de la apoptosis in vitro de las células de la
LLC-B. Se ensayaron tres IL-6r de fuentes diferentes: levadura (IL-6r-Lev), células CHO (IL-
6r-CHO) y E. coli.

Se emplearon estos tres tipos de IL-6r por los siguientes motivos: 1) La IL-6r procedente de
levadura y de células CHO son formas recombinantes glicositadas de 1a citoquina y la IL-6r de
E. coli, no. Esto nos permitiria analizar posibles diferencias de actividad anti-apoptética
relacionadas con la glicosilacién, ya que la IL-6 natural producida por las células endoteliales
cabe suponer que estd, al menos en parte, glicosilada y 2) Por otra parte, estd descrito en la
literatura®™* que existe una forma dimérica de 1L-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-apoptotica descrita en este trabajo (40-60 kDa). Los
estudios funcionales de esta IL-6 nos permitirian corroborar la importancia del peso molecular
de la IL-6 en la actividad anti-apoptdtica sobre la LLC-B, si bien esta 11.-6 recombinante tiene
una procedencia distinta, que conlleva la ausencia de glicosilacion (y tal vez otras diferencias
no conocidas).

En primer lugar se realizaron estudios funcionales afiadiendo al M.C diferentes concentraciones
de IL-6r de levadura (n=9) y de CHO (n=6), desde 10 ng/m! hasta 200 ng/ml. En estos
experimentos no se detecté inhibicién en ninguna LLC-B con ninguna de estas dos IL-6
recombinantes (Fig. 29).

En los cultivos con IL-6r de E. coli (n=2) se detecté un efecto anti-apoptdtico muy discreto
comparado con el del M.Cd (imdgenes no mostradas). Concretamente, se ensayaron desde 0, 1
ng/ml hasta 200 ng/ml de IL-6r de E.coli, cuantificando la apoptosis a dfa +1. A partir de 2
ng/ml se detectd una ligera inhibicién (13% con respecto al M.C), sin embargo, el incremento
de la concentracién no mejoré de manera importante la respuesta: en concentraciones de 50,
100 y 200 ng/ml se detectd una inhibicion del 17% con respecto al M.C (obteniéndose una

inhibicion de la apoptosis >50% en las mismas células cultivadas en M.Cd).
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B Dia +1 E Dia +2 Fig, 29.- Efecto de la TL-6r derivada de
levadura (IL-6r-Lev) y de células CHO
(IL-6r-CHQ) sobre la apoptosis de la
LLC-B. Se afiadicron a los cultivos de
células de LLC-B en MC
concentraciones crecienies de IL-6r de
levadura y de CHO, entre 10-200 ng/ml,
Se muestra un gjemplo representativo de
los resultados obtenidos en la
concentracion mixima ensayada (200
ng/ml), junto a la mortalidad obtenida en
las células cultivadas en M.C y en un
M.Cd de CEs que contenia 7 ng/ml de
M.C M.Cd IL-6r-Lev  IL-6r-CHO IL-6.

% células muertas (Anexina-V+)

0 7 200 200 ng/ml IL-6

Una vez detectado este discreto efecto anti-apoptdtico promovido por la IL-6r de E. coli,
bastante inferior al de la IL-6 del M.Cd, comprobamos si nuestra IL-6r de E. coli contenia
formas diméricas, tal y como describe la literatura. Para ello la IL-6r de E. coli se fracciond
con idéntica metodologia a la descrita para la 1L-6 secretada por las células ECV-304:
fraccionamiento en una columna de sephacryl S-200. Como se muestra en la Fig. 30A, la IL-
6r derivada de E. coli mostré un patrén de elucidon que incluyé un primer pico mayoritario
(80% de la 1L-6 recuperada tras la elucién) de IL-6 con un peso molecular cercano a 45-50 kDa
y otro minoritario (20%) con un peso molecular de aproximadamente 20-25 kDa, resultados
compatibles con la presencia de dimeros (IL-6;) y mondmeros de IL-6 (IL-6,),
respectivamente. Ambas formas de I1.-6 se compararon con la 1L-6 contenida en el M.Cd de
las CEs en su capacidad de promover la supervivencia in vitro de las células tumorales de 3
LLC-Bs en dia +1. Como muestra la Fig. 30B, s6lo la IL-6 dimérica de E. coli demostré
efecto anti-apoptdtico, con una respuesta dependiente de la concentracion: se detectdé una
reduccion de la muerte celular a partir de 0,05 ng/ml (15% de inhibicion) que fue dependiente
de la concentracion, hasta llegar a 5 y 10 ng/ml, donde se detectd una inhibiciéon maxima del
30%, que se mantuvo hasta una concentracion de 80 ng/ml de IL-6 dimérica (datos no
mostrados). Estos resultados de inhibict6n de la apoptosis con IL-6, de E. coli indicaban una
mayor actividad que la conseguida con la misma IL-6r antes de su separacion en las fracciones

monomérica y dimérica: 10 ng/ml de IL-6r de E. coli sin fraccionar inhibieron la apoptosis de
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la LLC-B aproximadamente un 14%, y la misma concentracién de IL-6;, de E. coli consigui6
un 30% de inhibicién. Sin embargo, el porcentaje de inhibicién alcanzado por la IL-6;, de E.
coli fue inferior al de la 1L-6 del M.Cd de CEs (> 50%)(Fig. 30B). Ademds, por otro lado,
la IL.-6 monomérica demostré no tener efecto inhibidor de la apoptosis de la LLC-B (Fig. 30B).
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Fig. 30.- Perfil de elucién de la IL-6r de E, coli fraccionada en una columna de
sephacryl §-200 y actividad anti-apopt6tica de la misma. (A) Se corricron 20 ug
de IL-6r de E. coli en una columna de sephacryl §-200, recogiéndose fracciones de
200 g1, Las cantidades de TL-6 en cada fraccidn fueron cuantificadas mediante
técnica ELISA. Las flechas indican la fraccion que contiene 1a ©.D méxima de las
proteinas utilizadas para calibrar la columna. (B) Actividad anti-apoptotica de la
IL-6r dimérica (IL.-6,,) v monomérica (JL-6,) de E. coli. Se mmestran los resultados
de un experimento representativo de un cultivo de LLC-B de 24 horas. Los
porcentajes de inhibicién de apoptosis han sido calculados considerando el
porcentaje de muerte celular en M.C como ¢l 100%.
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4. 6. LAS PROTEINAS Bel-2 Y Bax DE LA CELULA DE LA LLC-B NO ESTAN
IMPLICADAS EN EL EFECTO ANTI-APOPTOTICO DE LA IL-6 PRODUCIDA POR
EL ENDOTELIO

Con ¢l objeto de investigar los mecanismos moleculares que subyacen en la inhibicion de la
apoptosis de las células de la LLC-B en respuesta a la IL-6 dimérica, la cinética de expresion
de dos proteinas de la familia bel-2 fue analizada por citometria de flujo: Bcl-2, una proteina
descrita en numerosos sistemas como inductora de supervivencia, y Bax, que promueve
apoptosis en multitud de tipos celulares.

Bcl-2 se determiné utilizando un marcaje directo con AcMo anti-Bcl-2-FITC (n=6). Tal y
como muestra la Fig. 31, practicamente el 100% de células expresaron este antigeno a tiempo
cero (porcentaje de células positivas: 95,6+3,2%; IMF: 31,2=51).

Los primeros cambios significativos en los niveles de expresion de Bcl-2 habitualmente se
establecian a las 48 horas de cultivo, motivo por el cual se han elegido imagenes de 2 dias de
cultivo en el ejemplo representativo mostrado en la Fig. 31. Parad6jicamente no se observaron
diferencias significativas ni en el porcentaje de células positivas (91,3£1,7% versus
91,6+1,5%) ni en la IMF (45+5,1 vs 46,2+3,4) del antigeno Bcl-2, independientemente de
que las células leucémicas fueran cultivadas en M.C (60,1+19,4% de células Anexina-V™) o
M.Cd (35,4+18,3% de células Anexina-V™).

Para la deteccidn del antigeno Bax (n=2) se utiliz6 una técnica de marcaje indirecto, tal y
como se describe en Material y Métodos. A tiempo cero, entre el 50-60% de las células
tumorales expresaban dicha proteina (IMF:33). De manera inesperada, el porcentaje de células
Bax positivas se incrementd mas 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 IMF
descendid con respecto a las células frescas (Fig. 31).

De estos resultados se deduce que no existe una clara correlacion entre los niveles de expresion
de las proteinas Bcl-2 y Bax y el efecto anti-apoptédtico descrito para la [L-6 contenida en el
M.Cd.
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Fig. 31.- Expresion de las proteinas intracelulares Bcl-2 y Bax en las células de la LLC-B. Los niveles de expresion
se determinaron sobre las células permeabilizadas marcadas con un AcMo anti-Bcl-2-FITC o un Ac policlonal anti-Bax
de conejo revelado con un Ac de cabra anti-conejo-FITC. Los controles isotipicos correspondientes estan representados
en negro. Se muestran tanto los porcentajes de células positivas como la IMF de las células de LLC-B cultivadas
durante 2 dias en M.C o M.Cd en comparacion con los valores obtenidos a tiempo ().
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5.- DISCUSION
Como ya se mencioné en la introduccién, fa LLC-B es un sindrome linfoproliferativo cronico

3 y en estado

caracterizado por la acumulacion de células B monoclonales de larga vida media
de reposo®?, ya que mas del 95% de las células B neoplésicas se encuentran en la fase GO/G1
del ciclo celular®® " 3! Parad6jicamente, estas células mueren rapidamente in vitro por
apoptosis®” >, sugiriendo que la muerte celular programada de los linfocitos B monoclonales
en cultivo es el resultado de la ausencia de factores sofubles y/o celulares que, sin embargo,
si estan presentes in vivo.

En el presente trabajo partimos de la hipétesis de que las sefiales anti-apoptdticas que recibe
la célula de la LLC-B ir vivo pudieran proceder de otras células cercanas fisicamente a la célula
tumoral. Estas células podrian ser de origen hematopoyético o bien podrian ser células de
estructuras como la intima de los vasos sanguineos o las células del estroma de la médula 6sea,
con las cuales también existe una proximidad fisica. En este sentido, y conocida la capacidad
migratoria de las células tumorales de la LLC-B asf como su facilidad para colonizar diferentes
érganos o tejidos'’ (médula ésea, bazo, ganglios linfaticos), consideramos que las CEs
pudieran comportarse como auténticas células “accesorias” responsables de la elevada vida
media de las células de la LLC-B,

Nuestros resultados indican que el M.Cd procedente de las CEs obtenidas de cordén umbilical
inhibe claramente la apoptosis in vitro de las células de la LLC-B. De igual manera, el M.Cd
procedente de la linea ECV-304 manifesto una fuerte actividad anti-apoptética sobre las células
leucémicas. Las células de la linea ECV-304 crecen rapidamente, no requieren de factores de
crecimiento exégenos™™ y generan M.Cds con actividad promotora de supervivencia de una
manera reproducible y constante tras varios pases. Estas propiedades nos permitieron utilizar
esta linea celular como fuente continua de M.Cd. Dicho M.Cd retrasaba la muerte por
apoptosis de las células de la LLC-B con respecto al M.C durante los tres primeros dias de
cultivo. Después de este tiempo, los porcentajes de células apoptéticas (préximos al 100%, en
general) se igualaban en ambos medios, lo que claramente indica el consumo del factor (es)
soluble contenido en el M.Cd. Ademas, se detectd el efecto anti-apoptético del M.Cd
procedente de las CEs en todas las LLC-Bs estudiadas al diagnodstico (p <0.001, en los dias

+1, +2 y +3), independientemente de la velocidad en la muerte celular de cada LLC-B en
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M.C. La heterogeneidad en la muerte celular in vitro de la LLC-B ha sido descrita reiteradas
veces™ 252 nor lo que la respuesta homogénea de todas las LLC-Bs en M.Cd sugiere que
el factor (es) contenido en dicho medio puede jugar un papel esencial en la vida media larga
que, in vivo, muestran estas células. A nuestro juicio, el presente trabajo describe por primera
vez un efecto inhibidor de apoptosis en las células tumorales CD19*CD5* de un factor (es)
soluble secretado por CEs. De hecho, el dnico antecedente descrito en la literatura a este
respecto sugiere que el M.Cd de la linea de CEs EA.hy926 no muestra actividad inductora de
supervivencia en las células de la LLC-B*. Esta diferencia puede ser atribuible a la distinta
naturaleza de las dos lineas celulares, ya que ECV-304 es una linea transformada
espontaneamente’”, mientras que EA.hy926 es un hibrido de célula endotelial y de la célula
de carcinoma A549/8°®. En cualquier caso, los autores de este trabajo no indican el tiempo en
el que fue recolectado el M.Cd procedente de este linea celular, por lo que no puede
descartarse que, bajo ciertas condiciones y tiempos de cultivo, dicho M.Cd pudiera tener

actividad anti-apoptética.

La determinacion del porcentaje de células leucémicas apoptdticas cultivadas en M.Cd o en
M.C se realizé utilizando cuatro diferentes métodos de citometrfa de flujo: marcaje con
Anexina-V/IP, cambios en los parametros de tamaio y granularidad (FSC/SSC), deteccion de
células con escisiones en su ADN (método del TUNEL) y de células con un contenido de ADN
inferior al de células viables (pico hipodiploide). Los cuatro métodos mostraron cinéticas de
muerte celular equivalentes, que se incrementaban progresivamente a lo largo de los tres dias
de cultivo. De esta forma confirmamos que la célula de la LL.C-B apoptotica sigue patrones de
comportamiento similares a los descritos en multitud de tipos celulares: pérdida de tamafio e
incremento discreto de la granularidad®”, cortes en las cadenas de ADN?® y pérdida
cuantitativa y/o diferente empaquetamiento del mismo®”, asi como exposicion de la fosfatidil-
serina en la cara externa de la membrana plasmatica®™ **". Los cuatro métodos permiticron
seguir las diferencias en el porcentaje de células leucémicas viables cultivadas en M.C y M.Cd.
Sin embargo, el porcentaje de células apoptéticas 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
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membrana citoplasmética (Anexina-V */IP), cuando adn las células mantienen casi integramente
sus caracteristicas de tamafio y granularidad, asi como su contenido de ADN. Estos resultados
estén de acuerdo con otros estudios descritos en la literatura®™* **. Ademds, hemos podido
objetivar con el método de la Anexina-V/IP una caracteristica que, hasta el momento, solo
habia sido descrita en células marcadas con 7-amino-actinomicina-D (7-AADY*': la
determinacion de células en estadios intermedios de apoptosis. Estas células se caracterizan por
una discreta, pero cuantificable, pérdida de tamano asi como por la captacion espontinea
(membrana citopldsmica permeable) del IP (células Anexina-V*/IP™*). En las células en
estadios finales de apoptosis se objetiva una pérdida notable de tamafio y una menor captacion
de IP, lo que genera una sefial de fluorescencia inferior (células Anexina-V*/IP"). Estas
altimas células, denominadas células necréticas secundarias por Vermes y col.”,
probablemente no solo contengan células que ya han perdido una gran cantidad de ADN, sino
también cuerpos apoptoticos. La deteccién de los mismos probablemente sea debido a que
nuestras condiciones de andlisis incluian una amplificacién elevada para el parametro FSC, de
tal manera que incluimos eventos de pequefio tamafio, de forma similar a Swat y col.””, los
cuales no son determinados habitualmente por otros autores™”.

El estudio de la viabilidad celular con el colorante vital azul tripan y posterior andlisis por
microscopia Optica nos condujo a varias conclusiones. En primer lugar, que este método no
puede detectar células en estadios iniciales de la apoptosis (células azul tripan negativas). En
segundo lugar, el andlisis es muy subjetivo ya que en los estadios de apoptosis en los que la
célula ain mantiene sus dimensiones se reconoce facilmente si la célula estd viva o muerta,
pero en fases de la apoptosis con pérdida importante de tamafo resulta bastante aleatorio
resolver si un elemento visto al microscopio es una célula o si es un resto celular o un cuerpo
apoptético, ya que la resolucidon de la microscopia optica no permite asegurarlo. Debido a estos
motivos hemos valorado con gran cautela ciertos resultados presentes en la literatura en los que
se utiliza este método para el analisis de la apoptosis en la LLC-B.

Los resultados obtenidos con la citometria de flujo fueron corroborados mediante la
electroforesis de ADN en geles de agarosa: este método cualitativo/semi-cuantitativo permitid
objetivar diferencias manifiestas en el contenido de ADN intacto y ADN fragmentado (patrén

en escalera) cuando las células de la LLC-B fueron cultivadas en M.Cd y en M.C. Sin
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embargo, este método perdio sensibilidad en muestras en las que los Jinfocitos se encontraban
en estadios muy avanzados de apoptosis, llegando incluso hasta la desaparicién del patrén en

escalera, como han descrito anteriormente Koopman y col.”®,

Una vez comprobado el efecto anti-apoptdtico del M.Cd derivado de las CEs, se investigé si
el contacto directo CE/célula leucémica jugaba también un papel relevante en la inhibicion de
la apoptosis de las células de la LLC-B. Para ello se realizaron experimentos en los que se
permitid la interaccign fisica de ambos tipos celulares o se impidié insertando cdmaras
transwell. Ademds, en estos experimentos también se incluyeron células de LLC-B cultivadas
en M.C y en M.Cd. En el anilisis de la varianza de 1a muerte celular de 1a LLC-B en las cuatro
condiciones de cultivo (M.C, M.Cd, Cont.dir y Tranw) se encontraron diferencias
significativas (p <0.001) en los dias estudiados (+1 y +3). En las comparaciones posteriores
se obtuvieron resultados que sirven para describir la cinética de la muerte celular a lo largo del
tiempo: ascendente en M.C y M.Cd, y mortalidad estable (forma de meseta) en ambos tipos
de cocultivo. Esta cinética de los cocultivos se mantenia en aquellos experimentos con estudio
de apoptosis in vitro superior a 3 dias. Esta aproximacion experimental mostrd un efecto anti-
apoptotico muy potente derivado del contacto entre las CEs y las células de la LLC-B, ya que
la viabilidad de estas Ultimas superaba el 80% tras incluso 8 dias de cultivo. En los cocultivos
con franswell apenas se incrementaba la muerte celular desde el dia +1 hasta el dia +8, si bien
el porcentaje de células apoptoticas siempre fue superior al de los cocultivos en contacto
directo. De estos datos se deducfa que las interacciones célula-célula favorecen un retraso atin
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 ademds con los resultados mostrados
por Long y col.”™, que describen la inhibicion de la apoptosis dependiente de contacto de las
células de la LLC-B con la linea de células endoteliales EA.hy926, y con los resultados
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descritos por Jewell y col.” en los cocultivos de LLC-B con células endoteliales de cordén

umbilical (HUVEC) y con células endoteliales obtenidas de médula ¢sea. Estos hallazgos son
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también coherentes con los mostrados por Panayiotidis y col.™” o Lagneaux y col.'™, 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 independiente del
estadio madurativo, ya que, tal y como se ha descrito, las LLAs de linfocitos B mantienen su
viabilidad durante largos periodos de tiempo cuando son cocultivadas con fibroblastos del
estroma’®?>*, La necesidad de contacto directo entre células de estroma y células B CD5" para
la supervivencia de estas dltimas también ha sido establecida en ratén, donde la poblacion
mayoritaria B CD5* peritoneal mantiene su viabilidad en cocultivo con las células estromales
del peritoneo™. Fuimos, sin embargo, incapaces de bloquear el efecto anti-apoptético mediado
hipotéticamente por contactos célula-célula, incluso utilizando varios AcMo anti-moléculas de
adhesién conjuntamente, todos ellos de naturaleza bloqueante. En este sentido Long y col.””
sugieren que el efecto anti-apoptético podria estar mediado, al menos en parte, por la f,-
integrina CD11b. Sin embargo, estos autores no han publicado resultados al respecto

posteriormente. Sorprende asi mismo que Lagneaux y col.'

observando el efecto bloqueante
de adhesion con varios anticuerpos anti-moléculas de adhesion (CD54, CD106, CD11a, CD18
y CD49d), no indiquen en ningin momento el efecto que dicho bloqueo tiene sobre la
apoptosis. Si bien ya ha sido descrita la capacidad que tienen las células de la LLC-B para
adherirse a diferentes protefnas de ME*™, como consecuencia 16gica de su patrén de expresion

de moléculas de adhesion™ 7 >

, también fuimos incapaces de inhibir la apoptosis in vitro de
las células de la LLC-B, bien utilizando proteinas purificadas (coldgeno, laminina, vitronectina
y fibronectina) o la compleja red de proteinas de ME obitenidas tras la lisis de las CEs.

La utilizacién de CEs fijadas con métodos tales como PFA, glutaraldehido o etanol, todos elios
previamente descritos por mantener intactas las propiedades estructurales y funcionales de las

moléculas de adhesion™ >

elimind el hipotético efecto anti-apoptético mediado por el contacto
célula-célula, descartindose ademas un posible efecto sinérgico entre el factor (es) soluble
contenido en el M.Cd y las interacciones célula-célula. Paralelamente fuimos comprobando que
los tiempos de adquisicién de un nimero de eventos fijo en el citbmetro de flujo, eran mayores
(doble o triple) para las muestras procedentes de cocultivo en contacto directo que para las
procedentes de M.C y M.Cd. Todos estos hallazgos nos llevaron a pensar en la posibilidad de
fagocitosis de las células leucémicas apoptdticas por las CEs en los cocultivos en contacto
directo. Esta sospecha finalmente fue confirmada mediante la detecciéon por CMF de células

leucémicas fagocitadas (previamente marcadas con TAMRA) en el interior de las CEs. Por
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tanto, en nuestro sistema experimental, el retraso de la apoptosis observado en los cocultivos
en contacto directo fue debido al aclaramiento de células apoptéticas llevado a cabo por las

3235215 ya ha sido

CEs. 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-apoptético sobre células leucémicas, pertenecientes o no al linaje B, tras
establecer contacto fisico 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 sisteméticamente la contribucion del contacto directo en la supervivencia
de numerosos tipos celulares.

El proceso de malignizacidn celular puede inducirse ya sea por una activacién descontrolada
de la proliferacién celular y/o tras inhibicién de las vias metabdlicas que regulan la muerte
celular programada®. Tal y como se ha descrito®”, las células de la LL.C-B son, en su mayoria,
células no proliferantes, por lo que establecer una clara disociacion entre apoptosis y
proliferacion es esencial para valorar adecuadamente la relevancia patofisioldgica del factor que
contribuye a la supervivencia in vitro de las células leucémicas. Paraddjicamente, muchos de
los trabajos que describen factores solubles capaces de inhibir la apoptosis de las células de la
LLC-B no indican su efecto en la proliferacion de las mismas™> *** »! %2 Ep este estudio
hemos comprobado que el M.Cd tenfa un efecto anti-apoptdtico no mediado por proliferacién
y/o diferenciacion. Confirmamos que las células de la LLC-B cultivadas en M.Cd mantenian
un porcentaje de células en fase S+G,M equivalente al del dia 0, por lo que se descart6 la
induccién de proliferacién celular. Por otro lado, se comprobd que las células cultivadas
también mantenian sus caracteristicas inmunofenotipicas, sin alteraciones en los antigenos
directamente relacionados con la diferenciacidn de la célula B como CD20, CD38, CD138 o
Igs. Estd descrito que la interaccion de una citoquina con su receptor puede desencadenar una
sefial de proliferacion, diferenciacion o apoptosis/anti-apoptosis celular’”, dependiendo del tipo
celular y su estado madurativo, asi como de la presencia o ausencia de otros factores en el
medio. Atendiendo a estas premisas, €l 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 in vitro sin promover proliferacion o diferenciacién celular.

De hecho, y hasta el momento, en muy pocos sistemas experimentales se ha descrito el efecto
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anti-apoptotico de una citoquina disociado de un posible efecto proliferativo™. En este sentido,
es esencial incluir diferentes abordajes experimentales que muestren inequivocamente que la
sefial mediada por el factor soluble se integra en vias metabolicas de supervivencia y no de
proliferacién y diferenciacion, al menos en tipos celulares que, como la LLC-B, muestran una
prolongada vida media in vive con un indice proliferativo muy bajo. Por lo tanto, todo aquel
estudio que describa un factor de supervivencia sin descartar un estimulo proliferativo o, en el
caso de que la sefial anti-apoptética requiera el contacto directo con la célula “feeder”, un

proceso fagocitico, ha de ser valorado con ciertas reservas.

El factor contenido en el M.Cd derivado de las CEs con capacidad anti-apoptética sobre las
células de la LLLC-B demostré ser la IL-6, ya que: 2) la actividad anti-apoptética del M.Cd fue
bloqueada con anticuerpos neutralizantes anti-1L-6 y b) el factor promotor de la supervivencia
de las células leucémicas eluy6 en las fracciones comprendidas entre 40 y 60 kDa en una
filtracion 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 concentraciones mas elevadas de anticuerpos anti-IL-6 que utilizamos no solo se bloqued
totalmente el efecto anti-apoptético del M.Cd, sino que, en estas condiciones, el porcentaje de
células leucémicas apoptéticas fue superior al registrado en M.C. Ademas, pudimos observar
{(datos no mostrados) que en 5/5 LLC-B la mortalidad basal en M.C se incrementaba entre 10-
20% cuando se afiadian al cultivo anticuerpos policlonales de conejo anti-IL-6 (150 pg/ml), lo
que parecia indicar un posible efecto autocrino de una IL-6 producida por la propia célula
leucémica. Integrando estos resuitados, la adicién de anticuerpos anti-IL-6 al M.Cd bloquearfa
no solo la IL-6 del M.Cd, sino también el posible efecto anti-apoptético de la I1.-6 producida
por la propia célula leucémica. Obviamente, la secrecién espontinea de IL-6 autocrina en
ningun caso es suficiente para inhibir la apoptosis de la LLC-B, como indica la muerte répida
in vitro que caracteriza a las células de esta leucemia. De hecho, se ha descrito que la I11.-6 es
sintetizada por las células de la LL.C-B, asi como por las células B normales activadas®™. La
célula B de la LLC-B expresa constitutivamente el gen de la IL-6 y produce esta citoquina en

ausencia de estimulos exdgenos (= 57 pg/ml) en concentraciones significativamente mas altas
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que la célula B de controles sanos™” . Ademss, en las células de la LLC-B puede inducirse
una mayor produccion de esta citoquina tras estimulacion con PMA* o TNFa™ . En el caso
de los pacientes de LLC-B con patologia autoinmune asociada, la produccion de 1L-6 por las
células leucémicas in vitro es significativamente superior a la de Jos pacientes sin patologia
autoinmune®”.

De las citoquinas inhibidoras de apoptosis de las células de la LLC-B descritas hasta el
momento, sélo en dos de ellas se ha sugerido qué célula podria ser la fuente de produccion: una
es la IL-6 secretada por la propia célula leucémica, aunque sin experimenios que apoyen tal
aseveracion®; la otra es la IL-8, cuyo efecto anti-apoptdtico se conseguirfa con las
concentraciones que se alcanzan una vez que la propia célula leucémica la libera
constitutivamente®* **. Estos trabajos sobre el efecto anti-apoptdtico de la IL-8 no han
considerado otra posible fuente que no sea la propia célula leucémica. Sin embargo, la IL-8
también es una citoquina producida por las células endoteliales™. En nuestro estudio
descartamos que el factor soluble inhibidor de apoptosis en la LLC-B presente en el M.Cd de
las CEs fuera la 1L-8, ya que anticuerpos neutralizantes anti-IL-8 no bloquearon el efecto anti-
apoptdtico del M.Cd. Para el resto de citoquinas inhibidoras de la apoptosis en la LLC-B no
se han aportado resultados en la literatura que orienten sobre el origen celular ni, por lo tanto,
del posible mecanismo fisioldgico que indique su potencial papel en la acumulacion de células
B monoclonales in vivo.

Lagneaux y col.’” describen que el medio condicionado de dfa +2 producido por las células
de estroma medular no sdlo no inhibe apoptosis, sino que la incrementa. En este sobrenadante
detectan niveles de IL-6 bastante parecidos a los que nosotros hemos detectado en el
sobrenadante de las CEs a dia +3 (>3 ng/mtl). Estos hallazgos hacen pensar en al menos dos
explicaciones: 1) que la 1L-6 producida por las células de estroma es diferente a la producida
por las CEs 0 2) que en el medio condicionado de las células de estroma haya otros factores
solubles inductores de apoptosis que, 0 no existen o estan presentes en menor proporcion en
el M.Cd de las CEs. De hecho, estos autores'® cuantifican paralelamente la concentracién de
IL-10 en el medio condicionado de dia +2 de [as células de estroma (aproximadamente |
ng/ml). Ya que esta citoquina ha sido descrita por algunos autores como inductora de apoptosis

en la LLC-B*?2, el efecto inductor de apoptosis del M.Cd procedente de las células de estroma
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quiz4 pueda deberse a la presencia de esta citoquina.

En lo que respecta a las posibles peculiaridades estructurales de la IL-6 natural sintetizada por
las CEs que le confieran su propiedad anti-apoptdtica sobre la célula B de la LLC-B, en el
presente trabajo hemos liegado a determinar que existe una forma de IL-6 producida por estas
células con un peso molecular de 40-60 kDa, aproximadamente el doble al descrito para esta
citoquina (20-30 kDa)*’. Ademds, nuestros resultados indican que la forma mayoritaria de la
IL-6 secretada por las CEs corresponde a la de mds alto peso molecular (40-60 kDa), en una
relacién molar aproximada de 10:1 con respecto a la IL6 de = 25 kDa, claramente minoritaria.
Adn més interesante, fracciones del S-200 con cantidades equivalentes de IL-6, ya sea de 40-60
kDa o de = 235 kDa (F-27 y F-45, respectivamente de la Fig. 25), mostraron efectos
marcadamente distintos: la IL-6 de 40-60 kDa inhibid la apoptosis de las células leucémicas,
mientras que la IL-6 de = 25 kDa no tuvo efecto.

La descripcién de una IL-6 que, utilizando filtracion sobre gel, muestre un peso molecular
manifiestamente superior al descrito clisicamente para esta citoquina (20-30 kDa)*’ tiene
numerosos antecedentes en la literatura, Asi, por ejemplo, May y col.” utilizan medio
condicionado procedente de cultivos de fibroblastos FS-4 como fuente de IL-6 natural: tras la
separacion en una columna de Sephadex G-200, detectan IL-6 con pesos moleculares que
oscilan entre 20 y 85 kDa, comprobando que el complejo de IL-6 de aproximadamente 85 kDa
estd constituido por mondémeros de 23-25 kDa O-glicosilados y de 28-30 kDa N y O-
glicosilados, y que los complejos entre 45-70 kDa estan constituidos por especies monoméricas
de 23-25 kDa O-glicosiladas. Por otro lado, Wijdenes y col.*”, en este caso partiendo de un
IL-6r de E. coli, describen una IL-6 de 46 kDa y otra de 23 kDa. Hallazgos similares han sido
registrados por Ward y col.” *! con la IL-6r de E. coli, describiendo en este caso una IL-6
de aproximadamente 40 kDa a la que denominan IL-6 dimérica (IL-6,,) y otra de unos 20 kDa
o IL-6 monomérica (IL-6,,).

Dos de estos grupos han realizado estudios de actividad bioldgica de la IL-6 de diferente Pm.
En el caso de la IL-6 procedente de fibroblastos®™ las fracciones de 20-45 kDa demostraron
mayor actividad que las de 50-70 kDa sobre el crecimiento del hibridoma B9, mientras que en

el ensayo de estimulacién de hepatocitos Hep3B las diferentes formas de IL-6 tuvieron una
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actividad muy similar. De los dos grupos que han separado 1L-6, e IL-6y de E. colj, s6lo uno
ha comparado la actividad biolégica de ambas™, detectando una menor actividad biol6gica en
la IL-6,, que en la IL-6y;, tanto en el bioensayo sobre hepatocitos HepG2 como en el ensayo del
hibridoma 7TD1. Asi mismo, la forma dimérica de JL-6 no es un hecho aislado en el conjunto
de factores solubles, ya que se han descrito formas multiméricas en gran cantidad de citoquinas:
dimeros de TL-52, IL-10°, [FNS*™, IFNy*” y de las quimioquinas 1L-8"° y RANTES*";
dimeros y trimeros de MIF (macrophage migration inhibitory factor)’™; y trimeros de TNF*”,
Se ha comprobado la mayor actividad bioldgica de las formas diméricas con respecto a las
monoméricas en I1-5°'°, IL-10** e IL-8""", y en la forma trimérica de TNF"'?, De todos estos
datos se deduce que las interacciones proteina-proteina, que pueden conducir o homo- o
heterodimerizacion de las mismas, son esenciales en muchos procesos bioldgicos. El hecho de
que la literatura describa, hasta el momento, efectos bioldgicos de la 1L-6 dimérica similares
o menos potentes a la [L-6 monomérica puede ser debido a la eleccién de ensayos biologicos
utilizando lineas celulares, no necesariamente representativos de la posible respuesta de una

célula normal o tumoral (en nuestro caso, las células leucémicas de la LLC-B).

La determinacion del Pm aparente de la 1L-6 en su forma nativa, utilizando filtracién sobre gel
en un S-200 nos permitié determinar la actividad anti-apoptédtica de las fracciones obtenidas
sobre las células de la LLC-B. Sin embargo, el marcaje metabélico con metionina-*’S de las
CEs y posterior inmunoprecipitacion de la 1L-6 del sobrenadante mostré una (nica banda
especifica de IL-6 de = 25 kDa en SDS-PAGE: es decir, la I1.-6 nativa de 40-60 kDa detectada
mediante filtraciéon sobre gel, en condiciones desnaturalizantes (con o sin condiciones
reductoras) se escinde en IL-6 de = 25 kDa. Estos datos sugieren que la IL-6 de 40-60 kDa
secretada por las CEs es un dimero de I1.-6 formado por la asociacion no covalente de dos
monomeros.

La deteccion de la forma dimérica de IL-6 en geles de SDS-PAGE, ya sea IL-6 recombinante
de E. coli, 1L-6 natural producida por fibroblastos o por células endoteliales, o IL-6 sérica (o
de otros fluidos corporales humanos), aporta resultados muy dispares. Asi, Wijdenes y col.””
en el andlisis en SDS-PAGE de la IL-6r de E. coli detectan, tanto bajo condiciones reductoras
como no reductoras, una banda de alto Pm de 40-45 kDa (IL-6;,) vy otra de 20-24 kDa (IL-6,,),
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lo que indica que la IL-6;, no es disociada en condiciones desnaturalizantes o reductoras. Sin
embargo, Ward y col.*”, en un estudio de nuevo con una IL-6r de E. coli, detectan en SDS-
PAGE, tanto en condiciones reductoras como mno reductoras, una Wnica banda de
aproximadamente 23 kDa, lo que indica que la IL6, se disocia en condiciones
desnaturalizantes. Entre ambos trabajos se advierte una diferencia metodolégica en la
separacion de la IL-6 dimérica y monomérica: el grupo que detecta en SDS-PAGE la IL-6 de
alto Pm*® utiliza, como paso previo a la filtracién en gel una columna de S-Sepharosa en la que
se eluye la IL-6 (dimérica y monomérica) con acetato aménico 1 M, mientras que Ward y
col.*' que no detectan IL-6 de alto Pm en SDS-PAGE, separan directamente mediante
filtracién sobre gel ambas IL-6 en PBS (dimérica y monomérica) en una columna equilibrada
con el mismo tampon, es decir, utilizando una metodologia que, aun partiendo de fuentes de
IL-6 diferentes, se asemeja en gran medida a la utilizada por nosotros. Con respecto a la IL-6
natural producida por fibroblastos, la gran mayoria de los trabajos publicados coinciden en
sefialar que la 11.-6 dimérica no es estable bajo condiciones desnaturalizantes. May y col.”
estudian la TL-6 secretada por fibroblastos crecidos en medio con metionina-*’S, la separan en
una filtracién sobre gel, e inmunoprecipitan la IL-6 obtenida en cada una de las fracciones de!
G-200. Tras SDS-PAGE y autorradiografia, todas las fracciones de IL-6 con pesas moleculares
comprendidos entre 45 y 85 kDa en el G-200 dieron lugar a bandas de 23-30 kDa, equivalentes
a la forma monomérica de la citoquina. De igual manera, el medio condicionado procedente
de fibroblastos estimulados con IL-18 y marcados con metionina->*S, sélo detectd especies de
24-29 kDa*"’. Van Damme y col.*™, con una cromatografia de afinidad previa a la filtracién
sobre gel, detectan una sola banda de IL-6 de 24 kDa bajo condiciones reductoras.

Sorprendentemente, Santhanam y col.**

, pertenecientes al mismo laboratorio que May y
col.®® detectan especies de IL-6 de 45 kDa inmunoprecipitando directamente 1a IL-6 marcada
con metionina-*>S del medio condicionado en crudo procedente de los fibroblastos. En lo
referente a la IL-6 natural producida por las células endoteliales (HUVEC) la literatura
disponible indica que CEs no estimuladas o estimuladas con LP$*¢, estimuladas con IL-18",
o con IL-4 y/o IFNy*" muestran bandas de IL-6 de 23 a 29 kDa en geles de SDS-PAGE.
Todos estos trabajos desarrollan una metodologfa comin: marcaje metabélico con metionina-**S

e inmunoprecipitacion. De nuevo es el grupo de May y col.’™ quien es capaz de detectar tras
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SDS-PAGE tanto la IL-6 monomérica (formas de 23-25 y 27-30 kDa) como dimérica (45 kDa)
en inmunoblot. Estos autores realizan una inmunoafinidad previa al M.Cd procedente de las
CEs (con una elucién a pH 2), por lo que no es descartable que el pH extremo que acompaiia
a la elucién de la proteina pueda estabilizar la estructura molecular del dimero. Por lo tanto,
la IL-6 de 45-60 kDa producida por las CEs en nuestro sistema experimental, disociable bajo
condiciones desnaturalizantes, coincide en sus propiedades con la practica totalidad de lo
publicado con IL6 diméricas obtenidas de diferentes fuentes celulares. La posibilidad de que
1a IL6 de 45-60 kDa no sea un homodimero procedente de la unién no covalente de dos
monémeros de 23-30 kDa, sino un heterodimero constituido por un monémero de IL-6 y una
segunda proteina de un peso molecular equivalente secretada a su vez por la CE es altamente
improbable, ya que la banda de 25 kDa detectada por SDS-PAGE es tinica, sin ningun atisbo

de desdoblamiento.

La relevancia fisiopatoldgica de nuestros hallazgos viene dada, como ya se ha dicho, en la
deteccion de una citoquina de origen natural, no recombinante, producida por CEs, un tipo
celular con el que, muy probablemente, interacciona de manera constante la célula B leucémica
in vivo. Las peculiares caracteristicas que acompafian a esta IL-6 (Pm de 40-60 kDa), junto a
los niveles séricos elevados de esta citoquina en los enfermos con LLC-B*” ** harfan muy
interesante la determinacién de esta forma dimérica de IL-6 en el suero de estos pacientes. De
hecho, se sabe que ciertos estimulos, como el TNF o la endotoxina, son capaces de inducir la
produccién de 11-6 in vivo en humanos, si bien la fuente de esta IL-6 no ha sido determinada.
La caracterizacién de la IL-6 en suero de pacientes tratados con TNF™ y en controles sanos
tratados con endotoxina (LPS)** mediante columnas de afinidad, SDS-PAGE e inmunoblot,
ha mostrado una 1L-6 mayoritaria de 45 kDa. En ambos articulos refieren que esta molécula
de IL-6, a la que llaman IL-6 polimérica de 45 kDa, se disocia espontdneamente en especies
monoméricas de 25 a 30 kDa después de permanecer almacenada a 4°C (tiempo no
especificado). También se han detectado niveles elevados de IL-6 en suero de enfermos con
bacteriemia®®, asi como en los fluidos de compartimentos con infeccién localizada como en

)321

meningitis (liquido cefalorraquideo)™, en pacientes con artritis reumatoide o postraumatica™,

y en infeccién intraamni6tica®™ . Con la excepeion de la corioamnionitis infecciosa, donde sélo
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se detectan formas monoméricas de IL-6 (23-30 kDa), en el resto de las patologias descritas
son detectadas formas monoméricas (23-30 kDa), diméricas (45 kDa), e incluso de pesos
moleculares mas altos (60-70 kDa). Resulta de especial interés la deteccion de una 11L-6 de 45
kDa en hurnanos tratados con TNFa™®, ya que es bien conocido el hecho de que los niveles de

TNFa estan elevados en el suero de los pacientes con LLC-B*.

Para comprobar la especificidad del efecto anti-apoptotico de la IL-6 de CEs sobre la LLC-B
estudiamos, por una parte, la expresion del receptor de IL-6 (CD126) en las células leucémicas
y, por otra, la actividad de la IL-6 secretada por las CEs sobre la apoptosis de otros linfocitos.
En el presente estudio, el método més sensible para la deteccién del CD126 en las células B
de la LLC-B fue el marcaje con IL-6-biotina, encontrindose una expresion del receptor en
todas las leucemias estudiadas (9/9), con un intervalo de positividad segdn los casos entre 57-
97%. Otros autores, mediante el marcaje con anticuerpos monoclonales anti-CD126 conjugados
con biotina, han descrito de igual manera la expresién en membrana de CD126 en la mayoria
de las L1.C-Bs, asi como un aumento significativo en la concentracion de la forma soluble de
CD126 (CD126s) en el suero de los enfermos con LLC-B con respecto a los controles sanos™.
La expresion de CD126 en la célula B normal de sangre periférica sin estimular es nula®* **
o muy escasa’”’. Por el contrario, las células B activadas si expresan CD126'°. Nuestros
ensayos demuestran que el M.Cd de las CEs no inhibid la apoptosis de los linfocitos totales de
sangre periférica procedentes de individuos sanos. Si tenemos en cuenta que un alto porcentaje
de estos linfocitos son células T, y recordamos que una parte importante de estas células
expresan el receptor para IL-6 (CD126) en su membrana®* **’, parece evidente que fa IL-6 del
M.Cd no tiene actividad anti-apoptética sobre los linfocitos normales de sangre periférica, a
pesar de que muchos de ellos expresan en su membrana el receptor para esta citoquina.
También hemos comprobado que €l M.Cd de las CEs no retrasa la apoptosis de las células B
totales de amigdala, ni tampoco de las células B de CG y de MF parcialmente purificadas.
Hasta el momento se ha descrito que una parte de las células B de CG expresan CD126%%.
Nuestros resultados experimentales indican que CD126 se expresa en una parte de las células
de CG y en una parte de las células de MF (datos no mostrados). Sin embargo, a pesar de la

expresion parcial de CD126, no se detecta un retraso en la muerte de las células B de CG y MF
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cultivadas con M.Cd. Nuestros hallazgos sugieren claramente que una forma funcionalmente
activa del receptor, mas que su presencia o ausencia, puede ser el factor limitante para explicar
el efecto bioldgico de la 1L-6 de 40-60 kDa procedente de las CEs.

Fl efecto del M.Cd de las CEs en la viabilidad de las células tumorales de otros sindromes
linfoproliferativos crénicos (SLPC) muestra un efecto inferior, pero detectable, en un caso de
linfoma de manto y otro de LPL-B, con respecio a lo registrado en las células de la LLC-B.
Por lo tanto, no se puede descartar un posible efecto inhibidor de la IL-6 secretada por la CE
en la apoptosis de estas células tumorales. Adn cuando hay pocos datos funcionales sobre la
apoptosis de otros SLPC distintos a la LLC-B, en un trabajo reciente se describe gue 4/7
linfomas centrociticos en fase leucémica expresan CD126 en su membrana y, al igual que en
la LLC-B, los niveles de CD126s en suero son significativamente superiores a los detectados
en controles sanos*>, dato que también deja una puerta abierta a la posibilidad de inhibicion
de la apoptosis por [L-6 a través de su receptor.

El receptor para la IL-6 estd constituido por dos polipéptidos: la cadena o (IL-6R o CD126),
una glicoproteina transmembrana de 80 kDa que se une a Ia IL-6 con baja afinidad y sin
capacidad para trasducir ningiin tipo de sefial, y una cadena B (gp130 o CD130), también una
glicoproteina transmembrana de 120 kDa, que se une al heterodimero JL-6-11.-6R para formar
el complejo de trasduccion de sefial de alta afinidad®. Concretamente, es la homodimerizacién
de dos moléculas de gp130 a través de un puente disulfuro, tras la union previa de la 1L-6 con

IL-6R, lo que estimula a una actividad tirosin-quinasa**

. Mediante estudios cromatograficos
de filtracion en gel y equilibrio de sedimentacion se ha determinado que la 1L-6 se une al
dominio extracelular de IL-6R, formando un heterodimero™. Ademds, en presencia del
dominio extracelular de gp130, se podria formar un complejo hexamérico compuesto por 2
moléculas de 1L-6+2 moléculas de IL-6R+2 moléculas de gp130* **> **' El modelo de la
interaccién de la IL-6 dimérica o monomérica recombinante de E. coli por su receptor soluble
(IL-6Rs o CD126s) sugiere que la II.-6,, se une a una sola molécula de [L-6Rs, mientras que
la IL-6,, se une a dos moléculas de IL-6Rs****"***_ Estos resultados indican, segiin los autores,
una mayor afinidad de IL-6;, por su receptor que la IL-6,,. Si estas caracteristicas de afinidad

se mantuvieran para el receptor de membrana (no soluble), la IL-6;, producida por las CEs se

uniria a dos l1.-6R, lo que podria inducir una sefial, en este caso anti-apoptdtica, mas potente
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que la IL-6y.

Se ha descrito recientemente un modelo tridimensional del complejo hexamérico para el
receptor de la IL-6°* basandose en observaciones previas aportadas en estudios de mutagénesis,
datos bioquimicos y estructura del complejo hGH-hGHr (complejo de la hormona de
crecimiento humana (hGH) con su receptor (hGHr)). El modelo tridimensional hexamérico
inclina a los autores a predecir una interaccion IL-6-11-6 de baja afinidad, idea ya expresada
anteriormente por Paonesa y col.*', que serfa un pre-requisito para el ensamblaje funcional del
complejo hexamérico de 1a IL-6'. La interaccion de la IL-6;,, una forma preestablecida de dos
mondmeros de IL-6, con su receptor podrfa entonces facilitar la formacidn del complejo
hexamérico.

Ward y col.*' describen, sin embargo, que el complejo IL-6,+2 moléculas de IL-6Rs no
parece tener capacidad para formar el complejo hexamérico con gp130 soluble (gp130s), es
decir, el complejo IL-6/IL-6Rs/gp130s 2:2:2°"". De hecho, en el ensayo bioldgico que utilizan
para comparar la actividad de las dos formas de IL-6, observan que la IL-6 dimérica antagoniza
la actividad de la IL-6 monomérica sobre una de las vias de trasduccién de sefial de IL-6, en
la que se produce la fosforilacién en tirosina de STAT3**. Somers y col.” y Mattehews y
col.** explican estos resultados atendiendo a las zonas de la 11.-6 que se pueden unir a IL-6R
y a gpl30: a) Sitio 1, zona de la IL-6 donde se sitdan el N-terminal y el C-terminal, para la
unién a IL-6R; b) Sitio 2, para la union a la primera molécula de gp130; y c) Sitio 3, para la
unién a la segunda molécula de gp130. En la IL-6,** el Sitio 1 queda libre para la unién a 1L-
6R. Sin embargo, el Sitio 3, utilizado para la formacién del dimero de 11.-6, no podria unirse
a gp130s. Sin embargo, hay que recordar que el efecto inhibidor de la IL-6,, se establece en
un ensayo de fosforilacion de STAT3, una via implicada en procesos de
proliferacion/diferenciacién, no de apoptosis (ver mds adelante). Ademds, parte de estos
hallazgos estdn basados en un sistema libre de células®. Por lo tanto, no es en absoluto
descartable que si dos monomeros de IL-6 pueden conducir a la dimerizacion del receptor, la
I1L-6;, pueda inducir la formacion de oligémeros del receptor, amplificando por lo tanto la sefial
a nivel intracelular. En este sentido es posible que la “clusterizacién” del receptor de IL.-6

conduzca a una respuesta bioldgica dnica.
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La descripcién de la 1L-6 como un factor anti-apoptético para las células de la LLC-B es un

251, 252

. 253
hecho controvertido: unos autores no encuentran efecto alguno .

, mientras Reittie y co
describen un efecto promotor de supervivencia en las células leucémicas. Nuestros resultados
mostraron que diferentes preparaciones comerciales de IL-6, naturales y recombinantes,
mostraban efectos diversos en las células de la I.LLC-B: 1a IL-6 natural procedente de células
de osteosarcoma mostré un notable efecto anti-apoptético, aungue no tan llamativo como la IL-
6 contenida en el M.Cd y necesitando ademés de concentraciones superiores a las presentes en
el sobrenadante de las CEs. La 1L-6r de E. coli, sin embargo, mostré un efecto muy leve.
Puesto que, como se ha citado™, la IL-6r de E. coli estd constituida por la combinacién de 1L-
65, e 1L-6,, separamos ambas fracciones, y comprobamos que solo [a [L-6 dimérica tenia
actividad anti-apoptética, si bien claramente inferior a la mostrada por la IL-6 de la CE. Esta
menor actividad de la 1L-6; de E. coli con respecto a la [L-6 de 40-60 kDa procedente de CEs
podria deberse a una mayor inestabilidad de la forma dimérica de la IL-6r. De hecho,
Matthews y col.™ demuestran que la disociacién de la IL-6, de E. coli en IL-6y es de
alrededor del 25% a las 24 horas y de casi un 50% a los 3 dias (a 37°C). Por el contrario,
nuestros estudios de termoestabilidad de la IL-6 contenida en €l M.Cd mostraron que su
actividad se mantenfa incluso tras el calentamiento a 90°C.

Nuestros resultados indican que la glicosilacion no es necesaria para la formacion de dimeros
de IL-6, ya que la IL-6 de E. coli mostrd en la filtracién sobre gel un doble pico de IL-6,, ¢ IL-
6. Esta observacion es compatible con las descritas para otros factores solubles®™. Sin
embargo, la menor actividad de la 1L-6;, de E. coli podria deberse a la no glicosilacion de la
misma. Como se sabe, la IL-6 puede ser producida de manera constitutiva o regulable por
multitud de tipos celulares®” ***. No se ha estudiado el Pm de la IL-6 de todas estas fuentes,
si bien se considera que oscila entre 20-30 kDa. Existe, por tanto, una heterogeneidad en el Pm
de la IL-6,, debida a modificaciones post-transiacionales tales como N- y O-glicosilaciones y/o
a diferentes fosforilaciones®’. En fibroblastos, las IL-6 de 23-25 kDa son O-glicosiladas y las
especies de 28-30 kDa son N- y O-glicosiladas’”. También se han detectado diferencias en la
fosforilacién de la IL-6 y se ha sugerido que éstas podrian servir para modular su funcién de
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una manera especifica de tejido™’. Nuestros resultados sugieren que la glicosilacion juega un

papel escasamente relevante, ya que una IL-6r procedente de células CHO (constituida por IL-
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6, € IL-6y, segin los resultados no mostrados que obtuvimos mediante una filtracién sobre gel
idéntica a la llevada a cabo con IL-6r de E. coli), y por tanto, glicosilada, no mostro efecto
anti-apoptético sobre la LLC-B.

Ademis de la probable disociacién de la IL-6;, en IL-6y de la IL-6r, hay que destacar las
diferentes propiedades funcionales mostradas por proteinas recombinantes aparentemente
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idénticas. Asi, la IL-6r de células de mamifero®™ tiene una alta actividad antiviral y baja

actividad sobre células B: la IL-6r de E. coli ensayada por May y col.** tiene actividad

antiviral y sobre células B, mientras que la IL-6r de E. coli de Hirano y col.**’

no tiene ninguna
actividad antiviral y tiene alta actividad sobre células B. Una diferencia estructural basada en
diferentes glicosilaciones de la protefna 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, respectivamente tienen actividades muy diferentes, ya que la IL-8r de células
endoteliales induce apoptosis en numerosas lineas de leucemias, mientras que la IL-8r de

monocitos no tiene ningin efecto™

. De igual manera se han detectado diferencias notables en
la actividad de las formas nativa y recombinante de algunas citoquinas*’, Es importante
destacar que dada la trascendencia que parece tener la IL-6;, en la supervivencia de las células
de la LI.C-B, y la ausencia de actividad de la forma monomérica, la falta de eficacia de los
preparados comerciales de IL-6r puede ser debida al efecto competitive que la IL-6 tiene con
la IL-6;, con respecto a la union al receptor de citoquina. En este sentido la separacion por Pm

es un paso esencial para ensayar ¢l efecto de esta citoquina.

Las sefiales intracelulares que median el efecto anti-apoptotico de la IL-6 de 40-60 kDa
contenida en el M.Cd de las CEs afin no han sido estudiadas en profundidad. Se sabe que
después de la unién de la I1.-6 a su receptor y de la homodimerizacién de gp130, se puede
producir la activacion de 2 vias principales de trasduccion de sefiales: 1) la activacion de las
quinasas JAK-TYK, que determina la fosforilacion en tirosina del factor de transcripcion
STAT3 y, en menor grado, de STATI1, y 2) la activacion de ras, que da lugar a su vez a la
activacion de otras quinasas entre las que se incluyen las protein-quinasas mitdgeno-activadas

(mitogen-activated protein-kinases 0 MAPKs). Sobre la activacion de la via de JAK-TYR
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secundaria a [a unién de IL-6 a su receptor, los datos de que se dispone apuntan a que transduce
sefiales de proliferacién/diferenciacion, ya que a través de ella es vehiculada la sefial de

.34 y de diferenciaci6n 11.-6-

proliferacién IL-6-dependiente en el mieloma multiple (MM)
dependiente en la leucemia mieloide M1**. En cuanto a la segunda ruta principal de
trasduccion de sefial de IL-6, 1a cascada de MAPK, ha sido implicada como via importante en
la regulacion de la apoptosis en varios modelos in vitro: en la apoptosis de la célula B tras
estimular la Ig de superficie con anti-IgM**, en la via Fas de la célula T**” o en la inducci6n
de apoptosis en neuronas por NGF (nerve growth factor)**®. Una de las vias de sefializacion
mediada por las MAPKs consiste en la activacion secuencial de RAS/RAF/MEK y ERK*,
mientras que la otra via incluye la activacién de INK/SAPK. Ras puede activar ambas vias, y
el equilibrio de ERK y JNK es decisivo en la supervivencia o muerte celular; concretamente
en neuronas los estimulos anti-apoptéticos se acompafian de activacion de ERK y/o inhibicion
de INK**. Basados en estos datos Xu y col.'® han estudiado la via de trasduccion de sefial que
utiliza la 1L-6 para inhibir la apoptosis en la célula B del MM, y han encontrado que
concentraciones de IL-6 protectoras de apoptosis producen inhibicién de la via JNK, lo que de
nuevo indica que el equilibrio ERK y JNK se relaciona con la apoptosis celular.

En lo referente a las seiiales que parecen trasducirse via JAKs, hay que recordar que la 1L-6
ha sido descrita como una citoquina con un papel importante en la diferenciacién de la célula
B¥®, Sin embargo, en la LLC-B la IL-6 recombinante no induce diferenciacién ni tampoco

proliferacion’® **

, incluso puede reducir la capacidad inductora de proliferacion del TNF?”.
Nuestros resultados indican que la IL-6 del M.Cd, mayoritariamente dimérica, tampoco tiene
un efecto anti-apoptético mediado por proliferacion y/o diferenciacién. Otra neoplasia de
células B en la que se ha estudiado la IL-6 como citoquina anti-apoptdtica e inductora de
proliferacion es en el mieloma miltiple. En este tumor se ha descrito que la IL-6 estimula la
proliferacién en algunos tipos de MM™* *! y también es inhibidora de apoptosis en otros

estudios'™ '

, aunque hay experimentos indicativos de que estos dos efectos IL-6-dependientes
son disociables y parecen estar mediados por distintos mecanismos'”.

Como se ha citado previamente, Matthews y col.** demuestran que la IL-6,, antagoniza la
fosforilacion de STAT3 conseguida por 1L-6,; mediante la activacion de las JAKs. Ya que la

IL-6;, de las CEs no induce proliferacion ni diferenciacién en las células de la LLC-B, es

-104-



Discusion

probable que la via de las quinasas JAK no esté activada, por lo que la actividad anti-apoptética

de 1a 1L-6,, deberfa ir vehiculada a través de la via MAPK en fa LLC-B.

122 e han

Desde que se descubrid que la proteina Bel-2 bloqueaba la muerte celular programada
descrito multitud de sistemas experimentales donde dicha proteina y/o proteinas relacionadas
estructuralmente con ella (familia Bcl-2) han demostrado un papel determinante en la
supervivencia celular. Asi como para Bcl-2 se ha descrito una capacidad inhibidora de
apoptosis'®, Bax antagoniza el efecto protector de Bcl-2'. Por otra parte, Bcl-2 es activa
cuando forma heterodfmeros con Bax, en cuyo caso suprime apoptosis'** '*; y la formacién
de homodimeros de Bax activa la apoptosis'”. Es decir, el equilibrio entre heterodimeros Bcl-
2:Bax y homodimeros Bax:Bax es el que determina la supervivencia o muerte de las células'®.
Hipotéticamente, la incubacion de las células de la LL.C-B con factores solubles que prevengan
la apoptosis in vitro de estas células deberia conducir a cambios en los niveles de expresion de
Bel-2 y/o Bax durante el periodo de incubacién. Por ello, analizamos la expresion de las
proteinas Bcl-2 y Bax por CMF. Nuestro objetivo al estudiar dichas proteinas era determinar
su posible implicacién en la inhibicién 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 expresion de Bcl-2 ni
la de Bax, expresadas como porcentaje de células positivas o como IMF, ni tampoco el cociente
Bcl-2/Bax, se correlaciond con la actividad inhibidora de apoptosis del M.Cd de las CEs:
inesperadamente, el incremento de la viabilidad de las células tumorales mediada por la IL-6;,
contenida en el M.Cd no supuso el mantenimiento de los niveles elevados de Bel-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 apoptéticas era claramente superior. Puesto que la inhibicion de la
apoptosis por parte del M.Cd es atribuible a la presencia de IL-6,, en el medio, podemos inferir
que, en nuestro sistema experimental, el efecto anti-apoptotico 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 multiple en
humanos, un tumor de células B en un estadio de diferenciacién mds avanzado que el
correspondiente a la LI.C-B, no solo no aumenta o estabiliza los niveles de Bcl-2 con respecto

a los detectados en las células tumorales frescas, sino que se acompaifia de una disminucion en

-105-



Discusion

la cantidad de Bcl-2 expresado”, 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.
Asi, Bcl-2 proteje minimamente a los linfocitos de la apoptosis inducida por anticuerpos anti-
CD95%". En algunos trabajos que estudian la apoptosis en células B normales y neoplasicas se
ha descrito que la expresién de Bcl-2 es independiente de la apoptosis inducida o suprimida por
ciertos factores™ >, Por otro lado, se ha demostrado que la expresién de Bcl-2 en la LLA de
linaje B no se relaciona con la evolucién de la enfermedad ni con resistencias a firmacos™”.
Resultados similares se han obtenido con los LNH de células B®. En la LLC-B algunos autores

262

han defendido que Bcl-2 inhibe la muerte celular programada in vitro™, incluso que podria ser

-B** 3 junto con la débil expresién de

la via de escape principal de la apoptosis de la LLC
Fas®" % En estudios in vitro, Hanada y col.” detectan una muerte mas répida en las LL.C-Bs
con niveles mas bajos de Bcl-2. Otros autores han mostrado una regulacion positiva de Bcl-2
en células cultivadas con citoquinas inhibidoras de la apoptosis en la LLC-B como la L.-4**,
la IL-8%* y el IFNa™. Sin embargo, hay otros trabajos en los que no se encuentra relacion
entre la muerte de las células de la LLC-B y la expresion de Bcl-2%" 2% 268 333 354 Fgtag
discrepancias pueden ser explicadas, aunque solo parcialmente, por la diferente metodologia
utilizada: el anélisis de la expresion de las proteinas Bcl-2 y Bax por CMF en forma de
moléculas equivalentes de fluorocromo soluble (MESF) y el célculo posterior del cociente Bcl-
2/Bax, demuestra que este cociente es mas alto en pacientes no tratados o en pacientes tratados
pero resistentes a tratamiento con respecto a pacientes tratados sensibles al tratamiento o a
controles sanos™?; resultados similares obtienen McConkey y col.””" detectando en este caso
Bcl-2 y Bax por inmunoblotting. Por otro lado, Osorio y col. demuestran que en la mayoria
de los casos de LLC-Bs sometidas a estimulos inductores de apoptosis se detecta un descenso
del ARNm de Bcl-2 y un aumento del ARNm de Bax y, por tanto, un descenso del cociente
Bci-2/Bax**. En otro estudio™’ no se observa relacién entre la progresion clinica de la LLC-B
y los niveles de proteina 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 hecho de que la 1L-6,, contenida en et M.Cd de las CEs inhiba la apoptosis in
vitro de las células de la LLC-B, sin que al menos se mantengan, como cabria esperar, los

niveles de Bcl-2 originales (o de Bax), en contraposicion a lo descrito con otras citoquinas,
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parece indicar que las vias de sefializacion estin mediadas presumiblemente por diferentes
mecanismos. Asi, ya se han descrito algunas vias alternativas que incluyen proteinas
relacionadas con Bcl-2, tales como Bcl-x;, 0 MCL-1, que desempeifian un papel més relevante

que Ja propia proteina Bcl-2 en algunos estadios madurativos del linfocito B'**%.

En conclusién, nuestros resultados experimentales demuestran por vez primera que las CEs,
un tipo celular con el que muy probablemente las células tumorales de la LLC-B mantienen in
vive numerosas interacciones, inhiben potentemente la apoptosis in vitro de estas células

leucémicas, estando dicho efecto mediado por dimeros de IL-6.

-107-



CONCLUSIONES



Conclusiones

6.- CONCLUSIONES

1. El medio condicionado procedente de las CEs de cordén umbilical humano (HUVEC y
ECV-304) inhibe la apoptosis espontanea in vitro de las células de la LLC-B, lo que indica
la secrecion de un factor (es) soluble con actividad promotora de supervivencia sobre las

células leucémicas.

2. El efecto anti-apoptético del M.Cd ha sido confirmado mediante diferentes métodos
citométricos capaces de cuantificar el porcentaje de células muertas (FSC/SSC, Anexina-
V/IP, TUNEL vy pico hipodiploide) asi como por el método semicuantitativo de la
electroforesis de ADN en 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 espontanea ir vitro de las células de la LLC-
B con respecto al M.C durante los tres primeros dias de cultivo, con cinéticas de apoptosis
ascendentes en ambos casos. Los porcentajes de mortalidad celular se igualan por lo general
a dia +4 por el consumo del factor {es) inhibidor. En los cultivos en transwell, por el
contrario, la viabilidad se mantiene alta después del dia +4, como consecuencia logica de

la produccién continuada del factor (es).

4. El aparente efecto antiapoptdtico mediado por contactos fisicos CE/célula leucémica es
irrelevante, ya que:

4. 1. Anticuerpos bloqueantes anti-moléculas de adhesion expresadas en la mayoria de las
células de la LLC-B (CDI18, CD29, CD62L y CD44) no afectan a la inhibicion de la
apoptosis de la célula leucémica.

4. 2. Las proteinas de matriz extracelular (purificadas o procedentes de CE) no afectan a
la viabilidad de la célula leucémica.

4. 3. La fijacion de la monocapa de CEs anula el efecto anti-apoptético de dichas células
sobre la célula leucémica.

4, 4. Las CEs fagocitan las células apoptoticas de la LLC-B.
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. La sefial anti-apoptotica mediada por el M.Cd de la CE no induce proliferacién ni

diferenciacion de la célula tumoral.

La actividad promotora de supervivencia del M.Cd de la CE es especifica para las c¢lulas
de la LLC-B: no actiia sobre linfocitos de SP de individuos sanos, ni sobre las células B de

CG y MF de amigdala.

El efecto anti-apoptético del M.Cd de CEs es aparentemente inferior en otras células B
neoplasicas (linfoma de manto y LPL-B) con respecto al descrito en las células de la LLC-

B.

El factor {(es) soluble del M.Cd con actividad anti-apoptdtica posee una elevada

termoestabilidad.

La actividad anti-apoptética del M.Cd es retenida en el concentrado de una membrana de
ultrafiliracién con un poro para 50 kDa y eluye en las fracciones de 40-60 kDa de un S-
200.

Los anticuerpos neutralizantes anti-IL-6 bloquean totalmente el efecto anti-apoptotico del
M.Cd.

Las células de la LLC-B expresan el receptor de I1.-6 (CD126) en su membrana.

La IL-6 del M.Cd de la CE con efecto anti-apoptdtico sobre la LLC-B tiene un peso
molecular de 40-60 kDa sugerente de una forma dimérica de esta citoquina. La forma

monomérica (=25 kDa) no tiene ningiin efecto sobre la apoptosis de la L.LLC-B.

La IL-6 del M.Cd de la CE se detecta en SDS-PAGE, tras marcaje metabolico e
inmunoprecipitaciéon con anticuerpos anti-1L-6, con un peso molecular de aproximadamente
25 kDa, tanto en condiciones reductoras como no reductoras, 1o que excluye una unién

covalente en la formacién del dimero.
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La IL-6 natural procedente de células de osteosarcoma retrasa la apoptosis de la 1.LC-B,
si bien las concentraciones necesarias para alcanzar un efecto equivalente al descrito para

el M.Cd son superiores.

Las IL-6r procedentes de levadura y de células CHO no tienen actividad anti-apoptdtica

sobre las células de la LLC-B.

L.a [L-6r de E. coli posee un efecto inhibidor de apoptosis de {a LLC-B inferior al de la IL-
6 del M.Cd. Este efecto es atribuible exclusivamente a la forma dimérica (= 45 kDa) de
esta 1L-6r, ya que la forma monomérica (= 25 kDa) no tiene ningin efecto sobre la

apoptosis de la LLC-B.

Las proteinas Bcl-2 y Bax de la ¢élula de la LL.C-B no estan implicadas directamente en el

efecto anti-apopt6tico de la 1L-6 producida por el endotelio.
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