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Material y Métodos

1- CONSTRUCCION DE LOS VECTORES RETROVIRALES

Los vectores retrovirales empleados en este trabajo se generaron a partir del vector
retroviral SF91-IRES-EGFP (cedido por Christopher Baum, Hannover, Alemania)
(Hildinger et al. 1999) basado en el virus MoMuLV. Esta familia de vectores
retrovirales, a la que también pertenece el vector SF1-EGFP, esta optimizada para una

expresion elevada de transgenes en progenitores hematopoyéticos mieloides.

Se generaron dos vectores retrovirales que contenian la secuencia codificante para la
li murina salvaje (vector control) o la li murina con la secuencia que codifica para la
region CLIP substituida por la que codifica para el péptido MOG,os5. El cADN de la li
murina se obtuvo de la linea celular EL4 (procedente de un linfoma T murino y
amablemente cedida por Joaquin Teixid6, CIB, Madrid) y de la que ya se sabia que
era capaz de presentar antigenos por la via de clase Il. Se extrajo el ARN total de
dicha linea celular usando el QiaAmp RNA Blood Mini kit (Qiagen) y siguiendo el
protocolo del fabricante. Los dos fragmentos de la li que flanquean la regién CLIP
fueron amplificados por RT-PCR (SuperScript™ One-Step RT-PCR with Platinum Taq,
Invitrogen) con el siguiente programa:

. 50°C — 30’

. 94°C - 3’

. 94°C - 20”

. 56°C — 30” 40 ciclos

. 72°C — 307

. 72°C -3’

Se utilizaron un par de primers o cebadores para la amplificacién de cada fragmento, a
los que se les modifico la secuencia para afiadir una diana de restriccion adecuada
(secuencia subrayada) que facilitara el posterior clonaje de los fragmentos. Los
primers usados para amplificar el fragmento 5’ fueron: li-1 (5 TAGAGTCTAGAGCCAT

GGATGACC-3’, introduccion de una diana para la enzima de restriccion Xbal) y li-2
(5-CCATCCATCGATAGCTCACAGGTTTGC-3, introduccion de una diana para la
enzima de restriccion Clal). Para generar el fragmento 3’ se usé el par de primers i-3
(5-TACTCGCAATGGCAAGCGTCCAATGTCCAG-3, introduccion de una diana para
la enzima de restriccion BsrDl) y li-4 (5-GAAGGGCTGCAGCACAGGAGAGC-3,
introduccion de una diana para la enzima de restriccion Pstl). Todos los primers

mencionados en este apartado fueron sintetizados por Invitrogen.
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Los dos oligonucleotidos, también sintetizados por Invitrogen, que codifican para el
péptido MOGyg.55 (MOG-I 5-CGATCTCCCTTCTCAAGAGTGGTTCACCTCTACCGCA
ATGGC-3' y MOG-Il 5-CATTGCGGTAGAGGTGAACCACTCTTGAGAAGGGAGAT-3)
se hibridaron siguiendo el siguiente protocolo:

1. Preparar la siguiente mezcla de reaccién en un tubo de 0,2 ml (en un

volumen final de 25 pl):

* Oligonucleétidos a 50 ng/mi 6 ul

e MgCl, 50 mM 0,75 ul

e Tampon 10x Taq Platinum (Invitrogen) 2,5 pl

e H,O 15,75 pl

2. Poner el tubo en el termociclador con el siguiente programa:

* 5 a90°C

* 10°a70°C

* 10°a45°C

* 10 a37°C

* 10’a 30°C

El producto de la hibridacién da lugar a una secuencia sintética de ADN que codifica
para el péptido MOGyq.55, con extremos cohesivos (Clal, Pstl) para facilitar su clonaje
(Fig. 15a). Paralelamente, los fragmentos 5 y 3’ (li5 y 1i3’) se digerieron con las
enzimas de restriccion Xbal y Clal, o Pstl y BsrDIl respectivamente. La secuencia
codificante para MOGy55 y el fragmento 3’ se clonaron en el vector de clonaje
BlueScript SK- (BS SK-) previamente digerido con las enzimas de restriccion Pstl y
Clal con las técnicas habituales de ligacion. El inserto MOG-Ii3’ se extrajo del vector

de clonaje por PCR usando el siguiente programa de amplificacion:

e 94°C-3

e 04°C-20"

* 50°C-30" 34 ciclos
e T72°C-7T

e 72°C-3

Posteriormente se digerié con Pstl y Clal y se inserté en el vector BS SK- (previamente
digerido con las enzimas de restriccion Xbal y Pstl) junto al fragmento |i5 para
finalmente obtener el vector denominado BS-lIMOG (Fig. 15a), que contenia la
secuencia codificante para la li murina con la region CLIP reemplazada por la

secuencia del péptido MOG,o.s5.
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Fig. 15- Proceso de obtencion del vector de clonaje BS-liMOG y del vector retroviral SF91-liMOG-
IRES-EGFP. a) Se obtuvieron los fragmentos flanqueantes de la region CLIP de la li murina por RT-PCR.
El par de oligonucleoétidos hibridados que codifican para el péptido MOGuyo.55 y €l fragmento 3’ de la i se
clonaron en el vector BS SK- para posteriormente liberar el fragmento [i3’MOG vy clonarlo junto con el
fragmento 5’ de la li en el vector BS SK-, generando finalmente el vector BS-liMOG. b) El transgén liIMOG
se liber6 por digestién con las enzimas de restriccion Xbal y Sall. El extremo cohesivo dejado por Xbal se
rellen6 usando el Fragmento Klenow. Posteriormente se cloné el transgén en el vector retroviral SF91-
IRES-EGFP previamente digerido con las enzimas de restriccion SnaBl (digiere el ADN dejando el
extremo romo) y Sall.
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Esta secuencia se liberd del vector de clonaje por digestién con Xbal y Pstl. El extremo
Xbal se rellend con el Fragmento Klenow (New England Biolabs) para generar un
extremo 5’ romo, y posteriormente se insert6 en el vector retroviral SF91-IRES-EGFP
(Fig. 15b). Este vector fue denominado SF91-liMOG-IRES-EGFP.

Por otro lado, el cADN de la li murina se amplifico a partir del mismo ARN con el
mismo programa descrito en este apartado usando el par de primers li1 y li4. El
producto de la RT-PCR fue digerido con las enzimas de restriccion Xbal y Pstl y
posteriormente clonado en el vector BS SK-. Una vez liberado el inserto por digestion
con Xbal y Sall, el extremo Xbal fue rellenado con el Fragmento Klenow, y finalmente
insertado en el vector retroviral SF91-IRES-EGFP previamente digerido con SnaBl y
Sall, dando lugar al vector control denominado SF91-li-IRES-EGFP. El vector SF1-
EGFP habia sido generado anteriormente en nuestro laboratorio (Limon et al. 1997).
En la Figura 16 se esquematizan los vectores retrovirales usados en los trabajos que

se presentan en esta tesis.

EGFP — N
IRES EGFP mm 3 LTR

Fig. 16- Esquema de los vectores retrovirales usados. El primer esquema corresponde al vector SF91-
liIMOG-IRES-EGFP, que expresa la li murina con el autoantigeno MOGao.s5 reemplazando la region CLIP,
ademas de la EGFP. Los otros dos vectores (SF91-li-IRES-EGFP y SF1-EGFP respectivamente) se
usaron como controles en los diferentes experimentos.

2- OBTENCION DE LINEAS CELULARES PRODUCTORAS DE VECTORES
RETROVIRALES

La linea empaquetadora NX-ecotrépica (derivada de la linea 293 de rifibn embrionario
humano y cedida por G. P. Nolan, Universidad de Stanford, CA, EUA) expresa de

forma estable dos plasmidos, el primero de ellos codifica para la glicoproteina
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ecotropica de la envuelta del retrovirus (codificada en el gen env), con tropismo para
células murinas, y el segundo codifica tanto para el resto de proteinas estructurales del
virus para poder formar nuevos viriones (codificadas en el gen gag) como para las
enzimas necesarias para el ciclo vital del virus (codificadas en el gen pol). Fue
transfectada con los dos vectores retrovirales (SF91-liMOG-IRES-EGFP y SF-Ili-IRES-
EGFP) usando Lipofectamine 2000 (Invitrogen) segun las recomendaciones del
fabricante. El sobrenadante resultante se usé para transducir la linea empaquetadora
PG13 (seudotipada con el gen env de GALV, con tropismo para células de primates y
perro), y el sobrenadante de ésta se usd para transducir las células NX-ecotropicas.
Este proceso, denominado “ping pong”, permite enriquecer la poblacion de células que
expresan el vector retroviral de forma estable. A continuacion se realizé una
separacion de células EGFP" individuales mediante el dispositivo de autoclon del
citbmetro FACSAria (Becton-Dickinson). Las células individuales o clones se
sembraron en placas de cultivo de 96 pocillos (TPP™) en 100 pl del medio descrito a
continuacion:

e 50 pyl de medio DMEM (PAA) suplementado con:

o 10% de suero bovino fetal (FCS) Gold (PAA)
o 2 mM de L-glutamina (PAA)

o 50 Ul/ml de penicilina (PAA)

o 50 pg/ml de estreptomicina (PAA)

* 50 pl de medio condicionado, obtenido del cultivo donde crecian
las células antes de ser separadas, filirado a través de un filtro
de jeringa de 0,45 pm de diametro de poro (Nalgene) para
permitir el paso de los vectores retrovirales (80-120 nm de

diametro) pero no el de las células.

Las células se cultivaron en un incubador a 37°C, 5% CO, y 100% de humedad
relativa hasta que se observd por microscopia 6ptica el crecimiento de clones (a partir
de la segunda semana). Tras inspeccion visual mediante microscopia de
fluorescencia, los clones que no expresaban el gen marcador EGFP se descartaron.
En aquellos que si lo expresaban y por lo tanto tenian el vector retroviral incorporado
en su genoma, se analizo la produccion de vectores siguiendo el siguiente protocolo:
1. Dia 0: Sembrar las células diana (NIH/3T3, fibroblastos de
ratén) a una densidad de 50000 células por ml en placas de 6
pocillos (Nalgene Nunc™ International) en un volumen final de 2
ml de medio DMEM suplementado con:
* 10% de FCS Gold
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. 2 mM de L-glutamina
e 50 Ul/ml de penicilina
* 50 yg/ml de estreptomicina
Sembrar células productoras en un frasco de cultivo T25
(Nalgene Nunc™ International) y en medio fresco a la densidad
adecuada para que a las 16-18 horas estén al 80-100% de
confluencia.
2. Dia 1. Recoger el sobrenadante de las células productoras y
filtrarlo a través de un filtro de 0,45 pm.
Reemplazar % partes del medio del cultivo de las células diana
por una mezcla de medio fresco y 200 ul de sobrenadante de
las células productoras a probar. Anadir a cada pocillo 4 ug/ml
de sulfato de protamina (Rovi S.A.).
Centrifugar las placas durante 1 hora a 652 g y a 32°C.
Mantener los cultivos celulares en un incubador a 37°C, 5% CO,
y 100% de humedad.
3. Dia 3: Analizar la eficiencia de transduccion por citometria de
flujo (FACSCalibur, Becton-Dickinson).

Se eligié el clon de células productoras cuyo sobrenadante resultdé en una mayor
eficiencia de transduccién para cada uno de los vectores y fueron denominados NX-
e/liMOG23 y NX-e/li7. Se realizd una amplificacion de dichos clones y se
criopreservaron en alicuotas siguiendo el protocolo habitual de congelacién de lineas
celulares. La linea productora del vector SF1-EGFP, denominada NX-e/EGFP16,

habia sido generada anteriormente en nuestro laboratorio (Puig et al. 2002).

3- TITULACION DE LAS LINEAS PRODUCTORAS NX-E/liMOG23 Y NX-E/Ii7

Para determinar el titulo viral absoluto de las lineas productoras ecotrdpicas se
infectaron células diana NIH/3T3 tal y como se especifica en el apartado anterior, con
la diferencia que se usaron volumenes crecientes del sobrenadante retroviral (10, 25,
50, 100, 200, 300, 500, y 800 pl) y se hicieron duplicados de cada volumen a analizar.
A las 48 horas se determiné el porcentaje de células diana con fluorescencia verde
mediante citometria de flujo para cada uno de los volumenes utilizados. El titulo viral

se estimd mediante el siguiente célculo:
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Titulo viral = N° total de células diana (dia 0) x % células fluorescentes
Volumen de sobrenadante (ml)

Con los resultados obtenidos con los diferentes volimenes de sobrenadadnte
empleados se obtuvo una curva sigmoidea. Los valores mas precisos del titulo viral se
obtienen de la parte mas exponencial o mas sensible de dicha curva, y se expresa en

particulas infecciosas/ml (PI/ml).

4- TRANSDUCCION Y TRASPLANTE HEMATOPOYETICO
4.1- Ratones

Como ratones donantes de MO se utilizaron hembras de entre 6 y 10 semanas de
edad de la cepa B6/SJL-Ptprc®Pep3°/BoyJ (Jackson Laboratories; en adelante se
referird a esta cepa como B6/SJL), criadas y mantenidas en el estabulario del Institut
de Recerca de I'Hospital Universitari Vall d’Hebron. Se estabularon en salas con
temperatura controlada (20-22°C) y con ciclos de luz-oscuridad de 12 horas. Los
animales se mantuvieron y manipularon segun la normativa europea y con la
aprobacion del Comité Etic d’Experimentacié Animal del Institut de Recerca de

I'Hospital Universitari Vall d’Hebron.

Como ratones receptores se utilizaron hembras de entre 6 y 10 semanas de la cepa
congénica C57BL/6J (Harlan). A su llegada, se distribuyeron en grupos de 5 6 6
ratones por jaula y permanecieron en la sala de cuarentena del estabulario durante un
periodo minimo de una semana. Al terminar el periodo de cuarentena, los ratones se
estabularon en racks ventilados. Las dos cepas comparten idéntico MHC (H-2°) pero
tienen distintas variantes alélicas del gen que codifica para la molécula CD45 (CD45.1
para la cepa donante y CD45.2 para la cepa receptora), que se expresa
exclusivamente en las células nucleadas de origen hematopoyético, de forma que tras
un trasplante las células del donante pueden diferenciarse de las del receptor

mediante un simple marcaje con anticuerpos monoclonales especificos.

4.2- Obtencion de células de MO

A los ratones donantes se les administré intraperitonealmente (i.p.) una dosis de 150
mg/kg de 5-fluorouracilo (5-FU; ICN Ibérica) en suero fisiologico, tal y como se indica
en la Figura 17. Este tratamiento elimina las células que estan en division y por tanto

enriquece en progenitores hematopoyéticos mas inmaduros (mas quiescentes) y a su
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vez los induce a dividirse, condicién indispensable para poder ser transducidos con

vectores retrovirales.

A los 5 dias de la administracion del 5-FU, los ratones se sacrificaron mediante asfixia
por CO,. Seguidamente se procedi6 a la esterilizacion con etanol al 70% de la zona
ventral de los animales y a su diseccion para extraerles ambas tibias, fémures y
crestas iliacas, limpiando los huesos de los tejidos adyacentes. Una vez extraidos, se
mantuvieron en frio y se colocaron en un tubo de 50 ml (Nalgene Nunc™ International)
conteniendo 10 ml de medio IMDM (PAA) suplementado con:

* 20% FCS Gold

* 2 mM de L-glutamina

* 50 Ul/ml penicilina

* 50 ug/ml de estreptomicina

Trabajando en cabina de flujo laminar vertical, los huesos limpios de los tejidos
adyacentes se colocaron en un mortero estéril con 6 ml de medio IMDM suplementado
y seguidamente se disgregaron fisicamente con la mano de mortero. Se procedié a
recoger las células en un tubo de 50 ml filtrandolas previamente con un filtro de nylon
de 70 uym (Becton-Dickinson). Después de varios lavados con medio IMDM para recoger
las células liberadas del hueso, se centrifugaron 5 minutos a 453 g y se procedi6é a su
contaje en la camara de Neubauer usando solucion de Tirk como diluyente. Esta solucién
contiene colorante Giemsa y un 1% de acido acético que permite el lisado de los
eritrocitos y facilita el contaje de las células nucleadas. También se evalué la viabilidad
utilizando el colorante azul de tripano (0,4% azul de tripano en suero fisiolégico) y
contando el nimero de células vivas (no incorporan el colorante) y las muertas (que si

incorporan el colorante).

4.3- Transduccion de células de MO
4.3.1- Tratamiento de las placas de cultivo con RetroNectin®

Con el fin de mejorar la eficiencia de transduccion, antes de sembrar las células en las
placas de cultivo de 6 pocillos (Nalgene Nunc™ International), éstas se incubaron con 1
ml de RetroNectin® (fragmento recombinante CH-296 de la fibronectina, Takara Shuzo,
Co, LTD) diluida en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) a una concentracion de
48 pg/ml durante 2 horas a temperatura ambiente. Una vez retirada la solucion que

contenia la fibronectina, las placas se incubaron durante 30 minutos a temperatura
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ambiente con PBS mas albumina sérica bovina (BSA; Sigma Chemical CO.) al 2%.
Finalmente, se lavaron con 1 ml de solucion salina tamponada de Hank (HBSS, PAA)
conteniendo 25 mM Hepes (PAA).

4.3.2- Preestimulacion de las células de MO con citocinas

Las células de MO se cultivaron en placas de 6 pocillos pretratadas como se describe en
el apartado anterior a una concentracién de 10° CMN por ml en un volumen final de 2 ml.
El medio utilizado para este tipo de cultivo fue IMDM suplementado con:
e 20% FCS Gold
e 2 mM de L-glutamina
* 50 Ul/ml de penicilina
* 50 ug/ml de estreptomicina
¢ 10% de medio condicionado de la linea celular WEHI 3B", fuente
de IL-3 murina (Lee et al. 1982)
* 8% de medio condicionado de la linea celular BHK/MKL, fuente
de factor de crecimiento de células madre murino (mSCF) y
cedida por S. Tsai (Fred Hutchinson Cancer Research Center,
Seattle, WA, EUA).

La preestimulacién con citocinas se llevd a cabo durante 48 horas en un incubador a
37°C, 5% CO, y 100% de humedad relativa con la finalidad de estimular a las células

progenitoras a dividirse y evitar su apoptosis.

4.3.3- Obtencion del sobrenadante rico en retrovirus recombinantes

Los clones de células productoras de retrovirus recombinantes NX-e/liMOG23, NX-
ellif 'y NX-e/[EGFP16 se descongelaron siguiendo las técnicas estandar de
descongelacion. Se cultivaron en el medio DMEM suplementado y se mantuvieron en
cultivo, como se especifica en el apartado 2 de la seccion Material y Métodos. Cuando
llegaron a confluencia, se subcultivaron en un frasco de cultivo de volumen adecuado
para poder obtener el volumen de sobrenadante necesario para la transduccion. El dia
previo a la recogida del sobrenadante rico en vectores se cambié el medio habitual de
crecimiento de las lineas NX-ecotrépicas productoras de vectores por el medio
adecuado para el cultivo de las células diana a transducir (ver apartado 4.3.2, pero sin

anadir los medios condicionados de las lineas celulares WEHI 3B* y BHK/MKL). A las
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16-18 horas de haber cambiado el medio de cultivo, éste se recogié y se filtré usando
un filtro de 0,45 pym para evitar el posible paso de células productoras de vectores. Los
sobrenadantes se usaron inmediatamente o se alicuotaron y criopreservaron a -80°C

hasta que hubo necesidad de utilizarlos.

4.3.4- Transduccioén de células de MO con vectores retrovirales

Se realizaron dos ciclos de transduccion en dos dias consecutivos usando una
multiplicidad de infeccién (MOI) aproximada de 1 en cada ciclo (Fig. 17). Se recogi6 el
90% del volumen de medio de cada pocillo en un tubo de 50 ml y se centrifugd a 453 g a
4°C. El pellet celular se resuspendio en la siguiente mezcla:

* 10% medio condicionado WEHI

* 8% medio condicionado BHK/MKL

e 4 ug/ml de sulfato de protamina

* 82% sobrenadante de la linea productora de retrovirus

En cada pocillo se restaurd el volumen con medio rico en virus recombinantes en el que
se resuspendieron las células que se habian recogido. Las placas se centrifugaron a 652

g durante 1 hora a 32°C. Al dia siguiente se repitié este mismo procedimiento.
Inyeccién i.p. 5-FU QQ
Ratén donante B6/SJL (CD45.1)

Sulfato de protamina

5 dias l

Extracciéon MO
(fémures y tibias)

SCHI0n Citocinas
RieceEIon Centrifugacién 1h
Citometria
de flujo
P V%
(X X )
e e ar vuel T
Preincubacion:
Placas pretratadas 10% MC WEHI Trasplante
con Retronectin® 8% MC BHK

Fig. 17- Esquema de la obtencién y transduccion de la MO murina. Ver texto.
5-FU: 5-fluorouracilo; i.p: intraperitoneal; MC: medio condicionado.
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4.4- Secuenciacion de las construcciones IliMOG e li a partir de ADN gendmico
de MO transducida

Se transdujeron las células de MO tal y como se describe en el apartado 4.3.
Posteriormente se procedidé a extraer el ADN utilizando el kit FlexiGene DNA (Qiagen)
segun el protocolo del fabricante. Se realiz6 una PCR con los primers 5'-
TAAGTAATAGTCCCTCTCTCCAAGCTC-3’ (primer 249F) y 5-CGGCTTCGGCCAGTAA

CG-3’ (primer 249R), que se encuentran situados a 5’ del transgén y del inicio de la regién
IRES del vector respectivamente (Fig. 18), con el programa de amplificaciéon descrito en el
apartado 1. Una vez obtenido el producto de ampilificacion se siguio6 el siguiente protocolo

de secuenciacion:

1. Purificacion del producto de amplificacion:
Anadir 2 yl de ExoSAP-IT (USB) por cada 8 pl de producto de amplificacion
Poner la placa en el termociclador con el siguiente programa:
e 37°C-15%
e 80°C-15%
2. Reaccién de secuencia:
Mezclar en cada pocillo:
» 1 ulde Big Dye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Reaction Kit (Applied
BioSystems)
e 2,8 yl de producto de amplificaciéon a 30-50 ng/ul
* 0,5 pl de primer 249F o de primer 249R

Poner la placa en el termociclador con el siguiente programa:

* 94°C-3

e 96°C-10"

e 50°C-5" 25 ciclos
e 60°C-4

3. Precipitacion de las reacciones de secuencia:
* Preparar la mezcla de precipitacion (cantidades para 1 muestra):
50 pl etanol absoluto
23 pl H,O destilada
2 yINaAc 3 M
* Incubar 15’ a temperatura ambiente
* Centrifugar 15" a 1400 g y eliminar el sobrenadante
* Eliminar los restos del sobrenadante centrifugando 2’ a 1400 g

* Resuspender en 20 ul de formamida desionizada HiDi
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* Dejar resuspender 10’ a temperatura ambiente

* Desnaturalizar en el termociclador 3’ a 94° C

* Incubar en hielo 5°

* Realizar la electroforesis capilar utilizando el secuenciador ABI Prism 3100-

Avant Genetic Analyzer

Las secuencias obtenidas se analizaron con el programa Sequencing Analysis 1.1.1

(Applied BioSystems).

p249F

=

LTR & Transgén IRES EGFP LTR 3

S -

Secuencia Leader 91

Fig. 18- Situacion de los primers (representados por las flechas) usados para amplificar y secuenciar los
transgenes liIMOG e li en ADN gendmico de células de MO transducidas con ambos vectores.

EGFP: proteina verde fluorescente; IRES: sitio interno de entrada del ribosoma; LTR: secuencias repetitivas
largas del los extremos.

4.5- Trasplante de células de MO transducida
4.5.1- Acondicionamiento de los ratones receptores

Los ratones receptores del ftrasplante de MO ftransducida se acondicionaron,
alternativamente, con dos regimenes de acondicionamiento distintos. En la mayoria de
experimentos se usaron dos dosis de 20 mg/kg de busulfan (Sigma Chemical CO) diluido
en 5% de DMSO (Sigma Chemical CO) y 95% de suero fisioldgico los dias 3 y 2 previos
al trasplante, por via i.p. En los experimentos en los que se quiso comparar el busulfan
con la ICT, los receptores recibieron, 1 dia antes del trasplante, 3-4 Gy de ICT a una tasa
de dosis de 2,35 Gy/minuto con una fuente de ''Cs. Se usé el irradiador CisBio
International IBL 437C. La dosis que se les administrd en los dos regimenes fue subletal y
parcialmente mieloablativa. El proceso del trasplante de MO se representa graficamente

en la Figura 19.
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m Lineas productoras de
retrovirus recombinantes
Ratén donante B6/SJL (CD45.1)
\ ® ®

Células de MC Celulas de MO transducidas

Acondicionamiento: O @
Busulfan 20 mg/Kgadias-3y-2 @ @®

0
3-4 Gy de ICT a dia -1 / Trasplante:

:i Dosis celular: 0,5 - 1,6 x 10°

Ratén receptor C57BL/6J (CD45.2)

Fig. 19- Esquema del trasplante de células transducidas de MO. Las células de MO del donante
transducidas se trasplantaron a ratones receptores previamente acondicionados.

4.5.2- Trasplante de células de MO

Transcurridas 24 horas después del segundo ciclo de transduccion, las células en cultivo
se despegaron del plastico usando Buffer Enzyme-free PBS-based (Gibco BRL) y se
recogieron en un tubo de 50 ml. Después de lavarlas con PBS, se contaron en una
camara de Neubauer diluidas en solucién de Turk. La viabilidad se evalu6 con azul de
tripano como ya se ha descrito anteriormente. A continuacion fueron incubadas en 10
Ul de ADNasa (Sigma Chemical CO) por cada 10° CMN durante 15 minutos a 25°C.
Después de lavarlas se resuspendieron en el volumen adecuado de PBS para
finalmente inyectarlas i.v. por la vena lateral de la cola a unas dosis de entre 0,5y 1,6

x 10° CMN por ratén en un volumen de 200 pl.

4.5.3- Seguimiento del trasplante

El injerto hematopoyético (porcentaje de células CD45 del donante [CD45.17]) y el
quimerismo molecular (porcentaje de células CD45.1" expresando EGFP respecto al
total de células CD45") se evaluaron tanto en sangre periférica (SP) como en tejidos
hematopoyéticos (timo, bazo y MO) como minimo 3 semanas después del trasplante y,
en algunos casos, hasta 3 meses después del mismo. La SP se obtuvo de la vena
safena en el caso de que los ratones se tuvieran que mantener con vida, o por puncion

cardiaca en el momento del sacrificio. Las células se marcaron con anticuerpos
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monoclonales conjugados a fluorocromos, segun se describe en los apartados 9.1.1 y

9.3, y se analizaron por citometria de flujo.

5- INDUCCION DE LA EAE Y SEGUIMIENTO CLINICO
5.1- Induccion de la EAE en el modelo no remitente

Se inmunizaron ratones hembra de entre 6 y 10 semanas de edad de la cepa
C57BL/6J (Harlan), previa anestesia con 37 mg/kg de ketamina (Ketolar, Parke-Davis)
y 5,5 mg/kg de xilacina (Rompun, Bayer), mediante una inyeccién s.c. de una solucion
que contenia 200 pg del péptido MOG,g.55 (sintetizado por la Seccié de Proteomica,
Serveis Cientificotécnics de la Universitat Pompeu Fabra) diluido en suero salino y
emulsionado con adyuvante completo de Freund (Sigma Chemical CO) conteniendo 4
mg/ml de Mycobacterium tuberculosis H37RA (Difco Laboratories). Cada ratén recibio
50 ul de la emulsion en cuatro puntos cerca de los ganglios linfaticos inguinales y
axilares. El mismo dia de la inmunizacién y a las 48 horas se les administré 500 ng de
toxina pertussis (Tp) (Sigma Chemical CO.) en un volumen final de 200 pl por via i.v.
Como controles se incluyeron animales inmunizados de igual forma pero sin el péptido
encefalitogénico. Todos los animales se pesaron y examinaron diariamente para
evaluar la presencia y gravedad de los signos clinicos segun la siguiente escala
(Espejo et al. 2001):
0 - Ausencia de signos clinicos
0,5 - Pardlisis parcial de la cola (zona distal)
1 - Pardlisis total de la cola
- Paraparesia de una o de ambas extremidades traseras
- Paraplejia trasera

2

3

4 - Tetraparesia
5 - Tetraplejia
6

- Muerte por EAE

5.2- Induccion de la EAE en el modelo remitente-recurrente

Se inmunizaron hembras de entre 6 y 8 semanas de edad de la cepa SJL/J (Janvier)
tal y como se especifica en el apartado anterior. Se indujo la EAE con 50 ug del
péptido 139-151 de la PLP. El mismo dia de la inyeccion y a las 48 horas se les

administré por via i.v. 200 ng de Tp.
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6- EVALUACION DEL EFECTO DE LA MIELOABLACION PARCIAL EN EL
MODELO REMITENTE-RECURRENTE DE LA EAE

6.1- Irradiacion

Los ratones se irradiaron 1 mes antes de la inmunizacion o 16 dias después de la

induccién de la enfermedad con 4 Gy tal y como se describe en el apartado 4.5.1.

6.2- Agentes quimioterapicos

Para evaluar el efecto de diferentes agentes quimioterapicos usados en la clinica en
regimenes de acondicionamiento, 20 dias antes de inducir la EAE se administré a los
ratones dos dosis consecutivas de 20 mg/kg de busulfan o tres dosis consecutivas de
1000 mg/kg de treosulfan (Ovastat), que fue amablemente cedido por Medac Ltd.
Ademas, se traté a un grupo de ratones 15 dias después de la induccién de la

enfermedad con dos dosis de 20 mg/kg de busulfan en dias consecutivos.

7. OBTENCION DE CELULAS Y TEJIDOS A ESTUDIAR
7.1- Sacrificio y perfusion de los ratones

Los ratones se anestesiaron con 37 mg/kg de ketamina y 5,5 mg/kg de xilacina. Se
realizdé una laparatomia abdominal que permitia la extraccion de los tejidos de interés
(bazo, timo, ganglios linfaticos y MO), intentando no lesionar ningun vaso sanguineo, y
se conservaron en medio suplementado con suero y en hielo hasta el momento de su
procesamiento. Seguidamente los ratones se perfundieron mediante infusiéon
intracardiaca de PBS en primer lugar y finalmente paraformaldehido al 4% con una

bomba de infusion automatica a una velocidad de 540 ml/hora.

7.2- Obtenciodn y fijacion del SNC

Tras perfundir a los animales, se les extrajo el cerebro y la médula espinal, que se
mantuvieron en paraformaldehido al 4% durante una semana a 4°C. Posteriormente se
lavaron con PBS y se mantuvieron en una solucién de sacarosa al 30% pH 7,2-7,4
(como crioprotector) a 4°C hasta que el cerebro se hundia al fondo del tubo, indicativo

que habia absorbido la sacarosa necesaria. Finalmente, los tejidos se incluyeron en
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Tissue-Tek (Sakura Finetek) y se conservaron a -80°C o se incluyeron en parafina

hasta el momento de su analisis.

7.3- Histopatologia del SNC

Las tinciones y los marcajes inmunohistoquimicos de los cortes histolégicos del SNC
fueron realizados y analizados por Alexander Mildner, del grupo de Marco Prinz en el
Instituto de Neuropatologia de la Universidad Georg August (Géttingen, Alemania). Se
realizd una tinciéon con hematoxilina y eosina o luxol fast blue (LFB) para observar los
infiltrados inflamatorios y la desmielinizacion respectivamente. Ademas se realizaron
los siguientes marcajes inmunohistoquimicos (Tabla 3) (Prinz et al. 2006; van Loo et
al. 2006):

Tabla 3- Tinciones realizadas para cuantificar los
parametros histopatolégicos

Tincién Parametro que cuantifica Casa comercial

Anti-Mac3 Microglia/macréfagos BD Pharmingen

Anti-CD3 Linfocitos T Serotec

Anti-B220 Linfocitos B Chemicon

Anti-APP Dafio axonal agudo Chemicon
Degeneracion funcional de los

Anti-SMI-32 axones Sternberg

APP: proteina precursora amiloide; SMI-32: marcador de neurofilamentos defosforilados.

8- ENSAYOS INMUNOLOGICOS
8.1- Cultivos de esplenocitos para cuantificar la produccion de citocinas

Se sembraron esplenocitos de los ratones en medio RPMI 1640 (PAA) suplementado
con:

* 10% FCS Gold

* 2 mM de L-glutamina

* 50 Ul/ml de penicilina

* 50 yg/ml de estreptomicina

* 50 yM de 2-mercaptoetanol (Sigma Chemical CO)

* 5 yg/ml del péptido MOGyg.55.
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Las células se cultivaron a una concentracion de 10° CMN por ml en un volumen final
de 200 pl. Se mantuvieron en cultivo a 37°C, 5% CO, y 100% humedad. Como
controles se sembraron esplenocitos cultivados en ausencia del péptido (control
negativo) o en presencia de 5 yg/ml de fitohemaglutinina (PHA; Sigma Chemical, CO.)
como control positivo. A las 72 horas se extrajeron 50 pl del sobrenadante para

cuantificar las citocinas por citometria de flujo.

8.2- ELISPOT para detectar la produccion de IFN-y

8.2.1- Cuantificacion de la frecuencia de células productoras de IFN-y especificas

para MOG .55

Se utilizo el kit IFN-y ELISPOTPLUS (Mabtech) para determinar el numero de células T
especificas frente a MOGyos5 productoras de IFN-y. Las placas pretratadas con el
anticuerpo de captura anti-IFN-y de ratén (clon AN18) se lavaron cuatro veces con
PBS y se bloquearon durante 1 hora como minimo con RPMI 1640 suplementado con:

* 10% FCS Gold

* 2 mM de L-glutamina

* 50 Ul/ml de penicilina

* 50 yg/ml de estreptomicina

* 50 uM de 2-mercaptoetanol

Los esplenocitos de los ratones se cultivaron durante 20 horas a 37°C, 5% CO, vy
100% humedad a una concentracion de 0,5 x 10° CMN por ml en un volumen final de
200 pl en medio RPMI 1640 suplementado con:

* 10% FCS Gold

* 2 mM de L-glutamina

* 50 Ul/ml de penicilina

* 50 yg/ml de estreptomicina

* 50 uM de 2-mercaptoetanol

* 10 pg/ml del péptido MOG4.55

Como controles se incluyeron esplenocitos cultivados en medio suplementado sin el
antigeno MOG,4.55 como control negativo o con acetato de forbol miristato (PMA) a 20
ng/ml (Sigma Chemical, CO.) y ionomicina 1 yM (Sigma Chemical, CO.) como control

positivo.
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Después de las 20 horas de incubacion, la placa se lavé cinco veces con PBS y se le
afnadio el anticuerpo de deteccidn biotinado anti-IFN-y murino (clon R4-62A2) a una
concentraciéon de 1 ug/ml en PBS + 0,5% FCS. Pasadas las 2 horas de incubacién a
temperatura ambiente y tras lavar la placa cinco veces con PBS, se ahadi6 la
estreptavidina conjugada a fosfatasa alcalina diluida 1:1000 en PBS + 0,5% FCS y se
incubd durante 1 hora a temperatura ambiente. Una vez lavada la placa con PBS se
revelé afadiendo solucién de substrato BCIP/NBT-plus previamente filtrada con un
filtro de jeringa de 0,45 um. La reaccién se par6é cuando se detectd la aparicién de
puntos coloreados o spots lavando la placa varias veces con agua destilada. Los
puntos coloreados se contaron con el lector AID ELISPOT Reader (Autoimmune
Diagnostika GmbH) y los datos fueron analizados con el AID ELISPOT software

(Autoimmune Diagnostika GmbH).

8.2.2- Cuantificacion de la frecuencia de células productoras de IFN-y especificas
para EGFP

Se utilizé el mismo procedimiento que el descrito en el apartado 8.2.1 con leves

modificaciones, que se detallan en este apartado.

Como células presentadoras de antigeno se usaron tres clones de la linea celular EL4
que expresaban la EGFP a diferentes intensidades con la finalidad de determinar si la
producciéon de IFN-y dependia de la intensidad de expresion de la EGFP. Para ello, se
transdujo la linea celular EL4 con el sobrenadante de la linea productora NX-
e/EGFP16 y se realizd una separacion de células EGFP” individuales mediante el
dispositivo de autoclén del citometro FACSAria. Las células se cultivaron en el medio y
condiciones que se describe en el apartado 2 de esta seccidn hasta que se observd
por microscopia Optica el crecimiento de clones. Tras analizar la expresion de la EGFP
por citometria de flujo, se eligieron tres clones segun el valor de la intensidad media de
fluorescencia (MFI) de la EGFP.

Las células presentadoras, previamente irradiadas con una fuente de *Cs a una dosis
de 30 Gy, se sembraron a una densidad de 0,25 x 10° células por ml junto con los
esplenocitos de los ratones a estudiar. Ademas, éstos también se cultivaron con células
EL4 Wild Type (WT) igualmente irradiadas (como control negativo) o con 50 ng/ml de
PMA y ionomicina 1 uM (como control positivo). La incubacion de los esplenocitos se

realiz6 durante 22-24 horas.
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8.3- ELISPOT para detectar la produccién de IL-17

Se usé el kit Mouse IL-17 ELISPOT Ready-Set-Go! (eBiosciences) para determinar el
numero de células T especificas frente a MOGyq.55 productoras de IL-17. Las placas
para ELISPOT con membrana de PVDF de 96 pocillos (Millipore) se incubaron toda la
noche a 4°C con el anticuerpo de captura anti-IL-17 de ratdén (clon eBioTC11-18H10)
diluido 1:250 en ELISPOT Coating Buffer (eBiosciences). Al dia siguiente se descart6é
de la placa la solucion que contenia el anticuerpo y la placa se lavdé dos veces con
ELISPOT Coating Buffer. Se anadio RPMI 1640 suplementado (ver apartado 8.2.1) y
se incub6 durante 1 hora como minimo para bloquear la placa. Una vez decantado el
medio, se sembraron los esplenocitos a una concentracion de 5 x 10° CMN por ml en
un volumen final de 200 pl en el medio RPMI 1640 suplementado (descrito en el
apartado 8.2.1) que contenia el péptido MOG,p.55 a una concentracion de 5 ug/ml
durante 20 horas a 37°C, 5% CO; y 100% humedad. Como controles se incluyeron
esplenocitos cultivados en medio suplementado sin el antigeno MOG,4.s5 como control

negativo o con 20 ng/ml de PMA y ionomicina 1 yM como control positivo.

Después de 20 horas de incubacién se lavé la placa cinco veces con PBS + 0,05%
Tween-20. El anticuerpo de deteccién anti-IL-17 biotinado de ratén (clon eBioTC11-
8H4) se diluyé en Assay Diluent (eBiosciences) y se incub6 durante toda la noche a
temperatura ambiente. La placa se lavé cinco veces con PBS + 0,05% Tween-20 y
seguidamente se le afiadié estreptavidina conjugada a peroxidasa diluida 1:250 en
Assay Diluent. Tras 45 minutos de incubacién a temperatura ambiente, se lavé la placa
tres veces con PBS + 0,05% Tween-20 y dos con PBS. Se afadio la solucion de
substrato AEC, que se preparé como se describe a continuacion:
* Solucién stock de AEC: disolver 100 mg de AEC (Sigma Chemical, CO.) en 10
ml de N,N Dimetilformamida (Sigma Chemical, CO.).
* Afadir 333 pl de solucion stock de AEC a 10 ml de solucién acetato 0,1 M a pH
5.
* Filtrar la solucion con un filtro de jeringa de 0,45 um.
e Justo antes de su utilizacion, afiadir 5 yl de H,O, al 30% (Sigma Chemical,
CO.).

La reaccion se par6 cuando se detectd la aparicion de puntos coloreados o spots
lavando la placa varias veces con agua destilada. Los puntos coloreados se contaron
con el lector AID ELISPOT Reader y los datos fueron analizados con el AID ELISPOT

software.

95



Material y Métodos

8.4- Determinacion de anticuerpos anti-MOG y anti-EGFP en suero mediante
ELISA

8.4.1- ELISA para detectar anticuerpos anti-MOG 4.55

La SP de los ratones se obtuvo como se describe en el apartado 4.5.3. Posteriormente
se centrifugd a 3000 g durante 30 minutos; se extrajo el suero de cada muestra, se

alicuot6 en dos tubos y se congelé a -80°C hasta el momento del analisis.

Se incubd péptido MOGyos5 toda la noche a 4°C en placas Nunc Immuno plates
MaxiSorp surface de 96 pocillos de fondo plano (Nalgene Nunc™ International) a una
concentracion final de 0,1 pg por pocillo (1 ug/ml) en solucién de carbonato sodico a
un pH de 9,6. Al dia siguiente se lavaron las placas dos veces con PBS + Tween-20 al
0,1% (solucién de lavado) y posteriormente se bloquearon con solucién de bloqueo
(leche desnatada en polvo al 5% en PBS) durante 1 hora a 37°C. Después de dos
lavados, los sueros previamente diluidos (1:50) en solucion de bloqueo se incubaron
por duplicado durante 1 hora a 37°C. Posteriormente, se lavo la placa y se afiadi6 el
anticuerpo secundario de cabra anti-lgG (H+L) de ratén conjugado a peroxidasa
(Caltag Laboratories) diluido 1:3000 en solucién de lavado y se incubd durante 2 horas
a temperatura ambiente. Después de tres lavados se afadio la solucidn de substrato
TMB Substrate Reagent Set (Becton-Dickinson) que contiene perdxido de hidrégeno y
un cromogeno y a los 10 minutos la reaccién se paré con acido sulfurico 1 M. La
densidad optica se leyd en un espectrofotdmetro (Anthos Labtec) para placas con un
filtro de 450 nm.

Se incluyeron sueros de ratones no inmunizados como controles negativos para
normalizar los resultados. Al no disponer de un anticuerpo con concentracién conocida
para realizar una curva patréon que permitiera extrapolar la concentracion de
anticuerpos presentes en cada muestra, los resultados se presentan como la
proporcién o ratio entre la media de los duplicados de cada muestra y la media de los
controles negativos incluidos en cada placa analizada. Se consideraron positivas

aquellas muestras con ratios iguales o superiores a 3.

8.4.2- ELISA para detectar anticuerpos anti-EGFP

Se incubd la proteina recombinante EGFP (BioVision) toda la noche a 4°C a una

concentracion de 3 ug/ml (0,3 pg/pocillo) en las condiciones descritas en el apartado
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8.4.1. Para este ensayo se disponia de un anticuerpo monoclonal comercial (Clontech)
que reconoce a la proteina EGFP, lo que permitié generar una curva estandar para
cuantificar la concentracion de anticuerpos anti-EGFP presentes en cada muestra. El
resto del procedimiento es idéntico al descrito en el apartado 8.4.1. Asimismo, se
incluyeron como controles sueros de ratones no trasplantados. Los resultados se

presentan como concentraciones expresadas en ng/ml.

9- ANALISIS POR CITOMETRIA DE FLUJO
9.1- Marcaje de células hematopoyéticas por técnicas de inmunofluorescencia

Dependiendo del marcador celular a analizar se siguié uno de los protocolos descritos

a continuacion:

9.1.1- Marcaje de superficie directo

1. Lavar las células (0,5 x 10° CMN de los tejidos hematopoyéticos o 50 ul de SP)
con 1 ml de PBS + BSA 1% + azida sddica 0,1% (PBA-azida).

2. Bloqueo de los receptores Fc: afiadir un 10% de suero de ratén o bien 1 ul del
anticuerpo de rata anti-CD16/CD32 de raton.
Incubar 10’ a temperatura ambiente.

3. Adadir los anticuerpos especificos y los controles de isotipo conjugados con
fluorocromos.
Incubar 30’ a 4°C en la oscuridad.
Lavar con 1 ml de PBA-azida.
Lisar los eritrocitos con la solucién de lisis Pharm Lyse solution (BD Pharmingen).
Incubar 10’ a 37°C.

6. Lavar con 1 ml de PBA-azida.
Resuspender en 300-400 pyl PBA-azida.

8. Anadir 1 pl del marcador de viabilidad 7-aminoactinomicina D (7-AAD;
Molecular Probes) a 1 mg/ml.

9. Adquirir en el citdbmetro de flujo.
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9.1.2- Marcaje de superficie indirecto

Lavar las células (0,5 x 10° CMN de los tejidos hematopoyéticos o 50 ul de SP)
con 1 ml de PBA-azida.

Bloqueo de los receptores Fc: afiadir un 10% de suero de ratén o bien 1 pl del
anticuerpo de rata anti-CD16/CD32 de ratén.

Incubar 10’ a temperatura ambiente.

Anadir los anticuerpos especificos y los controles de isotipo primarios sin
conjugar.

Incubar 30’ a 4°C.

Lavar con 1 ml de PBA-azida.

5. Afadir el anticuerpo secundario de cabra anti-rata (GAR) conjugado con un

8.
9.

fluorocromo.

Incubar 30’ a 4°C en la oscuridad.

Lavar con 1 ml de PBA-azida.

Lisar los eritrocitos con la solucién de lisis Pharm Lyse solution (BD Pharmingen).
Incubar 10’ a 37°C.

Lavar con 1 ml de PBA-azida.

Resuspender en 300-400 pl PBA-azida.

10. Adadir 1 pyl de 7-AAD a 1 mg/ml.

11. Adquirir en el citdmetro de flujo.

9.1.3- Marcaje intracelular indirecto

Lavar las células (0,5 x 10° CMN de los tejidos hematopoyéticos o 50 ul de SP)
con 1 ml de PBA-azida.

Bloqueo de los receptores Fc: afiadir un 10% de suero de ratén o bien 1 pl del
anticuerpo de rata anti-CD16/CD32 de ratén.

Incubar 10’ a temperatura ambiente.

Fijar y permeabilizar: afiadir 250 pl de Cytofix/Cytoperm 1x solution (BD
Pharmingen).

Incubar 20’ a 4°C.

Lavar dos veces con 1 ml de Perm/Wash buffer (BD Pharmingen).
Resuspender en 50 yl Perm/Wash buffer.

Marcaje intracelular: anadir el anticuerpo especifico y el control de isotipo
primario.

Incubar 30' a 4°C.
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Lavar 2 veces con 1 ml de Perm/Wash buffer.
Resuspender en 50 pyl Perm/Wash buffer.
Afadir el anticuerpo secundario GAR conjugado con un fluorocromo.
Incubar 20’ a 4°C y en la oscuridad.
9. Lavar dos veces con 1 ml de Perm/Wash buffer.
10. Resuspender en 300-400 pl PBA-azida.

11. Adquirir en el citdmetro de flujo.

9.1.4- Determinacion de la concentracion de citocinas solubles en el medio de

cultivo de esplenocitos

En este procedimiento se cuantifica la concentracién de citocinas secretadas al medio
de cultivo por parte de los esplenocitos activados segun el procedimiento descrito en el
apartado 8.1. Para ello se usé el kit comercial FlowCytomix Th1/Th2 10plex (Bender
MedSystems Inc.), que permite detectar las siguientes citocinas: GM-CSF, IFN-y, IL1-
a, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-17 y TNF-a. Este tipo de analisis se basa en esferas
que estan recubiertas de anticuerpos especificos para las citocinas mencionadas y
que tienen dos tamanfos distintos (4 y 5 um), por lo que se pueden diferenciar en el
citbmetro combinando los parametros side scatter y forward scatter (SS y FS).
Ademas, para cada tamafo de esfera se distinguen cinco poblaciones distintas ya que
emiten diferentes intensidades de fluorescencia de un fluorocromo interno con el que
estan conjugadas que emite a 690 nm, pudiéndose detectar con el tercer o con el
cuarto detector de fluorescencia (FL-3 o FL-4). Una vez las citocinas se han unido a
los anticuerpos especificos que recubren las esferas, se afiaden unos anticuerpos
especificos para las citocinas (que reconocen otros epitopes distintos de la misma),
conjugados con biotina y finalmente se afade estreptavidina unida a ficoeritrina (PE;
fluorocromo que se detecta en el segundo detector de fluorescencia o FL-2) para

determinar la concentracion de citocinas presentes en la muestra.

9.2- Eficiencia de transduccion

Antes del trasplante, 24 horas después del segundo ciclo de transduccion, se
separaron 10° CMN del cultivo para evaluar la eficiencia de transduccién mediante el
analisis de la expresiéon del gen marcador EGFP por citometria de flujo. El analisis se
hizo descartando las células muertas mediante marcaje simultaneo con 7-AAD. Este

colorante es capaz de entrar dentro de la célula e intercalarse en el ADN si la
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membrana plasmatica no esta intacta, de forma que solamente se tifien las células
apoptoéticas o muertas, pudiéndolas excluir del analisis y evitando asi la interferencia
de la autofluorescencia que éstas emiten. Cuando fue necesario se calcul6 la ratio de

la MFI en relacion a la MFI del control negativo.

9.3- Quimerismo del donante y quimerismo molecular

Para analizar el porcentaje de células del donante presentes en los receptores

trasplantados se realiz6 un marcaje directo en SP, MO, timo y bazo con los siguientes

anticuerpos:
] ] ug por 10° Casa
Anticuerpo Fluorocromo Isotipo Clon i
células comercial
Anti-CD45.1 1gG2a,k eBiosciences
PE A20 0,05
de ratén de ratéon Biolegend
Anti-CD45.2 APhC IgG2a,k eBiosciences
o 104 0,05 )
de raton (aloficocianina) de raton Biolegend

9.4- Expresion de los transgenes li e iIMOG

Para analizar la sobreexpresion de la li murina en células de MO transducidas se

realizdé un marcaje intracelular indirecto con los siguientes anticuerpos:

ug por 10° Casa
Anticuerpo Fluorocromo Isotipo Clon ) .
células comercial
Anti-CD74 a 1gG2b,k ]
Purificado In-1 1 BD Pharmingen
de raton de rata
Secundario IgG (H+L)
APhC - 0,2 Caltag
anti-rata de cabra

9.5- Linajes y poblaciones hematopoyéticas

Para el estudio de las diferentes poblaciones hematopoyéticas derivadas de células
del donante en los ratones trasplantados se realizaron marcajes directos e indirectos

de células de bazo y de células de MO cultivadas con los siguientes anticuerpos:
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Anticuerpo Fluorocromo Isotipo Clon Hg por 106 Casa'
células comercial
Anti-B220 IgG2a
Purificado RA3-6B2 1 Caltag
de ratén de rata
Anti-Mac1 IgG2b,k
Purificado M1/70 0,5 BD Pharmingen
de ratén de rata
Anti-Gr1 B 1gG2b,k )
Purificado RB6-8C5 4 BD Pharmingen
de raton de rata
Secundario IgG (H+L)
APhC - 0,2 Caltag
anti-rata de cabra
IgG1,k de
Anti-CD3e
APhC hamster 145-2C11 0,5 BD Pharmingen
de ratén )
armenio
Anti-CD45.1 IgG2a eBiosciences
PE A20 0,05 ]
de ratéon de raton Biolegend

9.6- Analisis y valoracion de los datos citométricos

Las muestras se adquirieron en un citbmetro de flujo FACScalibur (Becton-Dickinson)
equipado con dos laseres, uno de argén (azul, emite a 488 nm) y uno de helio-neo6n
(rojo, emite a 635 nm), ademas de seis fotomultiplicadores: SS (cuantifica la
complejidad celular), FS (cuantifica el tamano celular) y cuatro detectores de
fluorescencia: FL-1 (530 nm), FL-2 (585 nm), FL-3 (>650 nm), FL-4 (>670 nm). Los
tres primeros detectores de fluorescencia detectan los fotones producidos por la
excitacion de los fluorocromos con el laser azul, mientras que el cuarto detector de
fluorescencia (FL-4) detecta los fotones que se emiten por la excitacion de los
fluorocromos con el laser rojo. Esta configuracion, por lo tanto, permite el analisis

simultaneo de cuatro fluorescencias.

Una vez adquiridas las muestras, se procedi6é a analizar y valorar los datos obtenidos
con el programa de analisis Diva software (Becton-Dickinson). Segun el tipo de
marcaje de inmunofluorescencia realizado se usaron distintas combinaciones de los
parametros mencionados, representados en histogramas biparamétricos. En primer
lugar y en todos los casos se combinaron los parametros FS y SS para definir
morfolégicamente la poblacién celular a estudiar. En segundo lugar se combinaron

distintos parametros en funcién del marcaje realizado:

» FEficiencia de transduccion: en un segundo histograma se combiné SS con 7-
AAD (FL-3) para excluir las células muertas o apoptéticas de los histogramas
siguientes. En un tercer histograma se combinaron los parametros SS con
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EGFP (FL-1), lo que permiti6 determinar el porcentaje de células viables que
expresaban EGFP (Fig. 20).

EGFP

Side Scatter

Fig. 20- Ejemplo de histogramas biparamétricos. En el histograma de la izquierda se define la
poblaciéon celular a analizar y en el de la derecha el porcentaje de células viables que expresan el
gen marcador EGFP.

Quimerismo del donante y quimerismo molecular. ademas del histograma para
descartar las células muertas, se combiné el parametro CD45.1-PE (FL-2) con
el parametro CD45.2-APhC (FL-4), que permitia discriminar las células
hematopoyéticas CD45" de las CD45" (fundamentalmente eritrocitos) y calcular
el porcentaje de células del donante (CD45.1%) respeto al total de células
CD45" (CD45.1" + CD45.2"), es decir, el injerto hematopoyético o quimerismo
del donante. El ultimo histograma para este tipo de analisis permitia determinar
el porcentaje de quimerismo molecular (células EGFP*) respecto al total de
células CD45" mediante la combinacion de EGFP (FL-1) con CD45.1-PE (FL-2)
(Fig. 21).

Expresion de los transgenes Ii e liIMOG: para determinar la expresion de li e
liIMOG se combinaron el parametro SS con CD74-APhC (FL-4) para cuantificar
el porcentaje total de células que expresaban li. También se combiné la
deteccion de EGFP (FL-1) con CD74-APhC para cuantificar el porcentaje de

células transducidas que expresaban li.

Linajes y poblaciones hematopoyéticas: una vez excluidas las células muertas
se analizaron los histogramas que combinaban FL-1 (EGFP) y FL-2 (CD45.1-
PE) con FL-4 (Mac1, Gr1, B220 y CD3, todos ellos conjugados con APhC

directa o indirectamente) para determinar los tipos celulares o linajes
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hematopoyéticos que provenian del donante y que expresaban el vector

retroviral.

CD45.2
EGFP

CD45.1

Fig. 21- Ejemplo de histogramas biparamétricos para el calculo del quimerismo del donante y
molecular en los ratones trasplantados. Analisis correspondiente a una muestra de SP de un raton
trasplantado. En el histograma de la izquierda se distinguen las células que provienen del donante
(CD45.1%) de las del receptor (CD45.2"). En el histograma de la derecha se distinguen las células del
donante que expresan el vector retroviral (CD45.1" EGFP') de las células del donante no
transducidas (CD45.1" EGFP).

* Determinacion de la concentracion de citocinas solubles en el sobrenadante del
cultivo de esplenocitos: se combinaron los parametros FS y SS para
discriminar las dos poblaciones de esferas de tamafos distintos ademas de los
parametros FL-4 con FL-2 para distinguir las cinco poblaciones diferentes en
cada tamano de esfera (FL-4) y determinar la concentracion de las distintas
citocinas presentes en la muestra (FL-2). Los resultados se presentan como

concentraciones expresadas en pg/ml.

10- ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos se analizaron mediante diferentes pruebas estadisticas con el
programa informatico SPSS v10.0 (SPSS, Inc.) o con el pograma GraphPad Prism
v4.0 (GraphPad software, Inc.), con el que también se realizaron los graficos. Segun
las variables a analizar y la distribucién de las mismas, se usaron pruebas tales como
la Chi-cuadrado, el analisis de varianza (ANOVA) de un factor, la prueba t de Student
O su prueba equivalente no paramétrica Mann-Whitney. En todos los casos se
consider6 que la diferencia era estadisticamente significativa cuando la p era inferior a
0,05.

103



Material y Métodos

Se aplicaron pruebas paramétricas cuando la distribucién de los datos de los grupos a
comparar era normal (varianzas similares). Las pruebas utilizadas incluyeron la de la ¢
de Student cuando se comparaban las medias de dos conjuntos de datos
independientes o la prueba de ANOVA de un factor para el estudio de la varianza de
una variable cuantitativa dependiente en mas de dos conjuntos de datos
independientes aplicando posteriormente el procedimiento de Bonferroni para

comparar los conjuntos de datos dos a dos.

Cuando la distribucion de los datos no era normal (varianzas diferentes), se aplicaron
pruebas estadisticas no paramétricas como la prueba de Mann-Whitney para la
comparacion de la media de dos conjuntos de datos independientes (prueba no
paramétrica homologa a la paramétrica t de Student), la prueba de Fisher cuando se
estudiaban variables cualitativas de dos conjuntos de datos o la Chi-cuadrado cuando

se estudiaban variables cualitativas de mas de dos conjuntos de datos.
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