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RESUMEN.

9] inductor de macrdlagon vy granulocites {(MGI, por  sus
siglas  on Inglés, Nacrtopbhaoge amd aranvlocyre bducer) o Facton
Egtimulatente de Colonias {CHF,  del Inglés Colony=-Stimulating
Factor), e¢s producido vy  secretado por una grian variedad  de
tejidos ¢ tipos colulares en ol organinsmo. bDoesde hace tiompo e
conocy, asimisme, 1o gran kelvoiogencidad que presenta este factor
bioldgico v vuanto a su peso molecular.  $in cmbargo, no se sabe
gue tipo de MG preduce cada célula y en gue circunstancias

‘especilicas es Jiborado. En  los  artfceuleos publicados @y

presentados a continuacion, use dan evidencias experimentales de
que  cada tipo celular produce su propio MGI con caracteristicas

diferentes, en cuanto a su actividad sobre la proliferacidn vy
diferenciacion de log provursores de 1a médula dsea, sicmpre vy
cuando  las cdélulaa productaras  de HGE estédn a  su vez  en
praliferacidn actk iva. Con  esta finalidad, S50 cultivaron

fibroblastos y células epiteliales de pulmdn y rifidn de ratoén,
para determinar si la produccidn Jde M@ estaba relacionada con ol
namero  de divisiones celulares ofectuadas en cultive in vitro.
Los datos revelan que  la produccidon de este factor se lleva a
cabo solo durante el ciclo de division celular v que se detiene
cuando  dichas  divisionoes Lon suspondidas, Inclusive, 1a
produccion de  este factor se recobra cuande las edlulous son
cst.imuladas a proliferar nuevamentoe por medio de agentes fisicos
o bioldgicas.

T la segunda parte de ta investigacidn,s s¢ tomG ol MGT
porducido por fibroblastos (CSP-1) para inducir la  proliferacidn
de células de mdédula dsea, con la finalidad ue evalular si un HGL
induge la aparicidn de otrous. Hucstros vesultades muestran gue o
M~-CSF o también llamado CSF-~1L, al inducir la proliferacidn do
células médula Osea, induce asimispo a la producceidn de  otros
tres  nuevos  MGIL. Los nuevos MGI pfcscnlnron un peso moleocular
aparente de 4%, 30 vy 17 K daltones. Suponemos gue ol pico de 45
K ea el praducido por lus wmonocilos on respucsta al CSP~1 ya  que
hay reportaes (Weiss 13, 1982) Jde que una libea de Ltipo macrofdqgice
wWR19 es capaz de producir un MGL de eske misno  peso, Yy que
monocitos humanas sccretan una moldécula igual ( Sachs, L. 1981).
Aln ho determinamos la procodencia del MG de 30 K, siendo el e
17 K la 1L-1 secretada igualwente por los macrdfagos. De manera
similar se inddije a la mddula dsca a la proliferacidn con un MGl
de 45 K, con la finalidad de determinar siceste MG era capaz e
inducie o la produccidn do otros MGL.  DPara, cllo se cromatoqralic
el medio condicionado por la médula osea activada con ¢l MGL  de
45 K. Encontramos aparte del pieo de 45 K oltros de 30 Ry [7 K.
" Como aportacion a la teoria moderna de la  hematopoicsis,
se discute la intogyracion doe cirenilon coelulares vy o mecaniSmos
reguladaores, mediante leos cuales  durante un proceso e
proliferacidon vy diferenciacidn, participen c¢élulas del cstroma
moedular como son los cepilelios y los fibroblastos junto con {os
progenltoros hoewatopoidlicos vy lus  factores recientemente
caracterizados.



INTRGDUCCION.

T. HENATOPOYVESIS T MEDULA OSEA.
#. Canceglios acbmzles .

.3 medula osesa oe solapente  estz  Anveoluacrada en la

QUNErECLon oy celulas wmoadavos  sccoosori oncargados de 1a
regpussta dinmme no especitics (1,2, sine  tambien en  1a

produccion  de  varios dipous de linfocitos T vy B (3,4 cosecisdos
con  lg  fupecien dJdel sistewma inpune especifico. Los celulos
ageiesorise Incloyen o les cwluloe sspeciislicedass presoptaddorss doe
antligenos come las masrofages (23, celulas dendriticas (5,
celulss dintratinicss (&), celulss de Lonoerbisng onitre  oliras
(7.8 ¥ @ celulass efoctoros aseuiadas  con 1a dafonss
irmmunologicy coma  los newbraf oo, posinefilosy basoflios,
moanacitos (1,2, celulas cebados (2,10) v cwlulas NK C11,12). Es
interassnlbe mencionay  gue ¢l funcionasmienta de eslos  sislewnss
celulares es controlado poe 13 presencda de sustancias libervadau
3l medic  pov les mismes celoles.  Bo oparticular 8 de hdcerse
natar que los productos secretades por los linfocites, entre los
que o encaentesy 12 linfoclnas v s immanoglobulings,  pueden
regielsy los funciones de 1o mavoria de las  celulas Je 1o meduln
oseeg.  Ademes mencionavemos que Izs linfocinags derivadas de Lo
linfocitos T. tiensn sporte de las funciones de regulacion snhoes
mencionadias los  de dinduccion 3 1o prolifervecion de celulas
hemnstopoveticos de 1o aedulds oses (1460,14610, Aungue se soabe cadas
dis mas sobre cuel Lipo de celuls fabrics v csecrete ygue Lipo de
citocing, todavia e desconoce  mucho sabpe el  mecanisme  gue
cunkrola gsu produceion,

Unicomente 1l eritropoveling poroce gser el pazradigms  de
ung  horwonag,  debido & gue su proaduccion ey loe rintones et
inversamente relacicnada con &) suministro de oxigeno al oprgano v
o que su pringipsl sccion estz e lo modulacion  de lix
eg¢rltvopovesias en oltro oryano (la medula ogseasd.  Tambien existen
gbros  Factores gue reoulasr 1o hemabopoyesis oue con producidos
por «<elylas extromedulares como aguellas gue Topwan el estroms
entre  las cusles oe epcuentran los  fibroblastos vy celulas
endoteliovles. Les celulas madre v las celulps progenitoras en la
medules csea por tianto noe solo egten sowetides a8l efecto de
factures de  requlacion  secretados por las  propias  celulas
hematopoveticss  sino por las celulas cstromslee gae los vodean.
En ofecto los islotes Jde prolifervaclion hemstopovetica ocupan
nichoe gue contienen diversos Lipos do crlulss sanguinwas spserte
de ostar rodeadas por celulas endoteliales v fibroblasticass., E1
necanrdsme por el cugl se lloevs acoebo la coovdinscion de o estoe
plostena o es obvio, pereo se sabe gue hasts con la  ooupacilon poe
parte do las  Factores de Len solo wn 103 de los  receptores
celulores  para gue @1l foactor de crecimiento ejersza su efocto,
Ouiises 1l prodoccion de celulas de 1s  sanove  represente ol
resultade  dintagrade de innumersbhles microcosmon en  los cwales
eMicten reder. de dinterazccion @lestorie entre lag celulas




patromsles ¥ logs celulss hemstopovebicos (145

Lo praduccion de 2elulass  inmaologicsmente competentes i
partir  de lié medo'ls oses eeprecents en sl ogn proceso mpavhanbe
para  entender leg necanisntios de lo defensa del orgonigmo  contra
cuerpnos enhrsnos.  Boe o juastoments en oosle argonn en donde se oorean
Tz celulos wzdurss que participan &n log mezaniswos Je  defenss
[AREN clstema Lwane ne egpacifica. coms  Los  macerofagos oy
granulovitns, Bsias - celulas aparvie Jde parlicipar en waecanicmos de
defenss no aopecilics com son 1e Fogocitesic v la secrecion  Jde
Liaiven Lambien un papel o el sistewmos ingne
wipeo s Fica 31 fupciongy como oelalon dooecoariesy prasantadoarsy v
pracesadoras dJe ontideno, Bul cons e L3 peoducgion de clitocinaa
importante Vinteriencios 12, Menrionaremoy por ollino que ey en
1a meduls oses en donde ne generan los dppcursores Je todos  los
linfocitos,

Mucho  do 10 gue bse ssbe ocercn de 1o bemstopoyesis, se ho
aprend ido a partir de experipenbos dm witirw. Eato se dobe o que
lus celulas bemetopoyeiitses  die La o medila ased poden ger
digpersedas  en suspenslion de celulas individuales posr  medios
mecsnicrs  simples, permliicnds  eohbodicer ol crecimiento v o 1o
Jiforenciacion  hasto de la provenie de uwno sola celulas  in
witrw., S reproduce epn 1o Fig., 1 un modelu de 1o homstopovesis
baspdo en  los expevimentos dessirrollsdoes  din witro dursnte  los
gllimos 20 anos gue ilustra el priancipio general peepbtado de  que
todiss  las celulss die la savgre deriven do onag celnls madre Conune
pluripotencial v de Lliaasges discretos de welulsas progenitorass
(147).

W Las colulas madne lhenatopoveticas pluripotenciales.

Li evidentis de la existencis de relulos wadre
aematopayeticas pluripotenciales Fug primeramente obtenida de
auperimepton  Im wiwve en los cueles celulas de la neduls oses
fueron  tvanelerides @ hospodira wrradiados. Bo  atiliizgron
mareadores cronosemicags unicog para  demestrar Jgue celulas
mieloldes v linfocitos T v B en dichos hospederos, provenian de
wna celula modre coman (13,4), Desde entonces el ensdyvo estandaor
para  ceinlas  modre hemstopoyeticas pluripotenciasles hia sido el
llamado de unldad forasdors de colonias de bavo (UFCH) {mejor
coneclds pow sus nidglas en ingles ZFUan Colany=Forming
Mhit-8pleend (14). el cuagl e basa en 1z ebservacion de gue 1o
invecsdon  de gantidadoes ovedusles de cwelulss de medola oses  on
ratonas irradiados Ietalmente cosulioba an la aparicion de
coloniss mucroscupicis diserelss en ¢l bawo. Esbtes colopiss
oatahan formedes de celnlas sanguineas de diferentes estirpes, Se
e damostrado que eogtes colonises son clones (19) gue  contienen
proporciones variables de celalas eritroldes v celulas mieloides.
L trenaforencies do wobas colonias individesies de bezo & ohroo
receptores  ivppdisdos ha Jemostrado nuevanente 1a aporicion de
colonias  gue conblenon mes UFCh (14 De ests manera s@ hin
realizodo multipleos tronsferepcias en los que la progenie de uwna
sols volenis he sido sevisdemsnte tronsferids & waltiples retones
irradiados  letalmente, domostrando siewpre 1o presencia de




precursores hemstopoveticos en las UFCH v por tanto la extialencia
der celulas pluripotencioles (17,182,

o ddwa de 1o exdstencic de un limite en la capasciddd de
GULO ren ovac iom (BT} las  celulas  mederwr hemwtopoyetlicas @5
cembterpvarsial (L7,19),  Aungue los experimentos que Lrotan de 1b
Lyansferencls serisde G weduls gsed, @ teaves o hospordoros
irradiades (17,18, haven dewmostrade el seotawmienteo eventusl de
lia capiucidid de los celnlos moadee hemptopoyvelicss di vepoblar lae
sistemes hemptopovelicos Jde los anisales, hiay evidencias gue
SGpPOYan w2l punte  de wvista die gue sty eeflogs an efeuto de
Lrengplanta (20,21 v no oun limite intrinseco de 1o copecidod do
renuevo G Loy celulas, For o egemploy puperimentes on los sl
animales individusles son selidameibe tratodos  con drogas
ciitoheiricos que seloctivemente destrayvien log celolas on divicion.
dampestran gue po sxwiste oevideneiz del docrowento en 1a capocidod
i proliforscion de los colvlae hewstoporeicsds rempnentos (21,

Es  dmportante hocer notar ygne la soblacion de  celulas
hematopoyeticss pluripoetopcicles 24 heterogenes (12,203, Hoay
pvidencis de que exisie ung gerarquia en 2stos celulss pueasto gun

1o wmachivaeicon g correlscions con un deceremnento on el potoncigl
de autorenusve siendo eoste mas alito en las celulas en PR SO

gue oy los gue ciclan (23,20 Fectenbements oo hae demosleado gue
lag colunies, evsluadas 7 dies despues de la dnyveccion e celulos
do meduls ovoead oz rabones  deradiasdes, Foerman oube poblicion
distintn con diferentes propicdodes de  aquellas  colondaos  gue
toeman 132 diss ef spevecer (32),. Los coleniee deld ois 12 vonticocn
grandses  cantidedes de progenitores benatopoveticos ep contrasta
con  les  colonids dol dis 7 oque pars voeaster hechass o celelos
gritroides Jdiferencisdes, FPorece probsble que las colonias del
dias 12 conbienen mos UFCE v ls cepacided do repobler animales
con  todes los linsjes bematopoveticos v linfoidoes,  oungue  egto
tendra que  ev Formislmante westoblacidio. Nespuess  da wale
dewmostracion de Lo heterogenwidaed de las UFCh, panchos de  los
primeros dotos estin slendo revissdosn,

Loas celulas progdeaitprass, considevadas esbas comn 1
provenie inmediats de lees coelulas wadre. son reconocidog im vitro
par  su habllided de proliferar pors prodocie colonios de cnlulas
madurss  del  linggo spropiasdo. Por omuachos snos se Supo gue 1@
sobravivenciao, la proliforecion v @l desarrollo de egtas celuloas
"fornadoras de colonlias®, roguerisn e la presencios continus do
moleculas reguladoras del creclaento.

Actucluente las teenicios de ¢lunacdon moleculsy hign
poevraitideo contor con log fectores de creciwlento  hematopovetico
2 forms ceconbinsnte, L significancia Jde estos descubeimiantos,
poguranente ayvudora al mejor wntendimiento del peoceso global de
Formscion de los celolos do li Gongee, wml CouEl comLenos dursinte
la smbricgenesis con ¢l establecimignko de neguenas cantidades de
celulos madre hanclaopoynticas (3857,

o owvirvtud de sw habilidad dw sutorenovacion, suflcientoes
celulagy madre  son gehevadses no solowonte  pave  wenteney 1o



poblicion de celulas senpuiness o Lraves de Te vids odulie.  sing
paris  peoducir per diferenciacion los progenltores de  todas las
celulas hoewstopovelicss, s eobvio gque ¢) mentenigiento de  1a
nenstoporecis roguiore de un halonce manteplido  enbre (=¥
guwlorgnovocion v lo diferencigeion,s  Si demaesiadas celulss madre
g JifTerencian sin garanticer su oreemplama, el aigtoms  pueda
sufriy une deplocion (anewii?y  mienbess i pocasc se diferenclsn
y auwments el oamero de celulas progenilbovas, aparte de  que  no
habrri suficicenle ahoesto ol compaviimiento do colelos moadurys, YT
cred  unp anmenlo aporwmal de celulas indiferenciadas {loncemiat) .,

Olisewvsciones e grapes independientes  indilcsran e
colounias de granslocitos (neutrofilos) (26) o macrofagos (270
podeian  dessrrollprse  on sgar, cusndo se Lenis presente en ol
cultivo wuna caoes de celulas  suestontadoras o de  un medin
condiclonedo por celulss de bipo fibvoblostico, Tesde oenlonces
mlificociones o esls tecnica han proveido las condigiones para
que bHbree  Lipos wieloides, como syaellos guoe expoanden celnlss
rojaty plaguetas vy  wosinofllos, poedan ser esbimalades para
formar colonlias (283,

C. Progenitores celulares hewatopoveticos comprometidos.

L entrsdis de une progenie de  celulss  hemsliopoveticos
pluripotencisles a ana via de diferenclacion definida os conocido
como compromiso celulasr.  Se geuite aenvalmente que @l comproml e
esta  ocompansdo  de una restriccion irreversible o perdide dol
pobenciol  generador de celulss de otros linasjes (29 La  wmayor
actividad proliferativa en 1a meduls 0sed parece gue ocurre  @n
los pragenitores celulares compromelidos,  Unidcomente ang pequonn
proporcion de las celulas wedre pluripotenciaies en la  meduls
oses ests ciclande setivamente ep un momento dado (30 wmientros
gus entre 1l 50 vy el 70 ¥ de los progenitores conprometlidos
tardlos, come las celulas Forwadoros de colouniss de pocrofieaos »
granuwlocitos, pueden ser destraidas por un pulso dJe timiding
tritisde (31). Lo copecidad de proliferecion gdenerslmente decling
en los miembros pas diferenciadon de un linage,  aungue claro gue
gata no ocurve para los linfocitous. Actuaslwments 1os conceptos de

asubapanovacion de los progenitores cowpromebidos an la
hematopovesis normpld Yy lo generscion de nuevos progenitoves

partir de celulas wmadve pluripotencisles westa  sufriendo  unas
reevaluacion (32),

El procese de cowmpromiso e¢n la Jifervenciacion mielolde
ocurye  en etapasy por ejemplo pars 1s prodaccion de celulss  de
tipoe granuleocito v wagrofaun (Fig. 1)) primerno se  produace  un
progeniter  celuler de ambos tipoos celulares {(celuls Tormadors de
coleniase de granulocditos ¥y wacrofayos CFC-GHM, mojor conocido por
aus  sigliss er dingles GM-CFCE ovaimlocyde and  wmoorophsge  colony
forowing cell) el cual tlene lo carcocteristics de haber pewdido lo

coposcidad Jez produciy celulos dishtintas o macrofagos ¥
yranulocitog. PFPosteriprmente este precursor produce 90 su ver
ovhoros progenitores celulsras  gque son mas vesbrigidos en sy

petencial de proliferscion los cuales pueden producier  solamonte
granulaecitosy o solsmente mescrofagons (ODFC-G v CFC-MY.
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Iy La weduls ovsea In Vivo.

dntes de congiderar con mas dotaslle los estadios sobre 1
diferencisoeion de  las celalas de 1l medulis goes in vitro, oew
importante  analizar lo estructurs de cste opganos B conhraste
con 13 mayorio de los sitemss que se oldlizon in vitro pisra el
estudlo de lo medulo oses que carecen de  estromia extracelular,
lus experimentos reglizodos in vivo bienen ygue Lomsr en cuents 13
existencia eer unag estruclturs de sosten  bien  peganizada vy
anptomicaemente  wuwy complejs (33). Bl Legido de la medals oses
edta  orgonizedo  slyrededor de wan sigtemd  extonso  de paredes
delgades conocidas como loe s8nos venoooss  bas celalas  methiras
quae  Se aenerasn e¢n 1o meduls oses entean 31 Lorveenbe sobguinco o
raves de laow  aperturas del citoplovma de 1oy celalos
engnteliales de estos senou venoseos. Las celulass endotelisles se
encuentron sobre 1o membrons basol 1o cusl wasto cublierla pur las
celulas advepticiass on sy cara esterna, vy oshes g su vor  ge
ramificon  en el espocio pevivascnlary Forwoando an eeliculo gue
contiene las celulas hbematopovolicas,  Exdisten opliniopes  que
consideran que lag sdipociteos de 1l meduls  osca, los  cuales
tienen wn papel dimportants en 1o regulacion de 1a hemobapovesis
24y, se derdven de estas celulss adventicicu,

En  slgunos cases se pueden identificar morfologicemenie
2lgunas celulass  provenitorvss bemstopoyoelicss partlculares '
deborminar  gu  localicacion en el retloculo perivosculars [Por
ejomploy, so hisn obseervado weyscoriocibtos Jdiferenciados adyscenlen
2 log senos perivasculares geaerando plaogietas.  Gengrolmente lag
crrlulas @ estodios dindcisles de las viags de difervenciscion  de
eritrocitos v gronmlocitos se aparton de lag paredes de los senes
et comparacion  con las demas celulas maduras.  Mog aun se hiz
demoustrado gue en medulsz ousepas intensonente scbiva, las  celnlas
sepecialiciEpdos come  los  mscrofonos (35,356,237 o las celulsu
reticulares (338) o las wmultinucleadoss (36) celulas ramificadas
con un citoplasosme electro denso, estian cercongments ssociades con
celulas hematopoveticas  inwaduras, Tambien hay evidencioss de
diferencios en 1s disteibucion de varios progentiores en
distintas vegliones macroscopicas do la meduls osea (37,38).

Es probable gue pronto se tenys was informscion arerea Jdo
la relacion gnatowicas entre celulas progeonlitoras bematoporveticas
especificea v tipos de celulas cun posible Funcion veguladors v
U actnalmente se  cuenta ool parocadores e superficie
sepecificos pars cads dipo cwlulor, Enbtre los posibles coelulas
requlodaras se encuentran aparte de los gue pervtencecoen al  micmo
gsigstema hematopoyetico (macrofogos » celulias T aqguellss dr Lipo
fibrablastico v epiteliasl, Es sufigiente decir gque la relacliones
compla,jss o intimee  entre  log celulas  henagtopovelicss ¥
esteromales  en 1a meduls oses in vive, son destraidss en los
sictemnss de cultivo in wvitro en lo ague wmuecho  del  trabaojo
ciontiflico we ha basado. e hecho un aspecto clave de 1a mayvorlo
der pstos sictemas In vitro cunsisie on el estudie del sislomiento
de celuless dndividulales, gue conlleve sl mejor entendimiento de
sug funciones partliculsreys.

=
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IX. SISTEMAS PARA EL ESTUDIO IN VITRO DE LA HEMATOFOYESIS.

A, E1 cultivo de tejido hematopoyetico.

El cultive de tejidos hemastopovetico v linfoide he lograde
ser on wetodo ubkil pars delepminizy su propis histogenesis, Esbos
tejtdos no son cultivades por medio de las  teonicass  comuamonte
teseritizs de explantes por celulss adhersntes,  log cusles no

necesitan de factores de  crecimpiento mxharng para Su
proliferacion. Las celulss hemotopovebici B necesiten  de
inpulse mitotico pues no conservan bu capscidoed de proliferar
per mucho  tiempo in wvitro cin  la adicion de  Faclores dJe
crecimiento oxternog, Snlo hasta 1 desarerolle de naegvss
tecnelogiss de  oultive, st2 pevmitio Qlivk @LLon tenlidos
proliferaran conservande ¥y manifestande sug  caracteristicas

intrinsecss (329,403, El1 descubriwmiento del ensayo de colonius dn
vitro de progenifores celulares hematopoyetlcos fue  un eveonto
clave en los anglisis in vitro de lat celulas de Ta wedula ogei.
Fluwenik v Sachs (39) v bBradley y Motcald (AQ) observaraon gue los
pragenitores hewstopoyrblicoes podian producir coloniss de celulow
diferenciadas cuasndo  eran sembrodas en saespencionoes do celulas
gislodas en medio de cultive de Ltejides en presencis de agsr o
mptileelulosa  para Formar up gel o medio viscoso, E1 creecclimiento
de esas colonias Fuw absolutamenhe dependiente de Lo presencils de
celulps gsustentadoraas,. Subsocuentemente se denostro gue el papel

de las celulus  sustentsdorss ars produciy Factores tlet
crecimiento vy gue dichas gelulss podian ser reesmplozadas por ol
medio condicionado (41,42), Asl e pudo logrsr un sislemws  awy

simplificado on @1 cdal se podian anslicer las  accion  de
diferentes sustoreclos nulritives v on eupecisl los Faclores de
crecimiento vy o los de diferenclacion v regulacion de wstos
tegjidos, De ests Forme los cultives de tejidos benstopovelico
linfoide se desarrollaron  mediante tres tecnicss diforentes pero
complementaring, Fstss tecnicag gue we diferencisn principelwente
en @l tiempo de cultivo ge clasifilican en® cardo plaro (mepon do
tres  gsemende)y & largo plazo (mas de Leos neses) ¥ de linoos
celulares gue responden unicamente s dedterminados Factores (43,

A1 Nomenclatura vy clasificscion de las celulas formadoras de
colaniaa.

Los  pistemss Jdo coloniog in vitro hon formsdo 12 bose de
las  ddess actuslevs gue se Llenen sobre las celulas progeniboras
hemstopoyeticas compronelidss, Inicialimente e gupp gue @l
potencial diferenclador de un progenitor cuelular o CFGC, o anidad
Formadors de colonla en cultivo (UFC-cY, podias inferivse a pouehir
de 12 naturslexs de lps celulas maduras gue se encuentran en la
colonis. De esta maners la celuls gue produce uni  colonia  de
macrofagos por ejeaplo, se dice gue ha sido wna CFC de macrnfage
(CFC-MY, Uno de los primerog frutes de la tecnologia de toelonias

, fue lu demapstracion de celulas frarmadoras der coloning
bipotenclislug} | pur ejemploy,  se comprabo guo una sola OFC podia
producir unz S ecolonip  contenktendo wmacrofageos v neutrofilos
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indicando que  dichos celulos compartian un wmismo  progenitor
{44},

Itehe  eofobicsrse gue le desiongcion de unp celnls  como
progenitora dJde  an linsge particuler, con 1a implicocion de su
compromise o oun linage y o su yestriccion o proaducir obros celdlus
e obtres linojes, W o potrictamente oporacionsl. La capatidad de
TLF: CFE docday de  euprecar btedo ol vango  del potencial
difevenciador, depende de condiciones asprapisgdas? por ejomplo, de
1 presencio  de mmdliples Poctores solubles gue o pueden  sorv
necosariamente proveidos por cuslguier abems, Eo ool como  low
progenitores eritraidos bauprsnos por ejomplo, pucden ser sola
detectados wn @nusayos de colonise pors la cepnevacipn de colulas
gue conlientn hemgolobing, wun proceso  que regaiere doo dos

Factoroes. El  primerg ey w1 factor satimulante  de colonia
evilroide (Ltombien  Llomoedo RBEA, el dngles Freeab-Promoling

Activity) v  la segunds la eritlropoyotineg, 1o cual soe requiore
paera laes oelspss Lterdiss de ls diferencizcion (A5, 44,472 For
tanty no  es muy sconuejasble decie gue 13 ansenciao  de oan tipo
particulsr de celuls  epn ung colonts os indicio de gue 1w CFC
carece absnlutomentie de lo cppacidad de genwror dicha celula.

A.2 Tipos de progenitores formwadores de ceolonlas In Vitro.

Cuando  las condiciones son optimss para el crecimiento v
la difeventiscion de un dipo parvbiculae de celuls hemotopoyelicoy
@l sistens de ceolonias ofrece un medio convenionte para  eotimor
1la frvecuencls de la CFC relepvate en verise poblocicnes de celnlas
de diferentes tejidos. Hsi los efectos sobre la Teecuencls Jde uns
CFE  en condiciones pstologicss o experimentales  puede BsET
wonditoreada, v lag carscteristicas flslcas v de guperficie
calulse de le CFC pueden ser invesligoedss. Mac anny hay melodos
disponibles para analizar los efectos de Tactores solubles sobre
wl crecimionto ¥ lo difereoacidcion de une CFD on particular.

Los ensayos de coloniass se han desasrrollado parag celualas
e praducen colonles de megrofogos (CFE-14) (37, 4B¢ 49,
negtrofilos  ("*granulocites®) (CFC-G) (40,492,.00), meqgacariocitos
COFC~Mig)d (91,523, cosinoflileos (CFE-FEud (D3.54), celulos cebadas
(CFC-HMC)Y (55,54, v celulas eritroides (CFC-E), Lau coloniass quo
contienen wmoes de un tipo celular tasmbien s ban ddentificsdo,

indiecande qur 13 CGFC en esos cosos no estaba restringidas 8 un
golo linagje. La primers CFC bipotencisl que fue identifico gue
daba  coloniss de macrofagos v neulregilos ¢ granulocitos? fue

Tromada CFO-0GM (443, Recientemenhe hsy obroes reportes cobre 1
aporente existencia Jde obros progenitores bipotencisles. fas
colonlas malticentricss de celnlss erilreides eon slygupnos CRsOE G566
ha demeastrado que conbtienen megacariocitos derivados del miswo
progenttor celulsr (573, Hesy otros reporles gue proaeban gue uno
CFC puede producir colpniss que contienen celulas erliroides wnas
pasinofilos (58Y, o celulss eritroldes mas grenulocitos (59,

Ho sido corroborado gue hay celulas capaces de  prodacir
linsges multiples @n colonics, VAR N elemplo cveluyloas
pluripotenciales., Los lingjes que se pueden encontrar en  tales
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ctolopias Incluven cerlulas eritroldesy mMegseariociios,
neutrofilos, macrafegos, eousinofilos v lintfooitos (80,4610, Cierto
arado glgnificonte de autorennvascion de los progenitores o do
lac  celulas  wmsdee pueltde presenbarse e lsg colonisgs in vitro,
come  es  indicade por el hecho de gue aldunas  colonias mixtas
caonticenen gelulsas  cgpaces  de produaciv o omss colonioo it
(61,62, A1 wepos algunas de esiss colonlss  mixtas  conlicnen
UFCYH cerlules  capaves de produciy colonico  macrascopica: O
calulos eritroldes v wieloides en los bazos de ratones irroadiados
(61,82, v gue  las UFEL han sido obtenidss de poblaciones  de
celulos en expancion tomadas o partiv de colonios individualeos in
vitro o lat U somanes degpues de indciado Lo Tormocion  de Ll
colonia (V).

Mis racientempente un segundo Lipo de colonia proadoacids o
psrtir de UFCL ha sido devscrita (&4). Cota colomia contenin solo

pequenas cantidaodes  de telulss gue crocien lentamente ) go li&s
poastulade que 1o UFE en edle cooo correspondia o los celdlass
madre pluripotenciales en  cicleo wos  lentas que  tippen  la

tapscidsed e auterenovacion mgs erande (33,240, Debide o gue las
UFCh son haterogyenesy (19,722), 1o peestneiz in vitro de colonias
derivodas de esdtas, no neCesaridmente dimplics 1a presencia de una
celulas maedee pluripotencisl  ceper die un antorenuevo extensu o de
generar celulas de tdos loo linajes hematopoyeticos v linfoldes,
Obvigmente sevrs dJde ovad interes pses loo lompanelogos 5100 se
depuestra formalonente i e 1a  cluse doe celulas mered v
pluripolenciasles cepez de prodoaciv linfocitos puede cprecwer én oun
epsavo in vitro.

A.3 Consideraciones acerca de ls interpretacion del aparente
potencial diferenciador de las UFG.

Es  necegario  rveiversy ygae @1 polepcial completo  de una
telula hematopovetlcas puede o Ser  espresado bojo cliertas
condicimess For ogjenplo, e no debecclon de linfocitos B en
colonios mixtos (461), no necesorismente signlfics gue la UFC &n
cuestion  carvotis del potencisl de prodociv estss  celuless,  sino
quz las condiciones fusron inspropiadss pars 1o diferenclacion de
Linfouitos B detectzbles,

Merece hecerse notar tambien gque uan bipe celular gque e8
dificil do  ddentificar (o mas gbvismente squel gue no se  he
buscado) tLiende 8 s2e Lyghorado. fuiy oo hay dstos de  1a
vcurrencis  de colundias ip vitro, volas o von otvos  tipos  de
celulas, de protimpecitos (celulas restringlidas & roepoblar el
timw)y celuloas pre-R o inclusive celulss sccesoriss como  lan
caelulas dendriticas o celulas de Lkangerhans. Es  posible gue
algupas  de estos  celules o suas precursores  podieran ester
incluidos dentwrp de 1los blostos presentes en las colonlas,
usnElmento  clasificadas por  gu contenide de celulss madurss
reconpcibles comn por gjenplo  colonlas de "macrofagos-
granvlocitos™.




A.4 pmbiguedades en la identificacion de colonias celularas.

Incluse lss celulas mioloides pueden  sar Jdificiles de
identificoy  corrouctamente  cuande e presentan e sitaaciones
snorpales ¢ en eskadloa de waduracion, E1 primer  rveporte de
cracimiento de coloniss  de celaloas  homstopoyelices  en ayars
incorrectamente identifico las celulzes como mastocitos (373, lLas
coelulse en cuestion fueron wecvolfsagus. v 1o confusion fue causads
por @) hecho de gque ellas fagocitoron agor, el cusl se lenia de
una waners metoaoromsties saimilar 41 polisscecido do log granulos
de los wastocitos.

Se hun  roporiade  dos Lipos diferventes de colonise  de
epalnufilos de rateon (34,a42). Loy vosinofilos fueron inicisalmentoe
idwntificados por 1s binclon con Giemss de colonias  gue heniagn
una digtribucvion casracteristico de celulaos dispersas. l.a
microscopla wlectrondcis de estas celulss Sin ewbevrgo no revelo
log gramulos Lipices de lod eosinofilos,. Mos reclentemento usanda
sutul vapido de laseold como upis bincion sspecifica pava eoqinofilos
)y el ndsmmo grupo encontiro que ottas colonios dispersss no ge
tenisn. Sin emboargr los celulas positives 51 azal repide de Luxeld
cotabon  preosentes  en wno colonls difavente mucho mas  compacts
(GAY.

En  wmuclivs casus los newtrofilos (gpronulocitos) han sido
identificodos en  tolapnias unicuamente por su nucleo an forma de
anille gue ws coractberistico de los rewbrofilos  inpaduros.  S5in
embargo  #sto porece no nuy satisfaclorio pussto gue uan subyriapoe
de  wacrofagos o ha reporlicdo gue tienen un nucleo en Forms  de
gnilio (47,4B), Se han observado obros celulss gque pudiervan ser
confundidss Comn neutrofilos: wvalea “on probhublementae
megacarlocitos  inmosduros con auwclens profundamente  identados o
lobuladoy Qe pueden  psrecevsee  mucha & los  nuclevs de
nevbrofilos (&9). Se requiere un gropo de marcadorves obviomente
pira la flirwe didonbtificscion doe los celulos, parbicularmente  on
situasciones no Tisidlepgices, En 1o Teblse 1 se enumeran algunos
de los antigenonw de superficie de las celules hewslopayeticoas de
raton conepcldos & la fechs, gue avudan en parte ol reconocimiento
del tipo celular (703"



TABLA 1
ANTIGENOS DE SUPERFICIE CELULAR EN CELULAS HEMATOFOYETICAS [E

RATOM.,
Ag Otros Cb RMstribucion/Funcilon Mr Cromosoma
nombros (kDo)
Ly=1 Lyht~l Cus Cols Ty subyrupo de Gel R 70 1%
Ly-2 Lyvt-2 Chiga Linfocitos T ¢it. 30 6
Nhdhesion dee CTL.
Ly=-3 Lvi-3 Chgh Linfocitos T cit. 39 I3
s ion e CTL.
Ly—-4 L3T4 Chng Linfocitos T indwgztor/ a2 é
guMiltiar, Unior de Cede T
HHC close II reshbringida.
Ly-T  TROO.CLA EN4AG Pan-leucocito, Ervitroblsslos jedely] 1
Cal, Madre, Cel. Dendriticos 210
folitulsres, Timocilog, 200
Maduracion Cel, B 120
Ly-G R220 COATGR Gel. pre-B v B, subgrapo Jde
{B2320) Linfocitos T clt, 220 1
Ly~&hs Tap, Lintoccitos T » By Sragnulo- 12-18 15
~-4B Ala-1 citos. Activecion de Cel.T.
-&C Ly-272,28
=611 Hal.a-1 , [1AG
-1
Ly—-7 Linfocitos T y Bysubgrupo de 12
Timocitos, 15% de 13 medula
CHIE S«
Ly-8 Ly-t1 Timocitos, 18-22
Ly=-o Loap-100 Linfocitoy T v My Timocihtos
T100 BFU-E, algunuas CFU-F v CFU-GM, 100 1
“Mo
Ly~L0Q Linfocitos T v By Timocibtow. i
Ly=-11 Subgupo de Linfocitog T, Cel. 2
Noturales Aseailnss (WK,
Ly-12 Linfocitos T v B. &7 1%
Ly-13 Linfocitos T s B, RRC,.
Ly—14 Linfocitos T v R, 73 7
Ly~1% LFA-1 Chiila Linfocitos T y R,
Cel, Mieloides, Cel, NK, 177 7

Eritrocitos v Cel. Madre
Mieloides, Adhesion de CTL.
Ly=1& Ly-18 Lintfocitos T it 1
Ly-17 Lya~-20 CD3I2 Linfocites B, Cwl., Micloides, D55-40 1
Cel, Langerhansy Thinfocitos T
Cel, Madre., Receptor Fc IgG2br1
Ly~18 Lym-18 Subgrupa de Linfociltos B y T, 12
Timocd tos, subgrupo de medulsas
DGR3
Ly-=19 Lymu-1% Linfocitos T v By subgrupp de 4
wieduls osea.
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Ly-20
Ly-21
Ly-222
Ly-23

Loy=224

Ly-35
Ly-24
Ly=-2a7
Ly-028

Ly-29

Lv-30
Ly~31
Ly-32
Ly-33
Ly~34
Ly—33
Ly—-3é
Ly-37

Ly-38
Ly—-3%
Ly—40

Ly~41
Ly—42

Ly—A43

l.y=44
Lybh~2

Lyb-3
Lyla—4
Lyb-5
lL.yb-&
l.yb~7
Lyb-£
Thy-1

e

Ly-22
Loym—~22

Fop~—1

cn2

oo
Chnlib

cnaz
cnan

cLz2o

Subgrypo de Linfocilos T.
Linfogitos T v I,
Linfocitos T suprrsoerns.
Linfocitos T v E,

Todos los lewcocitos no-T,
1005 de maduls oses, Cels T
e wemoria, Prolimocitos.
PhHdhosion

Linfaocllos I, Timocilog,
sithgrupo de LinTocitos T,
707 do moeduly oucs

Linfocitos B, &40Q% meduls osco,
Subgrupo do Linfocitos T y By

subgrupn de Timocitos.
Linfucitos Ty Timociloo,
subgrupe de Linfocitos B,
Linfocitous By subgrupo do
Linfocltos T, subgrupo de
Timocitos, 40X meduls oswea.
.infocitos B, siubgrupo de

Linfocitoas T, 70% wedulo osos.

Subyrupe de Linfocitos T, B
Timvcitos, 20% wedula ogseas.
Linfocitos L, subgrupao de

Linfocitos T. I0% meduls osea,

Linfocltos T v B, Timocitos.
30X meduls osea,

Timocitoas, Linfocltos T,

20% meduly oGeo.

Timocjios, subgreupo de
Linfocitus T.

Timocitos, Linfocitos T » B,
Linfoclitoes T » By Timocitosn.
Activacion de I Cel. T
FReceptor de rosoetas Es

Linfocritos B activados
Mocroragos, Granulocitos,
cels B Ly—-1. Receptor CIbi
Linfeocilos T ¥ R,

Linfocitos By Receptor Fo
I(,IEr

Linfocltos T v B Receptor
parg IL-2,

Linfaocitos RB.

Linfocitos B. Agtivacion de
Cel: B, respuests parecldas &
L4,

Linfocitos R.

Linfocitos K.

Subgrupo de Linfocitos I,
Linfocltos R.

Linfocitos R.

Linfogitos R.

Linfogitos T, Cel. Epitelia-
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les, Fibroblastos, Neuronas,
Cel,y Madres Activacion de

Cel,. Tv

Thy~-2 Timocitas 150 17

F4/30 Monocltos, Macralfagosn. 1460

Thi Linfocitos By Tiwmocilos 14 15

HSA Linfocilos B, Cel. Maduraszs, A3 (L R)
Mieloltles, Cwl, Madre Eritreoi— S20Tdim, FMND
des, subgenpo de Timocitos, IL(RALC)
PEX mecdula osee,

RP-1,40C3 Cel, pro-n, Linfocitoes B 140160
Lemp ranog.,

Moc-2 Macrofayoy peritoneisles 3
elicitodos con tloglicolalo.

Mac-3 Macrofagos paritoneales, 110

MA.S Analisis de 18 clonzlidad de uns sols celula.
El uso de CFC purificadas.

lLos sistemss de cultivo in vitro o bose de goeles, ofrecen
muchas ventajos paocs el estudlio de le& progenie de una  sola
celuls. For ejemplo, las celulas formsdorays de coloniaws  pueaden
ser  transferidas o posiclones determinadass sobre la  suaperficice
dul  sasr, donde en precsencis de Foctores solubles aproplados
formaran colonias,

81 ap pbbtiene uns pobliscion relativamente pures di celulis
CFC en partlculasr, por ejomplo uwzando tecnicas basadas en el
Lamsano (442 o combinpociondes en ¢l Lowanog vy la czpecidad de anie
lectinas Fluorosceinadas (1), ws Foctlble fronsferir celuloas
facilmente 8l agar desde upae suspension diluide usando une pipals
Fina. Este procedimiento se uso iniclalmente pars establscer
dneguwivocsmente gue  uni cola celulo pusde producir apis cwlania
que contenygs tonto mecrofages coemo nedtrofilos (44),

Identificacion preliminar de las CFC responsivas.

Alisernativamente, cuando las poblagiones enviquecidss  en
CFC no estan disponibles, lae CFC pusden ser identificsdas cons
dabletes cuando e dividen despoues de un corto  tiewmpo  en
presencia de un factor de ¢recimiento spropisde (2722, Asi, uns
gugpentlon de celulas asiglades puede sepr cembradas en  agar v
despues doe 16 hr  los deobletes pueden ser Lomsdos  uasando  Wits

pipets v tramsfevridos a posiciones warcadas en otrog platos. La
influsncis socuencisl de diferentes Faclores puede sar  eoebadisds
usande esos sigtemoas. Las celulss pueden aer axpuestas 2

determinediss condiciones pirg luego ser rebiradaes vy lesvadoes pure
qur  de eate manera cuslguier factor residusl proveniente de  la
incubacion iniciol ectars wmuy diluido en li segundo culbivo.

La becnics descrdita fue usedo para demostrar que coelulas



individuales Fforman colonkas  “mipxtos™ in vitro gue countienen
tantn celules mieloides como eritroldes (80, Ep otra serie  do
experimentos (72), ge  denoshiro o que uanag preparscion slbamen e
purificedo de an Factor ygue producis colonias do mzerofogos v
arsinloctbos (FEQ-MG) derivado o parlie del wedio condicionizdo e
pulmon, tepla & su ves el ofeclo divegto gsobre un CFC que  bLenis
el polenciezl de generse coloendisys erlteeoldes o mixtsase  Paro ello
una  poblacion ricas en celulss capacos Jde focwsare colonias
eritrotdes ¥y  rolonise minhss  sritrobdes/nieloideusy fueron
puestas s oung deonsidad Jde B00 celulos nor wml o de AT
ITnmedistanente lss  celulse fueran tranuslfeeidas o vrecipientes
individuales dJde culbdivo gque conlenion FEC-MG  puelficado, asl
cuolguier ofecto de cste moaterisl ey medlido direclsuwente sobre
code geluls sislada. Se eogtabloecicron wan totsl de 0386 cultivos
perE esbte edHperimento.  Deouspues de 48 Ly se  obyoerevo  gue 39
caelulas haebian respondido al  FEC-MG vy Hes peocodio ]
guplementarlos  con medio condicionods que conlenis fsctores gue
Se regrieren para =1 desasrrollo de colonias eriteoides vy omiztat,

Une  dir estos clones Fformo uns colonis wmiuks: v otro una
colonig 2eritereide esbleciendo 1 descubrimiento ingsperado de guo
el FEL-MG, durante ¢l periode inicisl de 48 bivy Liene influoncis
directa eon la division no solamente de las CFC-MG sino toumbien de
las CFC eritroides o wimtss. Sin esbe edperinento cuidsdoso del
FEC-MB actuando sabre OFC sisladaus se podris haber argumentado
qut: esbe faclor octusbzs indiveclomente por wmedio de  obvrou
celulas, Se considervo dosceibir ecste ultioo experimento  en
detalle pues en el rodico 1 srgumento fingl Jdoe gue los factores
de  creciniento no actuan wanicamente en un sole tipo  de  celulas
sino quee puede ser  compsrtldo persx 1o diferenciscien de
giferentes e¢stirpes celuloros.

Estudio del compromiso celular.

£1 preoceso de la restricclon del peotencisl diferenciador
Cincremento del cowpromisc celulsr) pacde ser estudiado snbtre 10
progenie  de una sols CFC.  Asi, los milembros de un doblete o
cuadruploete de celdalas provenientes de unig sols CFD puedon  ser
individusluypentsr prohados paora l1a restricgcion de sun potencial
lhscis varios tipos de celulos wadurses. S han ectudiagdo pore osls
wecnican las proqgenies de CFC-MG bipotencial pasra macrofagos v
grantlocitos (73 v los OFC mixtias multipotencizles gue  prodocen
colonias de aritrocitos, megacoriocites, noutrofilos ¥ wmacrofagos
(742,

Los dstos in vitro spoven el Ltipo de modelo de 1o Filg. 1.
Celulags individuales (CFC-mixtss o anbidades wielpides/writroddoes
en  oxpsnsion, UFE-H/E) se ha demostrado gue producen mltiples
linajos in vitro (460,410, Expervimentos on los gue tsles coloniss
mirctas st han  dispersado vy resembradeo como  suspensiones  de
celulss Jaisladas  en el ensayo de colonias, han  demostradeo  1la
presencly  de  al menoes  olounss de oot coloniss (41,632,440,
Estos  reswltados sopn paralelos ol sutorenuevo de las UFCh  que
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wston presentes  entye lugs coloanias sosplenicas in vive (14).  Las
caolopias mixtas tawmbien contienen CFE v pavecen ser restringidas
en  su potepecisl diferenciador ¥ generszr celonios que  contienen
solanabte facrofagos v nettrofilos (81,482).

Las rvelociones onbee loe verios lincdoes, pov ejempla en
log  puntos de romificecion del wodole de 1o Fig. 1y son
contiroverciales. El snslisic in vitro sistematico del polenciaol
difarenciador do 1o progenie  de CFC pluripotencial debe
errentirelmnente  resolver ests: cuesbion.  Los sistemss in vitro
afrecen la oportunidad  de  dinvesligor que  factores oextornos
influyeny T progenitores enteran o las propiedod i
adtorenuovd  de CFC dindividuales v su progenie. Algunes estudios
in wvitro sugicron una perdids de pragranscion del polencisd
diferonciator, mienterss e Gobhroyg sugieeon uns perod s sleaborin.
For gjenplo, e obseecvo (749 gue las celualas ervitroides eron un
componente  dnvsrdable  de les colonias Que  contendion linsges
mixtos, adewos 1los aulores copcluveron Jque 1a  ganevacion e
progenitorss presteingidos o 1o difecenclocion sriteroide ers oun
piso obligotoico en o diferenciscion de las  colulas  wadee
pluvipotenciclea.

Atreos investigadores sostienen gque ol orden por ol cual
laws velulss wmedre pluvipotencicles generasn los diferontes
progenltores compromatidos o8 alectorlo (28,75), La svidencia de
eete punto Jde vistis es b entgtenciag de colonios  wimtas  gue
contienen megacaripcitosy: granulecitos v wmacrofagos careciendo
de celulss  erldtroides (39,700 » ademis coloniss que conlilenon
pares de oiros  lingges pubollvamente  asleatorios  por  ejgeaple

eritrocito-gegacsriocito  (57), critrocito-eosinaefilo (58} y
granulecito-weerofago (44), No  debe pasarse por  sllo la

evaluacion Jde  esto grouwmento, ye que o pasible que  Factoraes
desconocidos  puedan  prevenir el desarrollo de celulas de  uan
linagge en parblcalar en unan colonts que pudo habor gencrscdo uan
progenltor celular apropisdo.  SdMporimentos en los cuales  uana
proporcion de coloriize  yue  contienen sl gropulocitos,
magrofagos v megacariocltos  cuosndeo  son resewbrados prodiocen
coloniss de evitrocilos (753, demtestran guoe Lol gsituaocion puode
oUurerdir.

Se ha eusmlnode usando ol ensoye in vitro paro celulas
pluripotenciasles Formadoras de coloniss el procoso que determlna
6i  uniz celule llevs scabo sutorenovacion o produce progeniiores
mag diferenciados sin sutorepuevo, Se sugiere gue el proceso gue
determing 5i el autorenueevo btiene lugor o noy, 4 weslbocsstico
(293, S ha reportodo (74) gue las coloniags mixtes in vitro
vartaban muchoe en su contenido de CFC-mixtas vy UFCh, refledondo
marcodiss diferencliygs @b el autorennevo de legs UFCh  mlxbas
iniciales pluripotencisles similormente 3 los contenidos en  las
conloniss del bhazo genersdiss g poavbly de CFU-s din vivo (160, Ellas
postulasron gue un  evento aleatorio ¢ pivel de las celulas
pluvipetentiales indlviduzles determing oi el autorenmieve OCHPTRE.
For otrs parte, otros autores (77) usando otrs vez colonias  in
wvitro, ancentraron 1o svidencia Jde gue la heterdgeneidad en ol
gultorentisve de las celualss medre pluripobencisgles no ero
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solimente debide & un evento sleatovio, oing gque tambien  eras
influido por fFoactores oxlermos como el tejido o pourtle doel  cual
13 CFC fue obtenids o 1o presencic in vitro del wedio condicinada
por celulass de wmeditla oses.

Se he digho tombien gque lus factores  ewlernos,y  como el

mwicroambicente, dettermingn el Tinage e @l gue ana coeluly
plurvipotencisl se Qiferencia (78). Alannas experinentos in vitro
sugderen YL la preszseacls de oritropoveting favorooo ol

compromico  de los progenttores de loo celales madere 210 linasge
eritroide, producienda una deficiencia de sguellos progenliorss
compronetidos  con ol linoge mieloide (P9), Otros han Follado en
confimasr wun efecto de Ia eritropoveting sobre les celulas  madeo
pluripotenciolos (80, La dispunibilidsd  de proepiraciones
homogeness de moleculas regulasdoras relevantes ncsande becnicss do
ADN  rocombinente.  combinady  con wesltudios de celules  gislodos
dabera esclarecer osto en un futuro corcano.

B, Cultivos a2 largo plazo de medula oses.
B.1 Principios de la tecnicao.

El sistems de cuwlllivos de medulp oueyg o lavgo plono  oslo
basado e¢n el estableclimiento idn vitro de una  capas  adherentoe
consistente de unsg neacls de celules vebromaicoe de meduls  oses,
Lo weleccion culdadosas de suere Jde caballo ¥ la adicion de suaare

Tetal de tovnera ¢ hidrotcortiacns (81.,.82) S0nN facltores
dluportantes on el establecimiento de wmonocapos ofectivas,. En el
procedimliento originel (82,830, despues del establecimiento de li
noagcaps se adicionaba  wna seaunda inoculacion de  wolulas  de
medul o gses. L bomperatura opbims pars lo produccion de celulas
madres fue cercans ¢ 33 L0 los coltivos eran depletsdos do 1o
mited de lis celulass no sdherentes vy deo medio de cullive cadis
semsana. Tales cultivos wmantenizn la prolifervecion a largo plazoe
e 1ps celules hematopoveticas pluripotenciales incluyendo o las
UFCL Junto con  las celulaes mieloeldes difevenciasdes (3303 v o las
celulas copasces de genersy linfocitas e hospedores  Lvesdiados
(84,85,

B.2 Estructura de 13 monocapa adherente.

llas WFCh vy loo prugenitores celulaves son  generados

dentro de 1s aonocaps adherente (82) habliendo ung interscoion msuy
cercana entre @llas (83b). Eston presentns celulas endoteliales
demrivadas del endotelio de los senos venogusos junto con adipocitos
waduros con coracteristicas ultravstructureles de Jos  sdipocitos
de 1l wmedula coses. Estos asdipocitos parecen devivaroe  de las
celulag  asdventicies reticulares de la medulo osea, pues so han
viste formss tranviciconales de estse en los cultivos o larqo
plazo. Tembian G6 encuentran  Cibroblostos  on tcantidadus
importentes.

Hay amchas similavidades entre la organizaclon dJde la capa
adherente  w©n wpste cistems In vitro v 15 organizscion del  Lejido



hematepoyelice alrededor de los senos venosos in vive (842 Aul,
les celulas endoteligles din vitro Forman una wmonocapa  que se
sobropone & s superficie de is gepe subyostente, ¥y came ocurre in
vivo, 1les granulocitos was mwaduros e encuentran cerca o sobre
tas celulas endotelicles wmienbras oue  los celulass orspulociticas
menos  waduras  eston lejos de lag celulas  endoteliales  pero
profundas  on ls monvcapoa.  Los adipocitos  gquoe se enoaebrzng gan
eriticos  en la gronglopovesis vy la preolliferacion do las celulas
LE RN (34):  adomnss el efuecto beneficeo de 1o adicioen  do
corticeenteroides on los  culdivos 2 loergo plaso con algunag
fuentoes do suero, pumde  influir sobre wl incremnanrbo  en 1
difarenciacion de los adipocitaes (81). Es jmportante hocer potar
que ]l sistems de cultive s largo plsso be sido sgdophsdo para el
uso  de  varias wospecies incluyendo con 2lgun estlbo 81 hombro
(74,75,

B.3 Tipos celulares producidos en los cultivos 8 largo placzo.

Los sistemas ordginagles de culbive a8 Loroo pleono manlention
el creciwiento de celulas madre pluripptencisles (33a) incluvendo
celuless copaces de genorer linfocltos (14,895, poero las  anicax
calulss prudacldas en contided Fuaerun log granslocitos vy lou
pscrofatos {BI3s, aunque los meguscorieoitos (7H) v loo mestoclitos
(?) pueden estar presentes.  Sin embaruo s bo demostradeo (87,08)
que modificocionee 8 las  condiciones de cultivo pusden  provocar
1a produccion de eritrocitos woaduros. Tanto la sglitacion mecanica
{87) como 1s gdicion de sucro de raton en los cusles 1o anemis ha
sido inducida (B8) produace eritropovesis acompanatdid por  una
rgresion  de 1s poblacion de adipocitos v de 1o gronnlopoyvesic,
En  estos cultivos los pregenitores eritreidoes estaban en  grupos
slrededor de los macrofogos  (B4) cono lo haten ip vivo
(33,35,6%9), Mas recientomente, se  ha reportodo gue  cop log
siatemas de cnltivo & largo placo modificados se puedon producir
linfocitos & (90).

B.4 El uso de cyltivos g largo plazo en el gnalisis del papel
del microasbiente.

A difervencin de los culbivos en liguido o en  2uer, lou
cultives o largo placo dependen de  complejss dnterrvelaciones
agnstomices reminiszscentes que se encuentesn in vivo,  de esls
e 1 este sitewa de caltivo ofrece lo posibilidad de estadiar
lag procesos Tisiologleoy importantes gue no opersn an los  obroo
sistemas. Un modelo animal interecsnte en la evaluosclon del papael
gl evtroms medular he wido el raton wuatehte 317510d),y Esle riston
e geneticamente anemico v no puede ser curado por 1 inyveccion
e meduls  oseg novrmal, suglviende wn defecto en 21l smbiente
debido 8 gue las celulss madre Puncionan bien wen eecipientes
normales (2,913 Las capss de celulss odherentvs producidas &
apartir meduls osea de ratones SL/781 4D oo prneden mantener la
proliferacion & Llsrgo tiecmpo de UFCh  poermisloes (22, dndicendo
gue ol defecto genetico an estos ratones asta roproducideo ep 2l
ambionte estromsl in vitro.

Otro  raton geneticawmente anemice, el WWv), tient en
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[,

wrantila un defecto reciproco,  las CFU-s no pueden demostrarse an
la weduls oses supque lss celuloas wsdve  de rotones normoles
forman CFU-9 en rptones W/WEe)Y v curan 1s anemla (233. En oslhe
casay 1l meduls owseds del vaston WWIVY puwrde  formar  monocapas
frincionales e celulas  adherventes las  cunles  mantienen el
crecimiento 3 lavgo plave die UFCh, incluse de rabones  51/7810d)
(22 Lo rveproduccion in vitro de estos delTectos genetlicos, da
fueveo & la vealider Fotologico de la  interagccion celulis
madre-celnla eitromal gue vidree en @sbos culbivos.

B.% Papel de los factores hewatopoyeticos en los cultivos de
medula osea o largo plazo.

Acbuzlmentbe oo cuesbionag 5i los cultbives o larao plazo de
nezdnlas posoea ban copntribuido al paglavecimiento del papel de los
factores de crecimienio en 1o hemstopoyesis nornel o Faclores
Formadores de colonias en sgsr (FECs), Los oestudios inicviales
suglyvieron oue los FECs no oron detecitables wn ¢l medio  tomido
de  los cultives a large plozo sctivanente peodueiendo wacrofagouu

¥ neuwtvofilos (830 Mas aun 1o sdicdion de snticuaerpes  snbiFEC-M
para macrofagos Fallo en afecstor 13 produccion Je eslas celulas
{243, Aungue este experimento Mue dnconcluse debido a  gue 1oy
anticuerpos dirvigidos contra gste FEO particnlar no reaccionaban
en Forms cruada con obros FEC:  gue psbimulan s produccion  de
wacrafagos v granulocltos, por ejenplo ol FEC-GM de pulman  de
rovbon (25) o ¢} del hibeidoms T 12.1 de celula: T (242, En otro
vatndio la sdicion de FEC~MG preporvado o parbir do medio
condicionsdo de pulwon de raton no afecto ls gvunulopoyesis  en
los ecultivos a3 largo plaxo ($7). Lo demosteacion do uns
inhibicion do 1lse celulss sstrowsles adhorentes sobre ol efento
in witro del FEC-MG de pulmmon de raton oo otra ovidencia contra
up pepel de eshtos (98) en los cultives & lavgo plazo. EL o epfecto
inhibildor en la respuests al FEC-MG ho fue blogueads por
inhibidoves dol wmetebolisme de los prosblzglandinsss pera puede
ser blogueaila por ls adicion de wonosacaridos (98, De hecho en
prasevcia de monosacsvidos los celuloas eslromsles poducen nivele:
detectobles de un fedtor que estimals Yo formscion de colonlos
(98 En el mcwmento paroce  gues o puede edoluirse gue 1o
aranulopovesis en  log onlbivos o largo plaso inveolucra @ ana
woleculs  parecids o) Llomado fouctor esbimalodor de ealonias FED
aunque los dos FECe aque ban sido estudisdos en gran detalle, cl
FEC-Y v ol FEC-MG derivedo die pulmwon do ratlony  no sfectsn este
slstens guizad  debldo g gue va egts estimalads @l maximo o
quiras doblde o o influencis inbibitorie de  los  celualay
eotromsles,

En  otre estudio se hizo netsr oue celulos parecidas & los
mastorites o celulass F ovtwvrdian on lag cultiveos o largo placo,
pungue ¢l Factor vestlmlente de celuls P o(celulss persitentes)
(FEPY, el Tactor roquerido poro el crecimlento in vitro  do
poblpciones pPures de galulas  con eshos apariencios fue
indetectable (90 Las  celulss sdhereontes romovides de estos
enltivos no obstante contenlan celulas que respondian ol FEF
produciendo  poblacionts howogeness celulsres dependientes de
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watie Factor,

c. Lineas de progenitores hematopoyeticos celulares factor
dependientes.

Una  dwporbtanle contribucion o la metodologia dol  estadlo
in witro de lp difovencia2oion do ags celulse de weduls;  oses hs

sido el doscubrimiento de gue los progenitoces relulygres
henatopoveticos pusden  crecer  on cultive  comd pablacionas

clonales, siompre v cusndo oy fector eopecilicn de orecimicnio oo
enciuentre proasente. Fotas liness pueden ser enmarcadss deniro de
dos  gruposs  Dentro del pelmer grupo e encuentrasn las lineoas
wejor  carosctervigadas vy consdistentes de poblaciones homogennas de
relulse rvelobivemonte  bien diferencisdas que  comparken  wachas
cargcteristlcas con low mastocitos (§,99-1085), Sin  wuwbargo
durante 1 poeriodo on el onel sy orvelucion preeciss con los
mastocltos ha sstade bajo favestivacion cciertos  suioves  han
preferido  assy el bombre oper: onsl do celulags  pereitentes
celnlas FY, par su propiedad distintive de persistir creciendo in
witro. E1 segundo grupo <usts conpuesto de Tineass de poblacionnes
heterogeneas  de celuluas las cuazles nuestran una variedad  de
caraclteristlcos v de potencisles diferenciadores., For egjenplo,
uno  de tolee lineas clonadss se diferuncin btonto  en  mestocitoy
comp  en  aegacsriocitos {59, EYl crecimlento v lo capeacidad de
anwtorenueve  de estos dos grapous de lineas difiere, pero anbos
comparten el requerimiento cowan del factor especifico FEF.

Lae lincos dependienles doe faclorves se obtuviervon a psrlir
de dos tipos de caominos de dnvestigacion diferenteds,. Loy colulas
Py las lineds hoeterogeness Tector dependientes fuervon gencrsdac
en  forma casi dirvecta ¢ partir de wvorios tejlidos  linfoldes
(Py99,1013, 1l mucoas del intestino (104Y o 1la wmedulas oses
(9,929)y cultivamdo suspensiones de celulps on presencia de medio

condicionado de celulss esplenicas estimuladiss con Con A o deal
tumor mielomonoclticao WEHI~3k, Slguiendw otra linca de

investigacion otros  grupos han aenorado liness  homatopoyvoeticaos
factor dependientes a partdr de poblaciones de cwlulas no
attherentes tomadas dniclolamente de cultivos de meduls asces
infectada con virus (107,108) v subspcuentemente de ultivog 2
lavgo plaze no infechodos (109).

ITI. DETECUION Y CUANTIFICACION DE FACTORES QUE REGULAN LA
PROLIFERACION Y DIFERENCIACION DE LAS CELULAS HEMATOPOYETICAS.

A, Los Factores de crecimiento hematopoyveticos.

Un  honbre produce an promedio de 150 willones de celulas
rojes vy cerasd de 120 willones de granulocitos en cods winuto de
s vido. Fars lograr este reemplokxe oo celulss  maduaras
hewmotopoveticas deben derivarse o partlie de varviaos tipos de
progenitoresy  cpdgo une compronetido & desgerollarse onp solasmenle
un linajw telular. Adenas gabemeg gue la teoria hematopovetica
getuzl presupope gue todos estos provenitorse celualesres tienen siy
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origen en una sols celula waedre, Bl contyrol de este proceso a

proliferacion v diferenciacion. s6 piensd  roside on un grgpo
de factores de  crecimiento  hemalupoyeticos conocidos [SANITH]
factores ostisulantes de colonios (FECs, wejor conocidos como
C8Fa}: dol Ingles Coloany Stimlesting-Factoras) (28, FEglre
moleculas s enduentran preseantos en o] euero sangaineo y

pueden ser obtenidiss en loe "aedicos condicionados” por celulss en
proliferacion active din vitre. Estes inductores pueden  sor
probtedinss o glicoaproteinsgs dependienda de los celulas en oo
cuales  son producidas. pero 1o presencis de cavbohideatos no
PETRCEG SV pecesaris pera su o acbividad biclogics (110, 8Bus pucses
wmolecularos  ogcilon alrvededor de 22 000 daltonies o uwlbiplos de
este namero asegun sus Ffoenteg (2930

Dring huawmana A5 000

Fulmon de viton 23 000
Fibroblaatng e raton

(Celulas-l? 70 0600

Rinon de raton 80 000

Meduls osce de vrolon 73 DOO

Suero de raton eotipe-

lado ton endotoxing A2 000, 28 000
Flacantas buuana 23 000
Macrofagos peritonesloes 41 000

Lowcocitos de raton
eotlmulsdes ¢con mito-

ennsG 23 000
Musculo de raton 23 000
Husso " 23 000
Glanduls salivel 23 000
Corabro . 23 000
Tiwmo . 22 000
Eazo , " a3 0090
Corezon " 23 000
En mucihos Ta8%0s6 los factores R mantianun la
proliferacion v diferoncliacion hematopoyelica hen sido  obtenldos
de tajidos complejos donde el ovigen celular ne  se hi

determinodn con pyesicion. De hecho @1 menos  para el csco de los
FECs gue estimulon colonins de macrofagos v granulocltos (FEC-MG)
le moyorls de los tejidos sivven como fuentes  secretorss,
phteniendose FEC-HG tan propiedades moleculores  similares o
partiv de le masvoria de los medios condicionados.  Evidentenmente
cuando s extroae o0l FEC de ovganos caonpletaos ne es  posible
detorminsr qgue tipo de celuls es le seorelors.

fparte de la eritropovetins gue es la encargads de la
formacion dwe los celulas rojas en el orgsniciwo, la Table 2 gsirve
comn  punto de refarencia  en la  diversidad de nonbeeo v
actividaedes de los focltores de crecimiento mieloide reconocidos o
1a fecha (25)°

i?



TABLA 2

e e o o et T P S R S T Hg AT EE. FR okl 18 TR b T T o S e e e s b ek b A ok e e e S v P e o o b i e e

1 2 3 4 ) &
G 4]
A - - T 0 -7 MU MY
-2 54 o - - » - -~
N NY - . - — "
A NI - - = = = NI
GM~CSF B NI - - e - -
C NI - - - - -
A NI - - - MO
G--0GF © NI 7 . NI
ol M - - =T {h]
& - - - - - - -
M-COF B - - - =T -
C - - - =7 - -

~Significado de cada puntuacion de 1la Tabla 2.

[N
w3

-]

1

lLos signous _ dndican une respusclts positive, < una respueslts
nagative, 7T wuh resultadeo wguivoco o controversial v NI oo
theteviningdo.
=Naturaleza de la respuesta (Tabla 2)°
Ao Aulovenunven
B+~ Prolifervacion
Cs= Nurguvrallo
—Lelulas blanco (Tabla 23"
1.~ LIFCh (Inidid formadora de colonios Jdel Lazo)d.
mejor conoclids como CFlU-g
2.« CFOMex (Celuls formadora de colonioe nencladog) .
najor conpcida como CFC-Mix
3.~ UFEe {Unidad formadors expensiva-eritroide).
mejor conocida comp BFU-E
o= CFO-HG (Celuls Formadorva de colondas de MyB o ambas).

meJjor conocida como GM-CSF

nejor conocida como Eos-CFC

- CFiC+Eos (Cirlulo Formsdors de colonios de Eosinofilos).

da- CFE-Meng (Colula formsdors de coloniazs de Megscariocitos).

menjor conoclda como Ney-CFG

7~ Moslocitos,



~Los nowmbres completos de las abrevisturas son como siguen (Tabla
23"

At e LR A s g 8 e e e e S e S e e b b A S L e e B = g bt e i e st el e gy AL ks b s S o r

IL-3, Interleucina-37 nombres altornaeciveos?

AFE, actividad promoetors exponsived
megor conpcida como B,

FCOH, Foaclor doe creclilmiente doa 1o celule homatopoyeticas
moJor conncida come MEGF,

FEC, Fyclor cehimulasnie dp coloniues;
mefor conocido como CSF,

FOGEM, Footor do crecimiento de lo celuls mast:
moJjer conoeido comno MCGF.

s

FEEF, Factor eotimilonte de 1o ceoluls P
mejor conocido come FCSF.

FEC-Mi3, Factor ectimilante de colonias de pacrofagos ¥y de
gronulocitos?
nejor conocido como GM-CSF! nombres bdlternativoa®

IMG=-GM, Inductaor de nacrofagos/oranulpcitos-granulocito
macrofagud

mejor conceidn cowmo MGI-1G6M.

FEC-G, Factor cutinulante de colondas grenulociticos)

mejor cprucido comw G-C5F3 nombres slternstivos”

IMG-32, Inductor de macrofados v aranelocitos-27
mejor conacido como MGI-2.

FIDCL, Factor inductor o Il diferaonciscion de la celula
loencewmicas
mejor conocido cone Factor-D.

FIMGCL Factor inductor @ 1a dJiferwpuiation de
macrofagos/oranulocitcs ¥y de la celuls leucemicay

major copocido como LGM-OF.

FEC-M, Factor estinulante de colonias de macrofagosy mejor
conowcide comoe M-CESF: nombres slievrnativos”

IMG-1M, Inductor de  macrofago/granulocito  especifico paray
macrofagoe;
mejor conocideo como MGI-1M,

AECy Actlvidad estipulente de coloniast
major conocida como CSA.

FEC-1, Factor estimulante do coloniss—-1.
wejar conocido como CSF-1.,



B. Fuentes comunes de Jos FECs.
~Pulmon ds raton.

El  wedie tondicionsde de pulnones  tomasdos  de  ristonos
Investados 3 hr praviowments con endoptoxinog b sido usado cono una
fuente convenydlento e FEC-MG,  an FEC gue apevocionslmwente genoes
celonias  dgue contiensn wnfcomente neontrefilos ("granwlocitoes®) v
wacrofagons (214,210 Wn FEC-MG ha oido purificado & uno  altba
sebividad vopecifTice (activided vevcana o 10 (=11 H))Y o partir de
ecsta Puente (1200, EL medio condicionado  de palnon bombien
contiene wna moleculs diferente la cuanl promnove o1 crecimientbo
de cowlonios  de grannlpeitos (FEC-G) v gue copurifics con uan
factovr gue caunad  que ciwrtas suablineas  de 1a Todcemla
mielomonocliices WEHI-3B co diferencicon hacia pneulvofilos (1123,

~Ceolulas-L.

Liss coelulys Le uni lines de Fibroblaoshos de roton, e sido
anpliamente usada  como Tuente de un Facteor que estingla
wEcrofoyos (114,115, Bl FEC pura macrolages (FEC-M o FEE-1) que
produce ha gsideo parifilcede a eporente homoygeneidad ¢114,115).  IL.a
contrapoartids  del FEC-1 de celnlas L i sido prepsredo o portiv
de oring bumana, siendo seloccionados como una buena fuente o los
pacientes curistricon (118).

—+Flacentz humana.

L plucwrnts - huweng Lo sido  asads cong una fuente
conveniente de factoves estimulantes de colonias  bumanas  (117)
{un  punto practicy importante cusndo los Fectores derivadow del
raton son en general inactivos sobre los progenliores celulares
hiumanos sungue ocuyrven edcepcliones g ests generslilsaciondy, B
medin condicionado de placents humana contiene pl menovs dos FECs
{1183y wno gue estimuliez 1a formscion de nevtroefilos, moacrofayos
¥y «olonigsy de weosipofilos v otreo gue generg colonias de
neutrofilos vy mecrofsgos prodoninondo lus neutrofilos,

-Poblaciones linfoides.

E1l mettlo condiclenacdy de poblaciones de celulass linfoides
gatimladas N wiltogenos policlonales paro celunlas T
(198, 320,40,64) ¢ Con Ay PWM o FHAY tanto b @l hombre comoe en
21  raton  contienen factores que estimulsn un amplio rtangp  de
colulas, Estes celulss incluyen n los linfocites T (11903, 3 las
celulas sritroides (L21,122), 2 los megacarioviteos (351,52, a los
neutrofilos v mecrofagos (11%e,120%, & los easinofilos (123, a
linages de moustocitos (2,99,100,101) v o celulos pluripotenclales
(P,9P,40,861,104,12%).

~Reacciones ipsunologicas y factores hewatopoyeticos.

)

’
v



Sr suhbe LR la entiulacion del sistewma
iculoendotelial  ececults en ls producion de FEGs.  Auids la

ra
Lnypcocdon  de endotoxing produce una vapldo gparvicion en el suoro
i faclores que  promacven el crapeimicento de coloniag iz
macrofagos v granulocitos v cambios en 2a disteibuycion v cantidad
de celuliss progenttorss hoemastopoyeticos (126,127,

Investigaciones hioguimicas » dnmanologicas indican la presenci)
de varios bLipos de fagtores regulideores en sl suero despues Jdoe le
invoaccion oo andotoding. Estos jncluven un FEC (FEC-G) que
produce  coloniss die neuwtrofiloy ¢ oinduace o 1o diPervenclocion  de
o tumor  wmiwnlodide  (R28), v oun FEC que  produace  oolonias de
macrafaqus,  FEC-M o FEG-L (20}, Lo evetimmlacian de colulse  de
baean dn witro con endotaing Lombhivan resul s en 1a produccion de
un FEC gue estimuls ol crocimenhts de peatrpfiles ¥ macrofooos
(119,129,

E& probsble e Ll epat bmadscion dial sinhoame
raticuloendotelial por otreey wedics taebien reculte en 1
produccdon do FEC,  Foer wjemplos. lTos conbios en oo peopicdodes v
distribucieon de Linidjes gue siguen & o [avoccion de  anticuerpozs

dirvigidos corrkes plaquoties (1302 pueden zer debidos 30 o
potinulocion dal sistews reticualoendateliasd por apsonivocion con
plagquetos cubiertas  con  anticuerpos. Comea  primers riaglae
cusiguier peaceion inwunclogicd debe dep vigha an asoclaclon con
1z produccion de Pgoctores  guae reouwlsn 1o prolifevacion ¥

diferenciacian hematopoyetica hasta que ge proeve lo contracio.s
L. Fuentes celulares de factores de crecimiento.
~Macrofagosy, Fibroblastosy Celulas Endoteliales ¥ Tumores.

Investiguciones 1nicioles bussdess on procedimicntos  de
apparaclon fisice swolrieron que los wazocrofeygos oran la  omejor
Fuente de foctoves estimdadores de colopiss (131,132,133, Eslo
era  apoymlo por lio evidencla de gque lineas de clones de  tumoeres
con propledades tipo mogrofsgico producian FEC (134,135, Como yo
3¢ wenciono la lineas de Fibroblostos L (114,119) &3 fumnte de
FEC-1 o FEC-M., Las Celulas Endotelisles tembien e hs  reportado
que proaducen FEC (1328,13%) vy de iqgual monersa por un sarcoms (1346)
y o oulh carcinoms pencrestico (1375,

—-Celulas T.

Es clarno ya doesde hoce 7 gnos gue 1oy celulas T aclivadao
son  ung  Tuente directs de factores gue aofectan los celulag
linfoidus v bemstopoyeticss. Al menos coastero moleculss distintsse
aghan dlavolucrades® 1 fuctor de crecinmiento de celula T ( IL-2),
FEC-MG de celuls Ty FEFP { IL-3y APE. FEC-MG, v FEC-Mweol) ¥ el INF
gama. Mdemes copn actividod de FEC parp cosinofileos (IL-5) segun
los ultimeos hsllazons (112,140-140). Es was, e he detectasde una
epsinnfilio celulas T dependiente osociads con cisetaos infecciones
parasitarise (144), ls cunl biwn puede eshur contrelada por zlgun



obyre faclor provenienice do Minfucitas T sun npe identificedo.

Como sw ha aeacionmde sateriormente, on 1o actualidad  ge
consitdera  oue la activecrion de los linfocibeos T pesulis  en 1z
liberacian e multinlas malecul sy reguladoras de 1o
remelopoywtis, Sin amburap peelti: ey badswvius chems e
lnvestinoacion ¢l daterminse st log genes gue cudifican para oslos
dilferontes facltores se a2cbiven simolboneowente, o 9i exislaen
clopss de liafocitos cadas uno capaz de sufrir un solo  epoarreglo
cromagomzl gue de Tugar & 1o cdnbes y usecrecion de an Foolor da
roagulocion hemgtopovetics egpaclifico. Ciertapents uno de loo
prospechios  med euiLtantenr gue debere seguir i dnvoestlescion  en
gaty  orea  consizstdrerd en al wlslamiento de log  yenes  gue
caodifican o oeelcs linfocines pava ol apagliviec v o] estudio de 1a
Funcion regulsdorsd en la bematopoyesis aue conlleovs T exprosion
do astlos genes.

Iv. PROLIFERACION Y DIFERENCIACIOMN DE LAS CELULAS MIELOIRES.

A. El1 zcoplawiento entre la proliferacion y la diferencigcion de
relulas wicloides.

Come e ha wencionsdn sbberviavmente el progresn e
desarralle nornal del sizstowmas mwiwlolde  bLagwbien  anecluve un
maconismne  de gooplomiento dinducidt por loa diferented proteinsa
de induccion & 1l omultiplicocion en los  celulas podre v de
induvccion = la difoerenciczeciony pars maenloener o) halsnce normsl
&nl re celulas no diferasnciasdas v wadarac. For tanto ol
ageoplomlento  enhre 21 crecimienlo » la diferecnciocion,y  CreacHLs
debe de  ser logepdo wedisnte un faclor de crecimiento que o su
veir gotive 1l produceion de un Pector de diderenciascicar {(348) .

En la sctualidaid pars lus celulas de la linea mieloide se
han encontrado, como y& se menciono, cualeo moloculos diFeventes
Indurctoras de La prolifervecion. Alternativamente a la
nowenclaturs o FECs se les conoce come indugtorey de moecrofagos
v aranulocites tipo 1 (TMG~1) Q54+149~171), De  los cuatro
factores une ol FEC-M dnduce el desavrolle de clones de
mnacrofagaos, oblro el FEC-G al de granulocltos, el tercero FEC-HG
al  doe o micorofagos ¥ granulocitos similtsnesmentery ¥ 0l cuarto
FEC~-MulLi (tambien 1lamudo interlasuacina-3), o mac rofagos,
granulecitos, eosinofiles, celulss cebsdas, celulus eritroides y
megecHriocithot. For tanto puede considerarse gue eata familia
multigenics roprecents woleculpss pars diferentes estodios cads
vanz mas restriguides on el proagrame de desarrcllo de las colulas
iz lix sangre,

tos PrRCUrsorey mieloides normales reqprioran an
consecuegnecis  de uno de loo cuatro Facthores pars oo visbilided
colular v su sulbiplicecion:s 8in wmborgo hay celulass  leucemicas
mieloides aue con vishles v ose multiplican sin 3o adicion de uan
factor de crecimiento, pero gue pueden ser Inducidas 28 e
diferencigelon hacia macrofagos o grsnulocitos  tesmingles oo



malivnes medisnte prolbeinss gor son diferentes de 1o Poctores de
creclmdento (149,150, Fuabags proteings de diferencigoion,  que
Lannbeloare dpdacen 1o gdifsrenciscion  de 1ugs celaloss adtel oldes
narmeles (149,150, haon aido Ylamadas IMG-2 (mejor conocidas Como
MEGT-2) 149,152 o Pactoren de diferencicscion (OF) (153,154, S
he  camprovado  gue la invoeccion le THG-2 on rolo Lavtcenmnicos
tnhibe ol dessrrolle de 18 lewcewis wmicloide 150,11

1) I

For oaltimn mencianadremos gue 1os  precursores mieloides
normales cultivadoes con voo dir Too Fuclores de crecimiento THG-1,
doBu Ve endogenanante producen ol Foctor de diferenciagcion IMG-2
(147,150,108 Q¢ cree por Lento gue  estis produccion  endogoni
Siive  cone ud wecanisns eficiente para acoplar ol crecimientao v
la  difovenciscion, Se he vioto gue diferenclos en el reperealo
gonetico para la expresion del fzotlor de diferenciacion v tGu
recephir,y pricden produeis hdifFeorveacias en 1o coepbidaed e
divisionesg antens de 1a difererncizclon Je algunas celulass, [AYTUELRS
badas las celulas biciven 1 migwo genomns pero distinbe Fenolipo o
exprosion  adaptativa al wedio gue 1les rodes.  Puesto dgue hay s
de uir IMG-2 (132,157, diferentes Foclores de crecindento puoden
inducir diTerentes Tactores de diferenciscion v  esto puaote
determingr #1 tipo celulor diferencisdo.

V. APFORTACIONES. CONENTARIOE Y PERSPECTIVAS.

A. Diferontes teoriss sobre ol funcionamiento y vl origen de los
factores de crecimiento hematopoyeticos.

Estinte uns dicotomis entre dos escuelss de pensemiento en
torno ol problema del origen vy Funcion de los  factores  dae
croecimiepto hepstopoveticos. EI grupeo die Meteslf (28 eostobloce
que  eiists una estraciuare monomerics de 23 000 d conecidyg  como
FEC-MG » que los distintus pesos noleculares obtenddos pavas lss
obraes walocules, son poliweros de estis unidsd,. Codoe une de  los
dishintos FECS son produclos di respnostuss o diferentos eslinuloy
extornos, sieado las  funciones de los factores en  ovecavionus
travlopasdos. EL prupo de Sschs (149,152 propone que sdistuen
splo Jdos tipos de foctores gue reoualan la produccion de  celulas
henzbopoieticas,y aguellos induchores de crecimiento gue pronmeven
l1a proliferecion llamados IMB~1 (IMG~Multl, IMG-MG, IMG--0 v
IHG=MY, ¥ 1o que promueven ls diferenciscion conocidos  oong
MEI-2,2, Faotass wualtiwes moleculas son consideradas como autocrinas
pues uniendose al ADN de le celialas gue lo secyeto puaede  inducile
un  rearreglo cramesomcl parse gque comience @1 cambio hacia wuna
crlule madurs,

Aungue  consideramoys - que pstag dos teovias son en parite
corrirLias, Creens due axislen verios Fopomenosd (e ARG pueden aun
sor explicados por ellus. BEn consecuencis hemns desarrollado una
hrcera o de explicasr estos  Fenomenos  de regulicion
hewatopovetica, los cusles describimos en las publlcacionss  gue
st onexsn.  Prlmero no creewmos gue ses evolativemenhe  ventsjoso

para un  organiesmo ol dispoener de diferentes Factores de
rogulagion hamatopoyelios g bengan funcionwes identicas.

)
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Estawos du coumedy en gue sedn led FECS polimevos o ggregados  de
unsg  unidad  bousics de 23 000 d puesto de gue  los mes  conocidon
Pavlovres de regolsacion con aprorimsdamenttie wultiplou de wite poso
walecuwlsr, on nuestbrs pablicacion describimos la existencia  de
una  nuevi  aoleculs roguladors de A% K ogue bien  podris ser  un
dimero  de 1o de 22 K. Ein embaroe no ostamos de acuerdo an gque
varices celalss doe eotivpe difoyente pyedan prodocie ol micme tipo
do factor vegulaodor. En nuestro trabajo sov tanto demostrawns guo
difercentos  bLipos do fibroblosto produocen 1o wicwe meleculs de 70
Ke wientras que difeventes bLipoc de macrofagoes 1o de 45 K v de
celulas epitelisles de 03 Ke Provonemos en nuestrss publicaciones
Corticulos 1w 23) en consecueacla, que cada THG es  celula
eepecifice en 61 spatido de osu origen vy Funcion.

Otra povedad de nuzstrero npdelo congistae en gue  sugranaemos
guer uniy meleculs regulsdors oo por necedidad blene selswente  up
tipo de funcion, sino gue basde desarrollar difeventos efocbos
roegulcdores. For  egenpele los THME-Z (4% KY  prothocidos por
waerofagos no saloments setinaen sobre 1o celuls gue 1o prodajo
para  inducierle 3 1o produccion die TL-1. wine guae e posible gues
tabien actue sobre obtra esticpe celular como 1o servis el
granwlocilo, fei  puestro IMG-2 e es producido por el
macrofago  influyve tanto sobre los gqranuwleocltos parvo avwentar 1
defensa no emspecifice del orgooismo contbre cuevpos exblranas, comno
tambien sobre lifocitos suxiliaves wediante Lo produccion do IL-1
gui  evidentomente  blene vna funcaion reonlodors en 1o vespueals
Inmune especifica, For ultimo mencicnoresos gue la produccion 7
aacrecion  do estos  Facltores de yeguleclon  solon se  ofectusba
sivmpre que  Ips celulos e oncontrearan en division celalar
sehivas Ests wllimg gdbsevvaeion Louwbion resullto sor  innovatdors
pues hasbe la fechs se considerabs gue las celulas  prodoacian v
speretabon las focterrs de regulasvion liewetopovelics durantbe les
fose de Go v no deateo del ciclo cwelular,

En  bwebiios faituros osparvlse de bratier de obbenery 0l IMG de
AG K en focrma purag pars ou ostudio, tretacremos de detevminar Ios
mecon isno de regulacion croasades enckber Liness hematopoyelices  con
nayer detalle pora contribulr a pdecuar los conocimientos en osta
grea ¥ pader dneddiv sobye el diseno de una teovis mas  modorns
sobre  la  henpstopoyvesis v sa lmportancisa en la reouwlacion  del
sistrma innune.

®. Critica

No  podemos  pretenger gue Las ; cuntenitdsg  Bn
murastrag  prbliceciones puedan  cubrir todaes  las  observacionoes
wrperimentales, ni gue  ewle corente de evrores,  sin embargo
consideronns  que puede ser un paso adelante dentro de oesbes Lan
tompleJo campo de la regulscion hemotopoyetica. Comp punto sun no
seclaredo o jmportante, meancionaremos gue dilstintas moleculas son
libheradas al wedio de cultive cuando st inducen logs coelulass de la
medula  osen g prolifervar con an IMG-1., Entre ellaog la IL-1  osi
comes  FNT alfis (nejoy conocido como THF 31Fsy del ingles Tumar

Qb



Necroasis Foctor sifad, 1os cusles son godificedores iologicos
que tienen g oy vex la cargcteristics de dnducie a 1o liberaclon
e FEC-MG » FER-6  e¢n fibyabloshos v celulas endileliales  (159)
creando  de esta Formos un scanismo de retroalinentacion. Egto
geners: una problemnstics edpevimentsl nuevie, 2} bener mas de an
lndguctar  de IMG tenlro do up miso culbiveo de  ameduelas ouea.
Todss estas maleoelas gue se dndacen Wage ¢ 6hrod &n ouna couse sda
de aotivecion pora 1o generacion de wos  elementos  sanguinoosg
cjercen on odnfloeneciia o cantidsdos auy  poquenss,s En nueslhaos
ansavos  abtuvimos la  wrosencis de por le wenod Lres  pigog de
avhividad dee ITMS aperde del FEC-1 adicionasdo come dnductor & s
proliferacion, siendo  un problems  «1 detarminaer sl w2stos
Factores evon IMG o induciores de eebag wmoleculoss. DIpersmnos g
on o Fubturo con el disena de plejores tognicas de slalamiento v
purificacian Laonto ke Fachorms reculadoreg, Come g2
gihpoblaclongs de celualagz espocdficss se  pueds contribuly on
Farma mis clases o0 detarminsr ls fuancion $¢ cods ung dre los
facrtores reguladores de  la hemalopovesnis v por tanto de  la
rosplests nnune.

C. Conclusiones.

Tomsndy  en gobsideoerocion Lo eupuesto o peetir de los srlitulos
publicadons se pusden sscar las siguailentes concludiones?

=-Se  descyribe une wolecula de A5 K producids por nacrofizdos  gue
tiene lu propiadad de ser un IMG (FEC).

=1 IMG de A5 K ws inducible bento par IMNG de Fibroblsstos cowmo
por THG de Celulas Epltellales.

~Solamente los IMGs  son producided durante lo pre}liferecion
petive de log celualas.

~Es almscenado on Go.

~Es liberado en G1.

~-La produccion e IMG cs celule especifics,

-E1 IMG de Fibroblastes se ssbe que induce g 1s produccion de
It.=-1 @p macrofogou {(Oppenheimy Je 12853 pero nasolros cremmnos gue

eg ol IMG de 45 K el real inductor de IL-1 &8 troves de un
mecpriismo en cpdens FEC-1-FEG 4% K-IL-L.
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ARSTRACT ., The speretion  of  Lhe meceophage  wand  gesnulouyhae
inducer (MGIY, slso Known g coleny stimdloting Factor (CBF) by
eplihalial cells from lungs ond hidneve,  and by fibkroblasts Fron
Tunas, woes determined sg & Funclticen of bLime in culloves oot Found
Lo be socrelod  during the  initial ponentisl  proliferation

prricde  and  not o wbhen the colls avpreocobhed setieation Teni by,
When the cells were agoin inducod to proliferate, Livagr  amounty
of CSF were relessed sFter 3 by Lhas hinding o bhe e g o
g resoerve  pool. A CEF aoliviby wliéh 70 000 o wae  Tound  in

culiturns of Fibrablosis  From  lungu, Kadoneys e fvom  Lhe
peritoneasl  cawldy, 2 A5 000 Jd COF wuus ohitoined Terom ponse
poritonesl wocvophoges, and From Lores mavreow cells when scobiomrbad
for wmacrophaege proliferstion, @l o 000  CEF was Found from

epitheliscl  cellsy  thus sucaesling thoh the dilffersnt CSF« Gy
coll  specific. When Fibroblact C5F was used Lo induee hone

marrod  cella, shvee pew wmoelecales with colony stimalsling
getivity worve produced with a5 006, Z0 000 and 17 000 o, Thi
fracbion with the 17 000 & mebtlviity contained alvo TL-1 sobivibyy
hinting to an imdirect induction of colony  formation by  whis
Fachor, Fionolly the pocscible oristence of o cescode resctlon in
which one CSF dnduces the agppearvance of olher SFu during  Lhe
narmEl vequlation of myeloid cell differentistion s discusoed.




INTRODUCTION

The wmacrophage and graonlocybe indacer (MGBID (1-3),  beltber
Knowit a5 coleny stimueletling Factkow (O5F) (A,5) hog been cleorly
identified, ot 1east  in vitro, as bhe  regulatos of bLhe
proliforation end Jifforentistion of grsnalacyhes ond maoroaplieios
from o conmon comeitod precaersor (4,70 Mony stupces 2re Known
todoy of CSF, they swe prodaced ond gsecesoled by o wide variels of
cells, gnd e found in alumout 221 the body Pluidg 8110, Hven
Lhoual,  upiFying  Ltheories hovae Boon preopeosed o edploin She
existence of mony moleewlar weiahts of this molecule CI2Y, no one
can scoount fov such i diveral by,

Studies with the CB8Fs  secreled Ly fibroblasts (CSF-1) {133,
by lungs (GM-CEFY (3142, and Ly Tyuwphooydes (IL-3) (15,160 bave
shown  thoal  apart from having differopt woleolor welighta  Lhoy
acet  an hifferent boroel oelle. Focentty dnberesting dabi hos
beeny published in whilch the inductian of CE8F has bewn biscobed in
& praliforstive (MGI-10. sprd o difPeventtobive (HET-D) sobivity
{ I?"i?) .

Although woeoh is Koown boday on Bhe atechesndian of osclion of GS5F.
it du etill not clesr if this Factor is ¢ell or Sissne wpegific,
wihiethey it 4o o noemal dynswic proverdy of Lthoe cells involved .
whether there exlats o storvoge compartment  +that 2ocounts foe the
release of grest swounts of this Factor goon @Ftey  an endotorcic
challenge (2,10, ar whether  all  Lhe esticting C8F aet
independently, o bhey belopg bo s ocascade rescbion dn which one
factor induces the asppesrante of anolhop une,

We undertool  this work bo bey Lo perovide ovidencos Ehixt  Bhe
CS5Fs are cell specific, tHhat they bre actively prodoced  and
gsocreted daring @ell preliforotion,  snd Lhen sitrad (probobhly dn
Go) to be rapidly ralesced {(probally in G1), and Lhet Lhey could

bexlemgg o = cheln reaschion dn whach  one CBF dinducwosa the
production of other C8Fs. For these purpozvs we culboeed

cevearal orll  types  and evileesled the gecrehion of  CBF 3e o
Furtion of time ptll they reresched saturaltion by oelld dons i by,
fFollowed by the rosctivotion for now proliferation,

We also daetecmined  the nolecalasr weights of Lthe 08Fs  in the
cdifferent conditioned moedis produced in ovder Lo evaluiste whelhor
similar cell types produce similar CBFis, and Finally we induced
tizrget cells sensible to CEF to proliferste to delermine 1f new
colaopy gtimulating activitises ore soeoroted by these cells,



MATERIALS AND METHODS

Mice. Mloce of ejther sen, <Strain CD-ly were used at 7-10 dovs
uof woe as denods of lunge snd Ridneys, and al 6-8 weeks aus doenoss
of Fibroblasts, plveslsr  mstrophayges, bone  warrow  ¢ells.
Lhymocytiea, and vesident  aod  dndoced  wmacroephooes  of the

poritonsnl cavity,

Cell culture. alil Lhe  ¢ells were cultured under o LOW CO
gtmosphere. 3t 37 LC ond withi 202 relotive hweidiby o minimel
pgsentiol medinw  (HEM?Y (Gibgco  Labs., Brand Taland, MY
supplemnecnled with eilher 10% Fertsl  boviine G CETS
(Microlab, Mexico), or horae secum S (Microlab) previonsly
ipactivebted ob 46 T0 For 30 win, Sitreotomycin 100 mecr S ml,
pendcillin G 10O U/ml, il sodiuan bicarbanate 3.7 /L it
were added to the MEM betore culture, ALLT Lhe mulbures were dong

using S0 x 15 am t: sene cultare dishay with o FTinal volume ol O
nl .

Cells. Lung  Tiveoblodsths were ebhuaincd  ofLer g ehdyantic
digpersion with 0.03% of cvollzeenosse bype IV in o phagphole—
bufforad caline solution (F0S)Y a6 reoow btemperatures  0On Lhe other
hand bto ebtein epitheliasl cells Freom Kidoeyro sod Luangg bhoe orvgans
wore  subjected Lo enzymatic dis pnvqjun Wity G.20E ol opeadoe
trypoin Crom pilg pencresyd,  aloo ain PES 2nd o sh o roon Lewporatare.
Finally the <ells were slwayvi vesuspended  in cnlture  modic
coptaining FRS.

To obioin resident mscoroapbhiges Srom the peritoneasl cavisyy  the
mice wore sascrificd and Lhe cells rewoved by Flushing bthe cavity
with 10 wd of PRS, This operation was vepested two wpore  Liloes
with & ml of PEE Lo recover po many cellys oo pesusible, The coells
were  then washed Lhree Liwes with PRES oL 500 o for 5 min,  wund
finally 10 cells were seeded o cultuen gedia contalning  HS.,
T obtain induced wmocrophaoes From the povitonesl covibty.  theo
mice ware ingocted dp with 3 owd of godiuom caseinate (Difco Labs, .
Detroit. HWI> et 10%  din FPRE.  After 4 Jove the animales  were
spuriftTied aod ths peritoneasl ersndesteos vecoversad by flushing  the
cavity  with 20 ml of PRS The ¢elly were gesbod Mhres Lioes snd
%10 wwlls seaded wilh culturw mdio contsining HE,  In order o
envich the macvoephoge populstions, Lhe cells were incuboted Ffor L
h st 37 [0, Tollowmd! by Lhe removal of Ghose cells dLthat did npeot
aohere Lo the cultuee subslyrpbe. Te obitosin elvecisy macrophages 1
ml  of MEM wos iobtroduced intratrachealy into the lungs to flush
the cells oubs To  recover @6 wany cells a5 possilles this
operation was repeated Len Limes, The cells were Lhen  washed
Lhivoo himes wilh MEM ot 500 ¢ For 3 min,  anpd 2010 cells swpedod
in cultnre medis contsining HE, Finslly to obtain bthymoecyies, the
Lhvmae  wag sgueezed through o nylan sieve,  and Lthe mononacloss
cplls  rocoversd freom & densiby gradient with Ficoll-Mypogue woree
washoed three Limes with FRS ol 500 ¢ for 3 owmin before seeding 1o
10 wvells/ml in cultbture wedios.

Conditioned media, Unligs eLlherwise specified  the courcewes for



the  C8Fs  wore Lthe wedis conditicnued (CM) Ly the differeont  owll
tvpes emploared,  CEF Pyom Pibeoblodts and osithelia]l cells RIS
prodaced by culbures in bheiyr second pesseget,.  either Dy geeding
o7 x 10 1lung Tibpoblasis sod collecting Lhe GM ot 1, 4, 3, ond
10 davea, ov 3w 10 lung epithelisl cells ofter 1, 3, A, 2 &nd 10
davmy, or 1.0 n 10 Ridoey opithelial cells after 1, 4, 8 and 11
thisy 4 The medic corditioned Ly & 20 10 Loy maerow el ls
gbimulpled withh 2 ml of the CH fron Tibrowlasts as o source of
C8F, wizt toulleoctod ofiter 4 dave in cudbie ., To produce O from
peritoneal maervophiayges DMAD-CMD B 10 vells were dncubatod
duving 4 dovs wilth 1.5 wmoo/wd of Vipwpoliveccharades (LFE) From
Salmonella typhimuriam. The CF O of  slvoulor  waceophagos  W@as
obloined aPter incubshing Yhe colla Foe 4 davae AT Ll O wtres
stored at ~20 C kil use.

CS5F assay. For e cnlony obhimlollion socey the double  ador
laveyr techinndgue wag Sploysed (L), Deieflet oz &0 3 LT wmm Peted
dish a Piret lever with 0.6% of soor wau added with Live mediwm Lo
Lie tosbtod, and g second lsyver with 00738 of agar wicc overlavered
with approzdimstaly 5 ox L0 bone marreow cells. After 70 davs of
toncubationy 11 Lhe colonies wWwilly pore Lhven 20 celly wewre counted
using an foverted wmlcrococope.

IL~1 Gasvay. Far  Lhae  Tl-1 susiey its peroperly Lo potentinhe
nfepetioned Lthypooytes prolifaorabion wstc eaploved (20). Briefly;
in a 30 % 1O www FPetri dish 9.25 wl of Lhe medium to Lbe toshed wan
added with T ¢ 10 unfrocticorned thyeocytes and & moe/mi of Con A
The cell proliferation was determined by ovalusting the nuawbor of
cells ocftor 3 days din cnllure.

Grel chromatography. A totsl of 2 wl of OM  from aelthor
fibroblaate, wepithelisl  celdly or From bone mereow cello, wore
chiromatagrapbhed  fn Sephades G-100Q (Fharcwocls Fine Chemwmicals,
Guedend in v 2.0 % 20 cwm column, and eplubted with 25w Tris - HOL
buffer, pH 7.7, ot 4 C and with & flow rate of 4 cwshe Fractions
of G9.% m  were collected  oand stored Gt 220 0 upntil  uge.
Trangfervin, ovalbuwin, wyoylobin and cytochrome C wepe gued as
egrLernzd standsrds. On bhe obtheyr hend 2 mi of Lhe M Trom dnduced
mazrophages, antd peritonesl FPlbeoblasts were chromnstographod on
A a-DA (LEF Produkber,  Brosuos.  Swedend asing this bime bovine
gerum  albumin, ovalbuwin, bela-lactoalobulin, myoulobin, and
cytochreome C os stondurdus, For Lthe blologicsl ssusys, sliguobts of
Q.5 ml From each fraction wore guploved.

Misciellaneous. The  reoaullbs geve the sveray of duplicotee  of
twe  independent 3sucys.e thit did not deposrt move Lhon 15X Mrom
anch obthore & ultare withoud CM wes slways addoed 2o conterol. ALl
the chemicols were from Sigwae Chemicsl Coo unless olherwise
specified,




RESULTS
C8F is produced by active proliferating cells.

The praliferztion ip vitero of fibyoblast From moncoe  largs, and
enithelisl  cells From lungs and Ridoeye, wes evalusbed by cell
connts  ag g function of time, ond the secretion of CSF by using
0.5 wml of Yhe conditioned mediom (CMY cellocted daring Lhe cell
cnbtsny by wmeone of 2 double agar eolony  assay, Our resalis
showed  Lhedt in 6l Whe exporiments  Yhere wooe  w sdgniflcantd
secretion  of C5F durving bhe exponenbial growth phase (Fig. 1)
and  thasl  thic  secovellon  stopped  when bhie celle ophrosthoed
saturablon, Tn omdsr Lo aoonree that colony saturation was not dus
Lo CEF Lurzlion Lh our 4sSivi. it o1l Lhe experimeths we o ygad
a4 positive control 0.0 wl o of o CH Prow wsaturated  culiures  of
elther uwng fibroblacits or ewithelisl  cells with high  CSF
actlivity., Whiie we nover obwained colonies o the nzgative
conteals withowt C8F . we voubinealy counbed boluwscir 1300 and 1500
caloniessld  cells sceded, Lo Lhe positlve onesy Thal by almost
thyeo Limes g wmany coloniess s thes:s from Lhoe mosh oohyve CM,

CSF is released from the cells a few hpurs after activation +to
proliferation,

Once  that we hiowe octablished that  in our cunditions colls
spproaching dereity inhibition Lpvoabably o B0, or with s lerge
doubling  tiwe) do ool socete C8F while prolifoarating eells  do,
Wi proceaded  fo osobtivele  bhiee saburoted  culbuaees of Living
fibeoblasts  and  Kidoey epdiithelicl cells by adding  MAC-CH. We
cmplayed  thig CM becooos A% Lo Kigwn Wit R wcambigint an
activator  for prolifeyvation (21-33),  and becawse B4 haos the
pdditionial sdvantage Lheh we comldld never detec) sny G sotidvity
in any af Lhe 5 ocassionu in which 21 wos produced,

Mie Lo the faer thost CEF i slreody present sl hidigh levels  din
vivo even after 2 n of LPS challenge () we recoverad Ltho CH of
the differvent cell bypes andor thoe sokion of  MAC-CH for CSF
evaluption after 3, &¢ Ty L2 3L and 120 he  Our pesulhtys show
that & significont secreticon of G8F was slready present after 3
hy thot ULhis gecretidn sreacod duaring Lhe nexs ® by and then
romained conttant a5 well s bthe nanbar of gells For anothor 19 6
(Fig, 2V, On tho other hand whaen the conflaent fibroblosts ol
gpithelial cells were  lyvsed by o double cycle  of  frowvee-thow
tsing liguid aitrogen, the supernatants prosented 05A, In fact by
1Iyuing L X 10 cells an 1 wl of PES ond asing 0.5 ml for our CSA
asuaaysy We found 657 colonize when nsing the opithelisnl cells
Tysizbo, while 200 whoen asing the Fibeoblezts  Lyoolae. Tn
copgequence we Lhink that the fpcl thaot Lhe Ivsates of  saturested
cultuves hed CR&, ond thal we could detect ©84 in the CH of Wheoe
cultures, in  such 2 shorl period of Sdwe sftere Lhe cplls  woeve
expoged to MAC-CM,  indicates that Lhe foctor was released from 2
storage compoartment snd probalily during 51, Siwultaneously Lo

Lhe dincrapse of the nupber of Sibroblasts Trom 804 2 10 to
1.0 » 10 ard epethelis! coells Ceom 7.0 2 10 o 2.0 w0 10

ot 120 b, Abere wsse on lneredave in CBA seceetion (Flg. 2%,
hinting +hot thius second cyele of secrebtion is o product of  de



nove cynthesis ond nob feom o afocans comp s rhoend,

Fibroblast CSF induces the secretion of wacrophoge CSF.

I aa ghown gbove o coll sweretes CSF when il preliferslos,  %hen
wheo bthe wonocytbe-moovophoge cells sre oducad o prollfervois by
Ltheir regulastor CEF-1 (132), we could axpoct that  the peoly
Piduced  eells would secmebe tLo o wan C8F0 To dewervwine L i our
conditions one CBF cian iaduce Lthe secrotion of gneobther THF,  wo
procecded  eithor Lo cocultivete DSF geovreting Fibvoblocsts wilh
nonsecraeting oliclted pecitonzal waecvophogeoes. vor by adding
Fibeolblest CSF o Znduck bDuno parrow sonocybic  precursoryd ho
proiferste, UWhan periftoneal elicited wacrophages were Kept  din
vitro for up Lo 1T dava we could never  detect,  oven in Lhe
procence of LFS,  the secretion of O5F ‘ in the: Chia Mhien
the peritonszal fibrablacte Shat produced o CBF achliviiy with  an
sppovent  mol wl of 20 00606 ¢ were coculbivaobed wilth the  olicited
wzerophayges, two pa2els of acbivity were oblained,; one with 729 000
d and snother wilh 43 000 (Fia. I), hinticyg Shol the sceesbion of
Lthis gsecond C3F is done by Lhe indaced macrophagos.

When bone marrow cells were culiured in Lhe presence of  thoe O
af Kidney fibroblects, which by 1iseld ygove uws o single poalk  of
C8F  setivity similar  in wol wh  bto thoe one obboined  with
poritonsal  Filbroblosts of 70 000 d, we delectod in the culturoe
medis  aftoy 7 days four Giffovenl colany stimelsting osctivities
with aspparent mol wls of 70 000, 4% 000, J0 000 and 17 000
(Fig. A4). The 4% 000 (G3F weus by for the mest obundanl  pesk.
hinting once agaedn to  the wonocyte-macrophoge  cell ag the
producer of this factor. This obaprestion ceincides with ome of
ar previons  works (28) dn whigh we ddentified in Lhe M of &
macrophage-Tike ling 5 single pesk of DAY ecLbivity with 25,000 o4,
and fFrom another worll in wich peritoneal and glveoler wagsrophiges
were  found bo produce o molecule with o similar wol wl (17 T4
ig dnteresting to mention that 14 has alse bewn found o C5F from
huwman  wonocyhkee  with 2 siwilier wol  wl (27). TiKing  dinlo
consideration thot wocrophasges  ave Kpown  to secerehe aoveral
firctore with OC5F dlnducing proageviied,  l1iRe dntoerleukin 1 (TEL--1)
and  tumor pecrosis Factor (TNF)Y 224,728-30) we con not  assoclate
W these  pesks o clear COF sobivity, Thus we prefer o coll Shoen
calony  stlwulating sctivities wunbil thi. point L5 clarifiod.
Neverthieless duw te thoe fool whet the pesit with the 17 000 4 ic
gimilar in weight with IL-1 (31, wWe proceoeded o delernioe
whietther this moleculs was present  in Lhe chramatographic
freetions. Tty waing Lthe asoegey of potentislion to peoliferction of
unfractioned thwmoeviteos by T-1, we phtained that the Frachtliong
Lhat conbained  the 17 000 d coluny sblimulating sohivity
correspanded with those wilh IL-1 activity (Fig. 42,

CSF is probably a ¢ell specific factor.

It hag bhesn well documented that Lhe CSF produced by endotoxdie
mousty lungs ts of soproximsbely 20 000 d (ZT2,30). In thiz wark we
have alroady  ghown thot we could nol obtain COF getivity from
lTunyg  mscrophagoes, ond ooly one O5F of 70 000 4 From lung



Fibroblacho,  thas il ds probsble Shal this 20 000 motlecule  is
s rodieed bz anpther cell type in the  ligs. Taking  inte
cunhldﬂrui~hn bhat aparh foom  the fibrobigjate g Lhig
N rOph gy the epithoelial celle roprosent aonolber important
graap an 5ot s W paploved Sl O of onr epithells]l vells
Lo ovaluate Lhe wsl wi of Lheir C5F, Wer wbtainod & sdogla pealk
walh Cﬁr‘ arhivity o 30006 o, Thuag  we ducberpred Yhat o Lhe
ppilhelial Livoue ol Lhe Iungos 1o the secrater of the  ondotorile
TRy CsF.

T Lhis waorK we bwe obiaived o OSF cclivity of 70 06D & Ferom
Lhree sources  of  Flibeoblaste (lung Eidney  and  pepitonownd
simil e in weight  woe Whe o owo ]’ Kncwu| Ger-1  Gluo  From i
Fibrobloegtic caell Linwe. We Liagve  wiven owvidenceo  Lhal  the
manoryho-wao rophagr cells ceceete 50 0 000 G O8F . cimilaor an
vedyht te tho one obLuined From g wocrophage-1T1e cell line  and
Lo bl one found Prom bodmtian menocyhes, and o Fanally owe hsve
easociatod  Lthe 220 000 d CSF to that produced by  epibtheliasl
celley nimilar o weight Lo Lhe one ahboined Proam wmouse Turgs
with o large epithelial cellalar component.  Thuas  Lhere  are
wvidence thel bl peoduachion of 50 perbiculer £8P ic cell
suecific, bviously  wor? cuwlls hove Lo be anallred, a8 oap
procise biocchemicsal i mination  pevfoarmed o order to
ganoralize this miption, Dut we Lthink thal our recalis point
Lowgrds that divection,




DISCUSSION

The waccophate  and granutlecyte inducer (MGI), 2lue Kdown  as
calony shimulobing foctor (8BF)Y hes been found dn olmosl pvory
conditioned media (CMY frowm avery cell line testoed, hinting bhot
1ve peoduction snd seecebion dLu an Antrinsic  ¢ellulse  properly.
P this work we peovide evidence Sholt this fector is secrated by
the cells during praliferstion.  ond stops  when Ll caliures
appraach  saturation.  IF Lhis has oany siwilaoecily to whal happens
in  wvivo, Lthen  we gould gapoclt thoet the geobive prolifersting
Lisouwes yrogulobe,.  Lheougl Yhe seorebion of crowlh foactors,  bhe

I3

size and differventlotion stato of Lhe wmvelodd hewabopeietic pook.
Evidently  4Ff  we ke into congideration thal  opithe cellu
Form  pardt of one of Lhe most ieportant proliferating g L

Lhie avganism, wo conld Shen expect bholh Lhe COF produced by thewm
i an dmportant phyvsiologicael Facter reoulatviod the  amound  of
grantdocyLes  snd macrophisgos Lo the bady, Wi con Fropd b e
speculate  LHhot  during  chomaebheropy She pealiferation of  the
myeloid precursars in affected nod ooy ey b cylovoroe of
Lhe  drugs (20,35, bt by the lack of CSF as o rveosuld  of  Lho
Lovgiied by on bhe spitherlind cells Lhist producs 1t hoe  exbornol
administration of granulocyie CEF during Shematherapy bas Slesady
been  susgestod oy & weeful procedure Lo asinthein the  prodaclion
of  these coells in patients  (34), novertheless  taking intno
tonsideraticon  thal  the  epithelisl OFF 0 couldd  vepresent ther
physiologic induting Ffactor, Pt owentld alewe be intereosting Lo
determineg i the ewbernsl odmindistrat ion of Lhiis Faotoer  shortly
afther  chomotherapy  hoelps in wontiining bthe prodoction of both
mocraphages and granplooyhes,

IV is Koown Lhat oftee on oendolonne challenye Lhe arganicm i
capable of seceeding, in o very chard Lime, lovrge swounts of CSF,
In conscquenci  Lhoere hogs o be o reserve pool of this  foechor
somewhere L the organize readlly ovulloble for Lhils purpose.  In
this work we hove shown that whon o culture in density inhitbition
Cprobably in Go,  or with a lorge doulsling Liwed 16 sotlvalted, it
gpcrebes slonificent smounts of CREF in & veey shovh Liwe, We Shag
think that & poausslble source for body CBF reserve con be Tound in
the recsting cellss und Lhet it cen be velessed to Lhe environment
in & wvery shoprt Lime (probopbly diring G1),

Evon thouigh when  the different VRS T digosled
meymatlealy  cultures with different cvellular compogition wore
Ghhhsineds we only  Look  Por owe ewpeoriments bhose thel by
novphalogy were clearly fibroblaste o opitlhelisl cells. In this
work  we have prosanted evidonce Lhel Fibroblostse Feom diFfersnt
argans  pDroduce the 720 000 d CSF similare in mwol wi o Lhe CSF-1
produced by & waell Xnoun Fibroblost cell line, thob Lhe cesident
paritoneasl mateophages 2nd the bone marvrow menocybes produce Lhoe
4% 000 o CZF o simdilav  tn owol wl o Lhe  ons produacst by @
macrophage-1ike coll line (26D, by alweolar  and alicitad
macrophiges (170, ahd by beanan ponosyies (D7 and thol Live
aplthelisl colls produce the 22 000 o CSF giwdilar in mol wi Lo
Lthe GP~08F produced by ondotoric lumygs.  In consaguence we think
that in the oruanism the prodoaclion of C8F Lo cell spocifle, and
Lhiet every  cell  bype dn copshle of prodoacing dbes own,  thuos
providing & gimple way Lo exploin the diversity of GEF found




publichad in Rhe sodentific Litorshore o Tor,

I has  boen showns What onse Lyps of CEF (MGI-1) can induee &
bairgel cell Lo prolifersle and o gecerole suobbher Lbype  of  O5F
thatl helps din the process of ils own differentiction (17-

Iy Thue implying thset the production of wmature myeloid
i vhe organdan could De due to ot least two ionterrelatoed
moloculoy. Alwa  dn Ahie work we have <hiown Lhast the CEF
produced by Fibreoblastes  Juw vopable b buren o induce Lhe
producbion of onolber £8F Ly btho wontoyia-pstvrophinge cello,  and
wer Nave also praseatod eeidence Theb when thlas factor B9 given to
bone marvrew cells, o leesl  Ghece new cnlony  sbhimalating
activities were prodoced,.  We also showed Lhat one of Lhogse peaks
cprraapanded boe Yhie Crochione whiepe I wes preseirte Thus tekaing
Into congideration that IL-! can induce Lhe socretion of CEF by
mircraphizgers (24, we cun ol rale cut e possibiliby of @b
indirvect induction, specially iP we toke inlto considerabion Lhat
wa used o robber hdogh rambor oof bone nsevow eIl dn our o SeuaYS.
Imn Facl it wonld be interesting Lo rvepeat the euperiments  with
anti-il-1 o detormine wnelhier Lhorve odists 5 0575 that co-eldlbes
with TlL-1.

Taking into considervalion thet obthes Poclors with Lhie proporiy
of C&F indiction capn be alsoo releesed by wscrophages (23), we wan
ft ot this slioge datermine 7 the 30 000 0 wmolecule Found in the
supernatants of  hone marreow culiores, Lo & raanlt of  another
ircdivest wochanise of celony anduchion, Mevorbloaleaoas  we deo think
Lhvat the 45 000 d wolecule is 2 true C8F Docause oo dpodirect
tnducer has beoen Ffouwnd wibth Yhis mol wl oo fovre On bhe olhoe hand
we  alaso think  that  this CSF ds  produced by proliferating
wonocyte-mserophage aella, wu shown dn Lhiis  work, g by @
npcrephays l1iKe cell ILine io o provious one (245, Wee consider
thist the possibility of this wolwecule bosing = polymer of lighter
forma of CEF produced by btha chramptographic technle uwsed is low,
beacisuse o lighter CSF moleculsg weve oblosined neither  on the
experiment with peritoneasl wmacrophages, nopr with Lhe  mscraphage
likKe cell lineg, snd also by the foct hhieh L come wal Wl was
ohtained in the condIdtioned mediam wf Lhis cell ling by uwsing hho
tochnic af nltracentedfugation in T TR AT aradient.
Noevertheless we can not rule out Lhe posasibility Lhat the 45 000
d o O8F moleculs dc 8 diweyr of the alrosdy Known 22 000 d one. it
has to b menticresd Lhet in thic work we de ol oliewpt Lo
demonctrate thot we  hove found pew CEF moleocules, for this
purpose Lt wuuld be aecessory Lo papify Lhie molecales. or o wmskKe
cross experipments with antibodices Lo the olready Known  factors.
Eront oy resulbts we cin nevortheless speculaste thet there  Grwe
hepstopoyvelbic colls Sthat produce their own CBF in response {o Lhe
prolifeerstion  mduced by olhov cell bepes: ahd Lhot o cescosdae
re2etion  can ocour o which the CSF producod Dy one ¢l typey
induces  anolher  cell bo proliforate ond bo ceorobs velh  snokher
CSF« Finaolly if we conzider Ltholt o choln repobion docs accur, and
that on the obther  huand  theee ore OSF that  belang  to the
differantioting  group  MGI-2, dben It would e  interesting  to
detormineg if a differentistine molocule Pov one cell type,  could
also have a proliferating effech in anobhoe one,




Legends to Flgures

Lo~ Proliferation Kinetdicvs of Kidonoy apitheoliasl collas )
lung fibrobloegts © Y and lung epithelial cells ), oy well
as colony formation induced on bone wmareow cells by Lhe modis
conditioned by Kidney epitholia?  welly ( Yoo lung
fibroblasts ¢ ), and lung opithellal €ells { ),

2= Kinetles of colony foemition indocad on bane mavrow cells by
the wedia conditiond by satuarated ciltures of  lung
fibroblactsr ¢ ) and Ridner epitheliscd  ecells ), ofber
inductlion to proliferation by wacrophage comlitioned wadia.

I~ Elution profile of Ehe medioc canditioned Ly o oopealiurie o8
eliclted mzcropheges  and Fibreblects of  Lhe  peribtoanwal
cavity, Colony  fovmation  on Lone maveow Ledlo (0 )y apd
absovbance al 280 nm ),

4.~ Elutian profile of +Lthe medis condivioned by bane  wmarrow
colle that weore petivated by the conditioned media of Kidnay

fibroblasty, Colony fovwstion on bDone marvow cells Yy
induation  af proliferstion of unfrooetioned Shymooyies ¢ Yy

and sbsorbsnce sl 280 am ).
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Introduction

Since Lthe  discovery  af  an caoiky Lo medasuee Lhe F e
respanuible For She proliferation of wyelpid precurdors 230 veors
ago by Whie o geostp of Leo Dechis (LY, 8 powerfal Lool for o din o viteo
pasaarch Wirs wade ueilable b cohady Lhe wechanisms of wvelold
cell diffoeventislion. Cuean Mhouel, thiie peoupy iy i i ot
vesort  the Fformelion of colonius fron hemoatopovotic  prooaesors
vaine & double cem Tiad ooyl 3 L Lhowiu Thite sy of Tonedal
Moteelfd 002 Y thal one vear using & wi o culdupe

awabem Lt with Loon omavenw opnllo. nntiesd of nndenn cetlg,
ootashlished  the baogic for Lhe oz Cotavn hoen in o nuse L]
Yhoeso  oyeers bo ohudy Lhe diFforoent zll““ wf ey ane o s

MB3Croph Q. It was  Chiiy Yasl agroup Lhet colned  seweral  vodrs
Tater  Whe  nema colony Lonad o g st (GSFY (03 )
melocule vezpansible For bo preoped Cunn Lhoouh 2 vears
Bhitr  Sochi proup noswsd Yes sowme Faghoe seranh and  eanuliogd
inducar (MGIY (2 ), and anp nruup 1wnv ctimaloting

[401512%] [ iy e Lz merm OBF Q ; Ly aevan e,
wagjortty of the warll danve In Lhiy Chhls name (6-20),

The  MGT sehoul pocthaliotheds Hhie o Lo of 3 Fomily of
praliferation  Indoacing molecnlaes callad fET-1, Al anotiier Wi
difforentisbiong proper .

auocalled Wh irnducad Ly by co in
responge Lo MGT-L {21-21), O dha other hand Whe C8F honl
maintsing  Lhsl boewetborovesis o veguinted by oo ltimiven sevice  of
gerawsh factors which  arve srogressively rostpeloted (o Lhedir

o

biclopicedl aochivilivs and %arget reils (240730 T4 16 dwportant Lo
Smention Yhoat the bost Known CEFS (CSF-1 . OGM-CEF and  anlvi-CSF}

were  ovioinelly produced Peom cells thol de ool belong S hhe
weldaid compartment, and what on  Shw ouhor haml the
difforentisting molecnlies MET-2 were  pbhitsined  sbedctly Prom

proliferating wyaloid cells, Thas we Sthink Lhare g scme ground to
cuppase bhat bhie proiliferation of bhoe myeloid cells is controled
by colle {from ogtside  Lh myelold  compariment . while the
Jifferentistion 5 pubreogulobed Ly the Lells thomoelecy,

In bhis work wve have attemptod o preovicde evidenzes by oaging
Tiguwid culburves, that Lhove 2ve cell specific COFy produced by non
e leid calls Cane from Fibroblasts and ancobber  onw From
epitheliszl enlls) which ove axcoellent proliferative foolory, wwhile
theve o at least one CSF molecule produced by the wreloid ocwewllo
thomselves (From  mavvophages) ., uiih SOy i B Ferentiative
topahilities. For  these  puepos arodnced  canditionm)
matdis  feom Fibroablasts, Crom cellg and  frem bone
mavvow  cells achivated for prolisd and Jdebaenine By gel

chromatug ranhy bl molsewdare uf thip gifforent
nppliforative foctors,  The di??mkutjdtlun inducing property  was
ovalusted by doetevmining tho ot of Fo peceptory on rosidont
and inmthuced paritoneal wmatrophages.

Haterisls and bMethods



Mice.

SUe

eablhier M wbyrain CI=1, were daed @b 7-10 dayve of
woof Tunge sud Kidnerse  snd of% -9 weelly sua dongrs of
Fibroblaaste, ppitheliasl  welle, resident and Induced waorophages
ond bolhe marrow cirllu,

Cell culture. ALl the cells:  were  saltured  oander o 10X L0
stmocphiare, b AT IS ond wish 20 Toe homddidy Lo minimed
eanential b CMEMY  (GY rand I mely, MY
supplaonentegd with FERIA RPN RHA Bb v (B
(Microlab, Hexicol, or horgs Hiceo)al) pray sl

townls

T

N

inectivated st TS B For IO min. 100 [N AT
penicillin 6 LO0 U/l angd ] D .7 W/l tare
vt pddid ha The MEN Leteoen o oal Bl wulbures weve dono

waing A0 o LT ome Livoue cudinee
ml.

o Thnsr volume  of O

Cells. Lung fibhrablecthe were obLoined  oFLer an Y ke
disperaion  witly 0.007 of colli ovyepe TV in o phoaph otee
huffered saline solubion (FREY ol On Lhe obher hapg ta
abtioln  epithielial cells From Sidneys Lleg taruunt  were
gub jeotad Lo enzymnbie dlsparsion 0208 of crade Lrypsin
From pig paneress,  dn PR ob voom heaperashare. Finotly thoe onrlle
ware diwavs recsuspernde] inocelbure wedie contniniag FRE,

To obtain residont wmacyvoph
mice waerse secrdfiod pad the Tl pomovenld
with 10 wl of PR, This oper O W 1 Epa
Soml oof FRE fo spoover as many opllh o au po: v Thie wells  wars
Lhen  weshed Lhrw L with PRE o 00 o min,  and fipslly
93110 cells were s in cliues aedia conboining HE,

cus Fron 2o peribogoesl cevity,  the
woTlnching Lthe cowvity

b mave Limtee with

[
ond

S

To oblLain induced mooroplaaes |
nive ware ingociod ip with T wl of
Detroit, ™7 b A% i PRE Pt 4 dave Lthe  snamsly were
sperifiod andd Lhe paritonsal e noprenouvpred by Fluashing the
cavity with 20 ml of FES.  The cells were poched blovee Limes  ond
310 colle  soodod with cultures Lo Th order Lo enrich  the
macrophage populatiang, Lho cells incubsted Tov 1 L ol 27 0,
Fallowed by the pamoesl of Livat Sid not edbherve ta dhe
culbupe subutrathe. Subnouierhly el il culhre wsned Lo
contalning HS.

vom Yhoe geribonesl cavithy, g
modinw couelinshe (Mifeco Labs.,

Conditioncd wmedia, Tho souvews  for the GEF's were  the wmedic
cenditioned  (CM» by the differont  oell Sypos smployed,  CEF fron
fibroblssts and oepithelioal cells wave prodoced by oulivres  in
thirir  second  poesagos, witheyr Ly aseeding 207 2 L0 g
Fibroblente  and collecting the O ofier 302 dovs, or 3 2 10 Iy
gpithellis]l  oelldls olye ofher 1D diavyse o 1.5 2 10 Kidney
aplihelizsl colls after 11 Jdave, The pedin conditioned by 8 2 10
Lone  marvow  cells stimuloted widhy 2 sl of eiller Lhe OGN from
Pibroblsuts  or ppithelisl  colls, oy o gource of  OSF, wore
collectod gfree A dave in rualtare, A1l the OM  woert stueed ot
~20 TC uniil use,.



Gel chromatography. & Lotad of D owd of CM From eithery Fibeoblosts.
apibbolisl  cells or Frown bone mérrow cellse  were chvromatogaonled
in Bophede: G-100 (Phaormecia Fine Chenicole, Swaden) in o 200 w0 20
cm o column, sn elonted witl, 7% mM Teds - HEY btuffer, pH 2.7, ot 4
e wilh o4 Plow rabe of 4 cwshe Fraciiaongs of 5.0 wml were collocted
snd shored oh 20 06 aplil bse. Teonefeering ovallanin, wreglobd
nalf hoemegiaoblin and ovbochrome © waro geepd o entoeroal  stondarcds.
For  Lhe biolwelconl sesaws.  alioguobts of 3.5 wd Feenm eosch Practicn
were cmplovod.

iy

CSF aussay. For the celany stimelobion sousy Lhoe Tie Utzaw
Tover  bochuic wos employed CLY Borieefdy s ip oo A0 w0 2T mwe Frehed
dish 2 Firsl lover with 0.8% of saor wos added wliih She meddan Lo

Lo Lacted,  ond o soeood Ioyer widh OL30 of ggir e ool oyiieed

with  sppvoscimebely 7o 10 Lone marrow t2llo, Alter 70 Jdays of
incubation, 511 Lhe culonies with o pove bhan 20 ool le wero ©ounded

using an inverted  wioeoncoope,

Cell proliferabion assay in ligquid cultures. For the cell
prolifors K Lechnice  was  aaployed.

L) eI LA FTE Thopraed el e
Briofly’ 10 mm ot d OUN Y ol Lhve wendive bo b

i [

Lpebed wen suded with oppraimately T 10 bone atgeeow celly iznd
10%  of HE, After & (Joave af inouboabion., L mumbhoer ol cells was

pvalusbed Too ool ol iare Ly ome

ang ol an hinmocyiomsber.

Asany for Feo receptors The o YOG ke re surgd by the
rosehie technic (20, Briefly, Tel sunindt she red Blood velle
(SREBCY (Cordin, Lobs.. Miam: Fle, Y o MLkt 10 1ADG in PRS and
mined wilth o ponsocluticsting concentestion of BlD previously
washe) dnd FRE and incabalod 2 37 02 For 30 win. The arythrocytes
coagted  with anbibody (E&Y mere washoed sloctes wmore Bimes aon PRE Lo
et rid of free Ig8 and atored in PEE for o of 4 davs at 4
CE until uged in Liae Foo oo VEOT LG e The e he roested fovr
Foo orecoptoars were resident ond elicited  pariltonesl wmacrophages
that woere culbured curing 4 dovs with ond withond bhe %oest wmedia.
For btha aesoy 1 owl of B8 wes added bo bthe oculioere dishes dllutod
101 with PRE.  ond incubeted durving 30 min &% 37 LG, Finslly  the
nanatiached  orvibrocyies  ware roaowed and She dishes  Fiuaod  and
dyad  with Mey Sreevwsld- Glemssc The percinbace of wvosethes  was
ovalupted by datarwinding  the wnacrophegos  wlth more  Lhan 4
evyiherorrtoo s2btached Lo thom. & wivimoam of J0F cells wepre countoed
for uch doetarminptlion,

Miscellancous. The resulbs are She oveesges of duplizates of Lwo
indapendent  aEeasayis Yhat did not depart werce khan 10% from each
phher., Hoenliare withondt CM was alwaeys addaed as conwrol, A1) Lhe
chewicals were fram Sigwe Chemicsl Co unless otherwise specificed.




Regulis

Produetion of proliferation factors for myeloid cells by
epithelial cells and fibroblosts

Conditioned wedic (CHMY Prom culbarss of Kidney epitheiic] crlls

arel feom Iunyg Flbhrablasis.  were chromstographod and Lho diffarapt
1 oo nuklu\cﬁd Ferpr mvelodd ¢olld prolifevoation ond  culuny

Sunimelaeting povivl L1 omilliliter of osoch Fraochion  wes
map loyed withar M trolifershkion o Yiguaid ulturss of 0

e 10 bong  warrow durivg & Jdoyy,  or o induce colony
farmetion in T o L0 7 odiayae When using epidhoelicl eslle OM
wer gialained For both scolblivitieos o single pealt Lhat corregponded Lo
Gomel owl oof TD000 d (Fg 3, wbelle foor e Fibreoblogte Mo gralline
single  poal of 70 000 (Fig 2Y. Taking Lato consideration  that
arbil Lodsr bhers have been o no ceprhe in [AFTE ORI TR A
Titerature of Indirect COAF inducing easnts wilh Ghe il (BRI
that on  the obher hsnd Wvore @ee oLlaer wall kivown P”F' with sl
wite uf 70 000 o amd 2 000 d (CGF -1 and TM--CZF)Y (6. 7. ’li(] Lhat
Lhie 70 000 o wolecule is Koown Lo ha poeceduead b p&“\,‘j‘“ L
Yina, we think that the colony siimelatl A s sty
theis  work roproecert Lege DBF. Tn ocrder Lo dnfurmlnn if the 022
000 o L8F meleculs found in the CM of wpllheliasl cellas Frum Lhe
Kidpovs i oloo prodaced by ocamiloy vetls from o olhoy wrabng,. e
evalnated the precence of o proliferstive  sotivite kn o2 OM
cohteined frun epithelisl cells From Jungs.  lhiing bhe some wethods
wer Fonnd & vingle papk of aotivity with 22 000 o (Fig T3,

Production of proliferation factors by bone marrow colls  induced
by CM contalning CSF frowm fibroblasts snd epithelial cells

¥

‘

Dnce hhal we hgve dotormined Bhel Cilvoblios Snedl e e Lzl
colls coan  socpele specific CEFg,  we nwed CM contalining  ithause
wolecules Lo awslaiate whethos bane marrom celle conld Lo Sndhaced
Lo  seceete new proliferating molocules. For this  puoepowse we
induced for peroliforwtion 8 = 10 Lone wmervow cells with 2.0 wl of
each CM,  and after 4 Jovs Jn caltrre we colloected Lhe now OM, ldes
Found 4 poskys wlth proliferative votlsity o She  cloromgboegropdade
fracbions  from the M of the bone warrow cellas Lthot were  indu
by  filbrablosl oM. Once acoin bhe pioliferstion indoeing sohive
alon correspandaod in mol wi do the pooks with colony  stipuloting
getivity (Fig 4%, Apart from Lhoe 20 000 o peul cimilar do mol  wi
to the {fdberoblouts CEF we ablLaingd three cow gnon, with A0 000, 30
ONG  and 1T Q00 d vespeclively. Toline dinbe Dorcidovatian Rhah wie
have previously found Lhaet o mascrophoge cell line produces o CSF
with A 000 & (2%, Elvizt »lwenlar ord porihtanesl meecrvopheges v
known Lo prodeace o C8F with o siwilor wol wi (300, and Lhot
fibroblast O&F i Kricraer Lo anedne e meriaeybe-macrophago
proliforation, we think thebh thic 45 000 d woleculs weos asxoreted
Ly Lhe prelifareting wonveyles in Lthe Lone suavrvow cultuares. We do
not  know ot bhis stoge whather the 30 020 and  the 17 030 d
malecutleg veprevsont troe OOFc noleonlos. or iF bthey are factors
that could have boen loduced indirectly, In fach there ip 2 17 000




d  muloetdle Knoown ae Ih-3 (31, Lhagt ie secrebsd by wmecvophages
(Z2)+ and van induce the swepration of C8F (Z5-35).

When  undee scimdlor eaporimentel cenditions epithelisl cell  OM
ware  nsod as on octivebor for Lone marvrow cell  prolliferation: we
Ghrtoined thece pesics oF acbivity (Fig 3. Qnee sgin the AT 009,
the 20 GO aml Lhe 17 000  polseules were pregseat wibh  bodh &
proliferstive sod o conlomy shimolabing

- - s,
e Livity.

Production of prolifersting factors by bone marrow cultures
induced by the 45 000 o proliferatdng and colony stimulating
factor,

In  weder Lo dedbermint  whether =211 the Ehveo new oealys of
proliferative  and colony stimulating zotivitisg found  fo bonwe
aterrrow coalbures were indudwed Ly fibvobloots C5F OFGBT-1Y, e by the
AT 000 W wmalocule (MGT-2) Poduved by Lhe 200 000 d cuntaining
flbhroblest Oy we procecded Lo wabivats Lore marvot cplls o
prolifterate by 0.5 ml of o ponl of the Cractiont contolining the 45
£00 d mwoleculs (Fig &) duving O dove o culboerme. Whoen  evaluoatinng
Lhe Prasencg af new  proliferating  and  colony stimulating
sebivities  in tho cheomctographed FeocLions of Wiy new O, v
Tound sport from the 45 000 J paak the IO 000 and 17 000 d  onwes.
Thug  we deckereret thot Lhe A% 000 o mpleowie do the  dndacery of
thoese new weleculoys,

The A5 000 proliferative and colony ctimulating activity inducen
the expregsiaon of Fo receptors an resident and elicited peritoneal
macrophages

In ovdoer to dabierwine I Lhe AT 000 o molecule could repirevent
a4  trae MGI-2 molecule, that dig  with strang diffarentiating
propertieos,  wWwe  evalugled  Lhe propeyly of dnducing Foo recephbor
eaprosalon by adding 0.5 ml ef the A% 000 fraction posl o
dithow 1 % 10 wlicited or yvouident poritonesl mocrophoges  during
4 davs  ln enlture., We oblalned bthelt both groups of  wmacrophoges
ware girongly indueced for Fo receptor exwprescion {(Table 1. Thus
our regulits provide evidences that the 45 Q00 o moleculs hos aside
fraom & proliferstlive scbivity s strong JlfTerentisbive onoe,



Discussion

Tz  Jifferent  phienomaiia beizee b opoouy in ortler Lo wainlain
contingous cupply of matdre Hlood cells,  Firost Lhero haos te be o
e diny i LAV AL R LY TR A FL RN TR toaf o unEficient madhers of o
parbiculay el LU, anid 2 Ul e han § s for the
differeatiotion of L 2 Funviionszl  ones, Iu fagh
taling  Inbo gonsiderstlion sration of precuarsor Lells
pooe  simulbtancossly wilth thels mehuavsiion,. in o guch & way Lhal in

Aunrnsl  wolle the mere the wmebwcasbion Jevel achiswesd Sthe 1. the
proliforative  capubilitlies, Ahen  we econ supect Lok b

mirchianioms are il Lanaonsd renpin Lo b In CHINL R e
praliferabion heos  bo be o lipked Lo i feyantiohLon,
prolifuration withoult differvaiioctiod would give rise bo lankemia,
whille  diffFerercbiotion  wilhowh proliffepnbion waalad o lve :
anamia,

iy

We can shink of twoe wechonises Sy ogloh Qifferendtaaglion conld be
Yinked Lo peolifervotion, iprats Lhat  bha  prolifterabling  or
witoygenic tndurang foclors dnduce Lhe papretsion of veceptors b
differventlalion

claprs, dwhng waking She cells auscephible  to
s ono Lo evovenaus reguistovy meldeondag Pos Lhe goepoess D Ln of
mataprn propeartios. Aud gl oh vroliforation T{A TN L
produtbion  of codogonous Foclooes et Lo o dndace Ve sl tbe
paracint g mature phonabype.

Wer consider Lhat thore Sre nowasl: L mavin sobhocls of Shoughl
that  howe proavided conasiderahle Jdo 0 tpport each one  of the
tdes in regards Lo thoe wey in which praol an cauid ba Liplked
to  Lhe differantiotion of gsranulesyte end mourophogos. Tha  HMGT
svhool  weipteing thst andogenius Poectorn MRT--0) sre producsd @n

o)

[k

rrSsonsa o exogenons wdtogentc Foacborers (MGT-1) Lot See
rerspabeilblse For cell Jdifforsebiobion (31200, O She otler Rand

the L8F  cohopl  affirwms thel four  diffarent  auogenous  fTactors
(MUl bi-C8F, OM-C8F, OBF-~1 snd G-0BFY conten?l the proiiforation and
difforentistion of thove LIeod cells. dJdoegeoding on s progroswmeed
euprocasion of meebrone recepto e b euch  one ol tham (24,
RFagardleas of the foclt of whother Lhe MGT or CIF school toen to he

coprect  av  BF 0 Lhey complamrnd eoch sllhiews we hhdnk Lhsl @
sonsernsus has o be shiained to asaidan adwes to Lhese, and 2ll She
wtheyr  hoemoatopeoretic foactoro. Fapat in veoiards o Lhe gy o

nopenclature  we  hawve o Lake jabe consideration thal  therve  arwe
many  uther fechors Yhol 2luoe fonduce Lhe Pormstion of fiomatoloegic
colondes In vitro, Like ocrwvihropm in €28, interleakin 2 {37),
interloulkin 3 (2D). oand e S RYINITE Lin f3E3), ha Lhat bhore Qo
e dlear evidence that Lhere I¢ goelony foomation in wiveo, In Toot
at o showrr in this work the prolifevedive copzbilities of CFF oun
alan  Le weasured i JHaguid cudtores whoros there Jo o obviously  no
colony  PFoevmablenn, Mn the  obther  band and sd fur s Chhre MEGT
terminology  dg conceensd,  Lhere lu sabeong evidence that one tvpe
wf  haomopoyelic factor.  wnce whought bo bo rpecdfic fow one el
trvpoy  wan contribuile Lo Lhe differeptictiion and vroliferation  of




anobthor onee Thus we w1l Lhasd Lheve (4 need to redofine covun by
cmplaoving o were nodbsore nomeaciastape.s There Is 2 tecalnology
msing the inteeleakin nomenclstaes Wt dess noet offer o colution
Lo thiz prablon, hacoags abvionsly 4t dose net soceoount For the
protvifovshine  and  Gifferentistion feclovs Rhel are proaducad by
oather gull Lypec auids from Tevlocytog.

T Yhivw work wm o eheatd Luoporowite some @eidtnges thal
Lhe L85Fs are goll Thit one ¢=11 type is capable  of
produriiig &nd soorebing ol ooe tepe Of ORF,  and JifFerent From
tha ooo produeed b anobher col? twne, Wa Lhinll Yhed ander cortodn
civeumabanees Yhe coellys could Lo Lidacs bo peoduce obthier Foolovs,
gd Lhiat andar naemal phyeioloadonl :::.mc.!j’.innr; Live su..!*,‘(\r.l.{‘.‘,-' af cLve
CEF oroduetion 1ﬂ pdt o LY. W leove preov: aviatdences List
Tibvobla frem different ocgang Irele 3 70 000 d CEF  mnlecale
similer Lee aold wt Lo ke slaeisd Known  CRF-1 gleo S 8
Tibrobhlasts cell Lline (&), We boan mlvite shown thedt epiilhellial
cwllu Prow difforent urasne proadice g Wity 20 060 o similieze I
it wi o bthe Khown GM-88F (27Y, Fiaaglly ovidente i provided Lhah
menocyies prodace o A0 008 i TEF o anleonle sianiloe Snowal o wlh bo Blwe
alreindy L1 1 molocuwle  Freow oo omecrophioge call Tine (2% £ o
paritonesl and slvealoe woaveonbcees (3030 ond FPeow bonoen moenoesh
¢339, Throughboutl this worl we hove staled Lhal oure moloculod were
gsimilar din mal wlh o oaud not dderntics? Yo the ol pesdy echabdng 0SFu,
bhovouse  we have aot wake Crosa estaowr Zptent s wida onhibotics Lo Llie
alveody enisting Foetors Lo prevep sdantaoly,

[ETH

[

Wey  Feal that ligedd culbtores  should b omore @ ively  owaed
b complenend She dots of colony Formation, o evoinsbe aoade Foom
30 incdlepgtlan  of gelony forming  anitsg, Sl peolifervating and
difforentisbing dinducing propovties ol LVhe Jdifforent Pootore. We
heve previously shown (2923 that S8F can Induece volony foramation on
Lone  moreow cpllo Lol was omable Lo dnduce e enprosusion of Fa
roceptoru, a0 potuve cell progsorety, vitile awnoathor  Factop W
ciapshle of dnduzing Fo ocecepbore snd pob colany Formolion . Thas we
thinlt that there s o Fomlly of molar mo, Wwith prolifecative
properdd whizit cther with diflforenrtiobi s Wlist conteiloute
Lt Lhe pannr foan of func nal o watuern Llood cells. T thig work
wer have  chown bthat differvenbichive Faclizvg gsn he  peoduced b
cellg in rezponse o oproliferative anes, and provided sayvlde
thet  this ig an andogenous phonemens dn sccordenue with Yhe MOT-2
thaoory. Tt has Lo be mendioned thaot MEI-2 Lhos en guuscletod with
G~EEF (403, thus 38 4She A0 000 o moloceule dosovibed in Whle  wark
io & trus nonpovite-mocoraphodan secrobod C8F wer can specitlate Ghat
mecrephages seerete under L Ton o unuqunmuﬂ mitogens (CEFf
o BM-C8F), eadogenous foechbors et are suldo Frow mitf;q MmE Lo
pther  celdl typos olsu sterong sutodifforentlsbing ones M
Even Lthotgh we have shown Shab She 45 000 J molwoule i
proliferction  and  the cecretion Sy bLoane mavvow cells ather
colony  gidmnlating potivitieg, Jio nol Know ot Lh shoge Lhe
Larget c2llec for 313 Whess Foclorse or whethes bthe dndueced colony
shimulaiing  wolivitios rearegent Lewwe CEFs, o 4 Lhey  ore  the
produst of  Lndirect inducing wechsniens Like the ane sgeocicled
with Tt Thus we do not Kpow if there {18 2 chaln resction in




whigh DIG PNOCenaUy i Legen Lnduces e pppestincn of
eviloganouy wliogen en another gell dvpe (Figiee 8), o L
L

socondary wolocule  only  conbeibules Boo $he peoalifersthlorn
diffeventliation of the cull Hhobt praduces D4 dFigure 7).

IF  tho  hypethouis  prosonted i bhiiu  werk  concLrainge e

gpectficity  of CBF production by well bypes fe coreooyn, Ahen we
can offor mn gthernative Feos Lhee Geture of bl fomdly of
nulocwles. We prodous Lhat Nae be suooclated o Lhe opll Shot

prodaces tho Factor wod et Lo e Laeged cells Thos prolifoersting
and differeptisbing foctory wonld be ¢lasoified docording Lo theip
ovigin ond nol o Lhceir different funchionse Finadly we wonld Like
Lo mantlon that oven though She wyelpid procwraors are the bartd b
far Fiberoblast end epithelial produced CRF wr do nob Xnow 148 Lhey
aget on the game cells or in Jdifferent asubgrouwpe  of  gvelold
procurcore. Dbvionaly moale gorie wonld hoave to be done o pyove tBhe
evidences  Jdiscassad  here, Pul  we Think  thas Lthoy  offor an
alternctive  euplancetion for whal ds Kpnown o bhe  wechon it
favolwed in myeloid cell Jdiffeventistion.




Legends Lo

FIGUNE i,
FIGURE 2,

FIOURE T,

FIGURE 4.

FIGURE G,

FIGURE 6.

FIGURE 7.

(MGI-1) can

Figures.

Elution profile of the wmedis condibionad by  Kidoey
epibheliasl cells. Colony formation o bone marrow
celly L 5. Proliferction  of hone wmovrvow cills i
liguid enltureas ¢ ),

Elution proflile of bthe medio conditioned Ly lane
Fibroblosts., Colony formetion on Done waceow cello
{ Yo Prolifevetion of Lone mecrow cells dn Yiguaiad
ciltiteres ¢ Y.

Elution peefile of Yhe medis congliioned by lung
apnithelisl cellu, Fealiferation of bone marroew cells
in Ydguid culbures Y,

Clutian profile of Whe medic conditioned by bone
marrow cellys dncuced by blie wmoedls conditioned by
adtures of lung Fibroblest, Dolony formation on Lone
savraow cells ). Prolifovetion of bane marvow cella
in Liguid cultnres ¢ Yo The 45 000 d pool wasn Laken
Froan tho Ffrerogctiong vepregonbod by tha shaodod

e 1M LE e

Elution profile of the wedin conditionod Dby bubwe
mevrow  nells Lnhucad e ther wiedis  conditioned by
cultures of Kldney voithelicl cells, Proliforatlon
of bone mevvow Cells dn liguid oculiuares (0 3,

Elution profile of the moedie conditioned by Done
marvow cells indutad Ly the poolsd Frocbiong
contalining the 4% 000 J seak, Froliferation of bone
warrow cplls in liguid culdures (0 o

Mindel vepreseniting o chein reaction in which the C5F
produced by eddhor Fibroblosts or epithelial  cells
fnduce o nvelaid procurser te produace
snothioese C4GF {(MEI--2 wilh protiforebive ant

puto-difPerentiotive inducing properties,

FIGURE 8.

Model repregenting & sysbtn in which the 0HF
pgroduced By slthor Tiberoblasts or apithelizl cells
(MBY-1) con indused svwyersl mvelold perecursors Lo
produce ather CSF (MEI-) with suto-differaentlative
indupaing propesbhieg. :
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