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{CFU-G) y a la derecha una de macréfagos (CFU-M) en cultivo de Metil-Celulosa del dia
21. Microscopio Invertido 4X
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Foto 5: Se observan
colonias BFU-E y CFU-E
de pacientes con
Linfoma. En cultives de
metii celulosa en el dia
14. Microscopio
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1. RESUMEN

Los linfomas son enfermedades neoplasicas de las células linfoides, que

generalmente se originan cn los ganglios linfaticos, Durante los dos ultimas
décadas, ha habido un considerable progreso en la caracterizacién de las
altecraciones cromosémicas y a nivel molecular. Hasta la fecha, la funcién y
composicion del sistema hematopoyético en este grupo de ncoplasias todavia no
ha sido plenamente entendido. En este estudio nosotros hemos caracterizado la
proliferacion de las células progenitoras de Médula ésea en diez pacientes con
Linfoma difuso de células grandes (LDCG} y caracterizando la proliferacién de las
células en cultivos a largo plazo. Este estudio se ha extendido en la composiciéon
del microambiente hematopoyético de esta cnfermedad hematolégica. Todos los
pacientes incluidos estuvieron dentro de los parametros hematologicos normales
en sangre periférica, tanto antes como después de la quimioterapia, sin embargo,
las alteraciones tanto en el microambiente hematopoyético como en las células
progenitoras. Comparando con las muestras control, las muestras provenientes
de los pacientes con linfoma presentaron una reduccion del 35 % en el nimero
de las células progenitoras en los tres linajes micloide, eritroide y los progenitores
pluripotenciales. La proliferacién in vitro de estas células fue también deficiente,
desde sus niveles en cultivos liquidos de médula osea a largo plazo también fue
deficiente comparandolos con la médula dsea normal. Los progenitores
fibroblasticos se encontraron reducides mas del 50% y esto lo podemos
correlacionar con una deficiente capa de las células adherentes desarrolladas en
los cultivos a largo plazo. También observamos una reduccién de la produccién
de las citocinas que se producen en ¢l sobrenadantec como son Stem Cell factor e
IL-6. Interesantemente, las alteraciones que encontramos ¢n los pacientes con la
enfermedad activa no fueron corregidas por la quimioterapia, tanto el estroma
como la proliferaciéon de las células progenitoras se encontraron mas abatidas
que en enfermedad activa. En este estudio nosotros hemos encontrado
deficiencias significativas en la composicion y funcién ¢n el sistema
hematopoyético en pacientes con LDCG, tanto en enfermedad activa como en
remision completa. Las alteraciones observadas después de un periodo largn de
tiempo (dcsde 6 a 12 meses) las alteraciones se prolongan (¢quiza de manera

permanente? ) sobre los componentes de la medula 6sea (por ejemplo en las



células estromales). Hasta este momento, sin embargo, no se conoce el origen de
las alteraciones hematopovéticas cn csta neoplasia hematolégica. Posiblemente
las células del linforna vstan implicadas en tales alteraciones como puede ser la
secrecidn de citocinas gquce inhiben el crecimiento de las células progenitoras
normales o citocinas que actuan scbre las células del estroma medificando el

patréon de la produccion de sus citocinas.

Palabras clave: Médula 6sea, hematopoyesis, In Vitro, Linfoma, progenitores,

Estroma medular.



1. ABSTRACT

Lymphomas arc neoplastic diseases of lympheid cells, which usually criginate in

the lymph nodes. During the last two decades, significant progress has been
made in the characterization of chromosomal and molecular alterations in these
in this group of hematological disorder is still no fully understood. In the presen
study, we have determined the progenitor cell content in 10 patients with diffuse
Iarge cell Lymphoma (DLCL) and characterized the proliferation of these cells in
long term marrow cultures. We have also addressed some issues regarding the
composition and function of the hematopoietic microenvironment in this
malignancy. All the patients included in this study showed normal hematological
parameter in periphcral blood, both before and after chemotherapy, however,
significant hematopoictic alterations were consistently observed. As compared to
normal subjects, lymphoma patients showed a 35% reductien in progenitor cell
numbers, including myeloid, erythroid and multipotent progenitors. The in vitro
were significantly lower than those observed in normal bone marrow cultures.
Fibroblastic progenitors were reduce by »50% and this correlated with a deficient
adherent cell layer development in culture. A reduction was also seen in the levels
in culture supernatant of the stimulatory cytckines Stem Cell Factor and
Interleukin-6. Interestingly, all the hematopoietic alteration mentioned above
were still present in patients at complete clinical remission after the composition
and function of the hematopoietic system in patients with a diffuse large cell
alterations observed in the latter situation may be due to prolonged (permanent?)
effects of chemotherapy on Bone Marrow elements (e.g., stromal cells). At this
moment, however, we do not know the origin of the hematopoietic alteration
occurring during active disease. Possibly, the lymphoma cells are implicated in
such alteration by secreting cytokines the inhibit the growth of normal progenitor
cells or cytokines that act on stromal cells modifying their cytokine production

pattern. Studies are in progress to address the issues.

Keywords: Bonec marrow; hematopoiesis; in Vitro; Lymphoma; Progenitors;

Sltouina



2. INTRODUCCION

La hematopoyesis es un proceso compleio que se lleva a cabo, sin
interrupcion desde las primeras etapas del desarrollo embrionario siendo el saco
vitelino el primer 6rgano hematopoyético; posteriormente el higado y ¢l bazo son
los principales érganos hematopoyéticos. A partir del sexto mes de desarrolle se
lleva a cabo en la médula dsea, hasta la mucrte del individuo. En cada uno de
estos organos las células hematopoyéticas se desarrollan en un ambiente
especifico denominado microambiente hematopoyético. La c¢élula seminal
hematopoyética tiene la capacidad de auto-renovarse y de dar lugar a las células
progenitoras pluripotenciales tanto del linaje linfoide como mieloide y estas a su
vez dan lugar a las diferentes lineas de diferenciacién. Los progenitores
pluripotenciales tienen una ligera capacidad de auto-renovacidén y una alta
capacidad de proliferacién. Los progenitores tienen la capacidad de formar
colonias en cultivos semisédlidos.

El microambiente hematopoyético de la médula dsea esta constituido por
las células del estroma medular, las células accesorias y sus productos (citocinas
y la matriz extracelular]. Los distintos componentes del microambiente
hematopoyético interactilan con las células hematopoyéticas, a través de
diferentes mecanismos: a) contacto directo de célula a célula, (entre las células
del estroma y las células hematopoyéticas) b} a través de la produccion de
citocinas, que pueden ser estimuladoras o inhibidoras y ¢} a través de la
produccion de las moléculas que forman la matriz extracelular (colégcna,'
fibronectina, laminina, proteoglicanos etc.) Asi pues, el microambiente
hematopoyético en su conjunto, proporciona las condiciones necesarias para que
la hematopoyesis se lleve a cabo de manera controlada.

Alteraciones dentro del microambiente hematopoyético y/o alteraciones en
las mismas células progenitoras hematopoyéticas podrian estar involucradas en
el desarrollo y progresién de enfermedades hematolégicas. Varios estudios in wiro
han demostrado anormalidades funcionales en el microambiente hematopoyético
y/o en las células hematopoyéticas de ciertas hemopatias. Per ejemplo cn

leucemia mielocitica cronica y aguda, leucemia linfoblastica, etc.



Por otro lado, la gran mayoria de las necoplasias hematolgicas son
tratadas con quimicterapia. Estos agentes interfleren en los procesos de
replicacion del DNA, algunos interfieren en la mitosis y otros inhiben la sintesis
dc proteinas. Sin embargo, estas drogas antineoplasicas no solo afectan a las
células neoplasicas sino que también pueden afectar a células normales que se
encucntran proliferando. Hay algunas evidencias que estos agentes quimicos
pueden alterar la hematopoyesis a través de ciertos efectos sobre el
microambiente hematopoyético. En el linfoma que es una neoplasia hematoldgica
de un grupo heterogéneo de células B y T/NK, no existen suficientes estudios
acerca de la integridad funcional del sistema hematopoyético. El tratamiento por
excelencia en pacientes con linfoma es la quimioterapia.

Los objetivos de este trabajo fueron la caracterizacién del sistema
hematopoyético a nivel medular en pacientes con linfoma difuso de células
grandes y evaluar la repercusion del tratamiento de esta neoplasia tanto en el
estroma medular como en los progenitores hematopoyéticos, una vez que han

alcanzado la remisién completa.



3. ANTECEDENTES

3.1 EL SISTEMA HEMATOPOYETICO

3.1.1. Biologia y Origen de las Células de la Sangre

La hematopoyesis es el proceso en el cual las células de la sangre se
desarrollan, Este tejido presenta muchos tipos celulares con funciones muy
diversas, que abarcan desde el transporte de oxigeno hasta la preduccién de
anticuerpos. Algunas de estas funciones celulares tienen lugar en el sistema
vascular, mientras otras células utilizan diche sistema como medio de transporte,
lltevando a cabo su funcién en otro sitio. Sin embargo, todas las células sanguineas
presentan similitudes en su ciclo vital. Todas ¢llas tienen una vida de duracién
limitada, por ejemplo, desde unas cuantas horas como los granulocitos, o de tres a
cuatro meses como los eritrocitos. Todas se producen de forma continua a lo largo
de la vida. En una persona sana, los niveles de células sanguinecas permanecen
practicamente constantes durante la etapa adulta, lo que quiere decir que para
compensar la pérdida diaria de estas células, ¢l organismo produce 5 x 1012

eritrocitos, 3 x 10! plaquetas y 7 x 109 granulocitos Tabla 1.



Tabla 1

Tipo Celular * Funciones Principales Concentraciones
{célitro) )
Eritrocitos Transportan oxigeno y CO; 5x10"7
Lencocitos
Granulocitos
Nceutréfilos Fagocitan y destruyen bacterias invasoras sx10’
Eosino6filos Destruyen parasitos y modulan respuestas inflama- 2x10°
torias de tipo alérgico
Basdfilos liberan histamina y serotonina en ciertas reacciones 4x10’
inmunitarias
Monocitos Se convicrten en macrogafos en los tejidos 4x10°

fagocitosis y digestidn de microorganismos invasores
cuerpos extraftos y células envejecidas

Linfocitos
Células B Producen Anticuerpos 2x10°
Células T Matan células infectadas por virus y regulan la actividad 1x10°
de otros leucocitos
Cél. Asesinas Matan célutas infectadas por virus y algunas células t- 1x10°8
(natural Killer) morales
Plaquetas Inician el proceso de coagulacién Ix 10"

El cuerpo humane contienc alrededor de 5 litros de sangre que supone un 756 del peso del cuerpo. Los eritrocitos
constituyen alrededar de un 45%6 de este volumen y los leucocitos alrededor de un 1% y el 54% de plasma sangulneo
liquido,

Sin embargo, la caracteristica mas notable es que todas ellas se generan en
ultimo término, a partir de una sola célula, denominada célula madre 6 célula
seminal hematopoyética {CSH). La célula seminal hematopoyética tiene la
capacidad de auto-renovarse, de dar lugar a las diferentes lineas de
diferenciacién y de restablecer ¢l sistema hematopoyético en un huésped
previamentc radiado Til JE., 1961 Dexter T.M 1987, Golde, D W 1991 Weisa L. 1988, Zucker M B. 1980, (Cada
una de las células hijas, puede estar comprometida a una de las vias alternas de
diferenciacién que dirige la produccién de unc o mas linajes de las células de la
sangre, 0 bien permanecer como lo que conocemos como CSH. Una via involucra
varios cicles de la divisién celular y le siguen diferentes fases. En cada fase, las

células adquieren progresivamente caracteristicas del tipo celular maduro, al

células maduras o diferenciadas la capacidad de replicacion y auto-renovacion se




pierde totalmente. La difcrenciacién, proliferacion y maduracién de estas células ha
sido motivo de una gran lista de trabajos. Se podria decir que la organizacién
estructural del sistema hematopoyético se clasifica en cuatro compartimentos. El
ler compartimentoe incluye a las células seminales que constituyen una poblacién
celular heterogénea con capacidad de auto-renovacién y a su vez de dar lugar a
otras células con la capacidad de originar células seminales tanto de tipo linfoide
como micloide (la estirpe micloide incluye los linajes eritroide, granulo-monocitico y
megacariocitico). En cuante a su inmunofenotipo, las CSH, expresan el antigeno
CD34, presente en la superficie de la membrana, y no expresan otro tipo de
proteinas (marcadores de superficie de membrana), como puede scr la proteina
CD38, por lo que a las CSH se les conoce como CD34* CD38-. [Esta molécula,
CD34*, es una del gran numero de proteinas que son conocidas con las iniciales
CD de cluster of differentiation, (esta nomenclatura de CD fue originalmente
desarrollada para las proteinas de membrana o complejos de proteinas que podrian
ser identificadas por sus propiedades fisicas, tales como el peso molecular o por
otras caracteristicas, pero cuyas funciones biolégicas de muchas de ellas, atiin se
desconoce)]. El 2do compartimento incluye a las células progenitoras
pluripotenciales con una ligera capacidad de auto-renovacién y una alta capacidad
de proliferacion, capaces de formar colonias en cultivos semisélidos. Las células
progenitoras pluripotenciales de la estirpe mielocide dan lugar a progenitores
comprometidos a una estirpe particular {eritroide, granulocitica, monocitica y
megacariocitica). Por otra parte, las células pluripotenciales linfoides dan lugar a
progenitores linfoides de las células B, T y NK (de natural killer). Estos ultimos
progenitores poscen una gran capacidad proliferativa, sin embargo, no son capaces
de mantener la hematopoyesis en cultivos in vitro a large plazo, ni de restablecer la
hematopoyesis in vivo Le Bien 7 1997 E| 3cr compartimento incluye a los precursores
reconocibles por su morfologia, €stos corresponden a la poblacién de blastos en
distintos estadios de maduracién y, finalmente €l cuarto compartimento contiene a

las células maduras que se encuentran en circulacion Dexter TM 1987, Till JE et al. 1964,

En la figura 1 estd representada la organizacion estructiral del sistema hematepoystico. Sc
mencionan los antigenos de superficie que presentan estas células y algunas de las citocinas que
interactuan con ellas.
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La hematopoyesis en medula 6sea es controlada a través de: 1) mantener
disponibles los depésitos de CSH: 2) regular la proliferacion y diferenciacion de las
células comprometidas de las distintas lineas hematopoyéticas en todas las fases y;
3) modular la actividad de cada una de las vias en respuesta a las demandas
fisiolégicas. En la hematopoyesis intervienen un grupo de macromoléculas de
superficie celular, conocidas como moléculas de adhesién, que permiten a los
diferentes tipos celulares, adherirse a otras células o a la matriz extracelular (ME).
Entre los tipos de moléculas de adhesién que se encuentran en las células
progenitoras hematopoyéticas estan: las integrinas, las selectinas y varias formas
de CD44 (receptores para la matriz extracelular). Cada una de estas moléculas
reconoce y se une a un ligando especifico que estd presente en cualquicra de las
células del estroma o en la ME. También veremos como la regulacion es alcanzada
a través de las interacciones fisicas de las células hematopoyéticas con otras

células y con otros factores solubles o moléculas.

3.1.2 Microambiente Hematopoyético:

Todas las células del sistema hematopoyético, se desarrollan desde las
primeras semanas del periodo embrionario. Como ya se mencioné, el saco vitelino
es el primer 6rgano hematopoyético Metcall and Moore 1971, Tavassoli 1991, A partir del tercer
mes de gestacion, la mayor parte de la produccién de las células hematopoyéticas
ocurre en el higado fetal y desde el sexto mes se lleva a cabo en la médula 6sea,
siendo éste el principal érgano hematopoyético hasta la muerte del individuo. En
cada uno de los organos hematopoyéticos, las células sanguineas pueden
sobrevivir, proliferar y diferenciarse solo si se desarrollan dentro de un ambiente
especifico denominado Microambiente Hematopoyético (MH), constituido por
diferentes tipos de células: macréfagos, fibroblastos, células endoteliales y
adipocitos. Las células reticulares son el principal componente de la médula 6seay
hay dos tipos: las células adventicias y fibroblasticas. Las células reticulares
adventicias estan localizadas alrededor del sinusoide venoso formando una capa
que parcialmente cubre el endotelio. Estudios morfolégicos indican que su
principal papel es la regulacién de la migracion dec las células maduras de la

médula 6sea a circulacidon Shaklm M. 1989 Las células fibroblasticas presentan
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procesos citoplasmaticos involucrades en la maduracion de las células
hematopoyéticas. Los macréfagos forman el segundo componente del estroma de la
médula. Se encuentran en tres diferentes sitios en la médula como macréfagos
centrales en las islas eritroblasticas; macrifagos perisinales, sobre el lado
abluminal del endotclioc y dispersos entre el desarrollo de las células
hematopoyéticas Shakls M. 1989, Las células endotcliales y adipocitos también forman
parte de los principales componentes del estroma medular. Las células endoteliales
son el tipo celular primario que forman los vasos de la médula. Los adipocitos por
otra parte ocupan la mayoria de la cavidad de la medula en los mamiferos adultos.
Su papel en la hematopoyesis todavia no esta claro, aungue estudios in vitro
sugieren que son capaces de producir factores hematopoyéticos Lanotte M., et al 1982,
También forman parte del MH los linfocitos T y los monocitos, que son conocidas
como células accesorias, ya que son transitorias en la médula ésea. Los productos
de estas células como son las citocinas y la matriz extracelular, son también parte
del MH. Figura 2.

CAVIDAD MEDULAR

CELULAS ESTROMALES 1

|

Matriz Extracelular
a d
cl r#\
© &——— Citocinas
CPH

CELULAS ACCESORIAS h

Figura 2. Represcntacion Esquematica de los difercntes componentes  dcl microambiente
hematopoyético y las interacciones celulares: CPH: Células Progenitoras Hematopayéticas. Las células
accesorias (linfocitos T y monocitos) no sc¢ cncuentran dentro de 1a ravidad medular dc maagia
¢atable, sun Leluluy transitonas.
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Las células del microambiente hematopoyético regulan la hematopoyesis, de
una manera positiva o negativa, por diferentes mecanismos, ya sea por contacto
directo, de célula a célula, o secretando moléculas reguladoras que influyen en las
células hematopoyéticas Muan H rral 1892,

Generalmente se piensa que la hematopoyesis se lleva a cabo en un
ambiente acuoso, dinimico, dende las células responden principalmente a factores
solubles como las citocinas, sin embargo, la medula dsea ¢s un tejide donde las
diferentes células hematopoyéticas se desarrollan fisicamente en sitios especificos.
Este microambiente se hace visible en cortes histologicos de la médula ésea que
revela nichos, donde cada locus favorece la produccién particular de un tipo celular
o estirpe: la eritropoyesis, mielopoyesis, etc. Dentro de cada microambiente, las
células entran en contacto con otras células y diversas moléculas que forman la
matriz extracelular y facilitan grandemente la divisién y diferenciacién celular. Las
principales proteinas que forman parte de la Matriz Extracelular son la colagena,

laminina, fibronectina y proteoglicanos. Figura 3.
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Figura 3, Microambiente Hematopoydético que favorece las diferentes zonas de expansion melowde o
erilrorde.
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Interacciones entre las células hematopoyéticas y las células del estroma:

Como ya se¢ menciond anteriormente, las células del estroma pueden
interactuar con las células progenitoras hematopoyeticas {CPH) por contacto
directo ¢ también pueden producir proteinas que constituyen la matriz
extracelular, que a su vez pueden interactuar con las células hematopoyéticas. Por
otra parte, las células del estroma también son fuente de citocinas, las cuales
pueden permanecer como moléculas asociadas a las células y ser presentadas a las
CPH durante la interaccion directa o quiza ser secretadas y actuar sobre su célula
blanco. Las citocinas también pueden asociarse a la matriz extracelular y ser
presentadas a las CPH. Las células accesorias LT y monocitos influyen en la
hematopoyesis por la produccién de citocinas. Las células del estroma y las céluias
accesorias no solamente producen citocinas sino también son reguladas por ellas
Mayuni H ¢t al 1992

La proliferacion y diferenciacion de las células progenitoras hematopoyéticas
normales, asi como las células malignas, son reguladas por diversas glicoproteinas
0 citocinag Vrhovac R. et al.. 1993, Siel CA et al.. 1987, Han sido identificadas cerca de 30
citocinas. Un gran nimero de ellas puede influir en el crecimiento de las células
seminales hematopoyéticas y en las células progenitoras hematopoyéticas Sivennoinen
MD 199 Debido a que éstas pueden inducir la produccién o liberacién de otras
citocinas, se vuelve muy complejo el identificar la actividad hematopoyética in vivo
de estas proteinas. Se conocen varias citocinas que actian sobre las células
seminales o CPH muy tempranas, que inducen a que salgan de la fase Go del ciclo
celular. En contraste, cxisten otras citocinas que actian solamente sobre
progenitores ya comprometidos a una determinada linea de diferenciacién.

Funcionalmente, algunas citocinas aumentan la actividad de las células maduras.
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Figura 4. Factores que mtervicnen cn la Hematopoyesis tanto estimuladores como

inhibidores.

3.1.3. Citocinas Hematopoyéticas:

Aquellas citocinas que tienen como funcion primaria, regular la
diferenciacién y proliferacion de las células de la sangre, son conocidas como
citocinas hematopoydticas. Asi la hematopoyesis es regulada, al menos en parte, a
través de la accion opuesta de citocinas estimuladoras e inhibitorias.

La familia de citocinas hematopbyéticas con efecto estimulatorio sobre los
progenitores hematopoyéticos incluyendo los factores estimuladores de colonias,
son: el factor de céhulas seminales: SCF (de Stem Cell Factor, también llamado
ligando de c-kit, o steel factor]), ligando de FLT-3 (FL}, Factor estimulador de
colonias de Macrofagos: M-CSF (de Macrophage-Colony Stimulating Factor), Factor
estimulador de Granulocitos: (G-CSF), Factoer estimulador granulo-meonocitico,
{GM-CSF), Eritropoyetina, (Epo), factor inhibitorio de Leucemia: LIF (de Leukemia
inhibitory factor) y trombopoyctina, {Tpo) Jacobsen SEW 1996, Moore MAS 1991, Ogawa M. 1993, Metcal

D 1997 de En

FJ 5% as1 como una bateria de interleucinas {IL)

2,3,4,5,6,7,9,11,12,13,15 Siennonen  MD 1986 a5 citocinas con un efecto
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predominantemente inhibitorio sobre los progenitores hematopoyéticos in vitro
incluyen al Factor Transformante del Crecimiento tipo beta: (TGF-§ de
Transforming Growth factor-f ), Factor de Necrosis Tumoral-a (TNF-o de Tumor
Necrosis Factor-a, ), Proteina inflamatoria de macrofagos (MIP-1o de Macrophage
inflammatory Protein-la), y el Interferon Gama (IFNy). Sin embargo, bajo ciertas
circunstancias estas citocinas también pueden estimular directamente el
crecimiento de progenitores hematopoyéticos Keter JR 1991, 1992, Broxmeyer HE. 1989, Caus C.
1990, 1992, Wilums DE 1990, (Se describiran solo aquellas citocinas que intervienen mas

directamente en el linaje micloide)

Factor de Células seminales (SCF)

El SCF es producido por las células del estroma, preferencialmente por los
fibroblastos. Se conocen dos isoformas, una proteina soluble y otra proteina unida
a membrana. Estas dos formas de SCF resultan de la escisién (alternative splicing)
del DNA resultando dos proteinas una de 248 aminoacidos (SCF24) y cotra de 220
aminocacidos {SCF?229), SCF?8 es fracturado en el dominio extracelular para dar la
forma soluble que consiste en una proteina de 165 aminoacidos. SCF nativo es un
dimero de 45 KDa Me Micee and Brddel 1996 SCF ha sido identificado come un regulador
esencial para la hematopoyesis. Es relativamente selectivo para las células
progenitoras hematopoyéticas mas primitivas Wihams DE et al 1990, Zsebo KM 1990, Huang E. 1990,
aunque también se ha establecido que SCF tiene un pequeno efecto estimulatorio
sobre los progenitores comprometidos al lingje eritroide, mieloide y los mastocitos
Cali 8J.19%4 tanto en la médula 6sea como en sangre periférica.

En cultivos en agar con médula 6sea de ratén, SCF estimula la formacién de
colonias de neutrofiles. En cultives liquidos a largo plazo, genera poblacicnes
puras de células cebadas. Sin embargo, el principal efccto estimulatoric de SCF es
en combinacién con otros factores de crecimiento. Se obtiene un aumento
sinergistico en el namero de colonias, cuando se adiciona SCF y CSF u otras
interleucinas McNicce 11991, Williams 1992 Bernstein 1991 Ulich X 1994 a.b, Por ejemplo: SCF + G-CSF
y/o SCF + M-CSF estimulan el linaje mieloide principalmente de granulocitos y de
monocitos respeciivamente. kn presencia de GM-CSF, estimula principalmente a

colonias de tipo granulo-monocites: CFU-GM (de Colony forming units-
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granulocyte/ macrophage). Las colonias producidas en presencia de SCF junto con
otros factores de crecimiento son mas numerosas y con mayor nimero de células.
SCF + Epo estimulan la formacion de progenitores eritroides muy primitivos (BFU-
E}. SCF + Tpo estimulan la formacion de Progenitores de Megacariocitos (CFU-Meg)
Hunt 1994 SCF + [L-7 actian sobre los precursores primitivos de células B y T MeNieoe
[k1991 b, Kamen 1991, Se conoce que los mecanismos de accidn de SCF son a través de su
receptor c-kit que es un receptor con actividad tirosina-cinasa. SCF + IL-6
estimula la formacién de progenitores muy primitivos como las HPP-CFC (de High
proliferative potential-colony forming cell) ¥ihams 1992, SCF + [L-3 estimulan la
formacién de progenitores maduros como CFU-GM. Se ha demostrado que un
cocktail de citocinas expande a las células maduras aproximadamente 100 veces
mas que la combinacidon de 1 o 2 citocinas y a nivel dc los progenitores granulo-
monacitico aproximadamente 20 veces o mas. En definitiva la presencia de SCF es

esencial para una expansion optima Me fwees 19912,

[it-3/ flk-2-Ligando FL (Ligando del receptor de una tirosin cinasa con

homologia al receptor de M-CSF (c-fms)

FL es de las ultimas citocinas identificadas. Es un miembro de las
superfamilias de receptores de la clase Il de tirosin cinasa Rosnet 0. 1996 , Zeigler F. 1994 Birg
F. 1992, Splo se encuentra la expresion de Flt-3/Fik-2 en las células progenitoras
hematopoyéticas muy primitivas. Aunque el rango de su actividad no ha sido
establecido en detalle, se ha visto que muestra una gran homologia con SCF a
través de su receptor tirosin cinasa Ashmkn LK. 1991, Buknng Hil. 1991 y con el receptor de c-
fms sherr €5 1985 El ligando de Flt-3/Flk-2 ha sido recientemente clonado Lyman SD 1993
¥ 1994, Aunque no se ha establecido en detalle, si se ha demostrado que cuando FL
actiia sélo, es un débil estimulador, sin embargo, al igual que SCF puede sinergizar
con multiples factores de crecimiento (CSFs, SCF, IL-6, IL-11 e IL-12), para realzar
el crecimiento y expansién de las células progenitores hematopoyéticas muy
primitivas Yeby et el 1996, Jacobsen v al. 1996, Hay varias cvidencias donde FL, puede
estimular el crecimiento de las células progenitoras, en particular aquellas células
con un potencial linfoide B Momnom €3993, duamays v 9% g que sugiere que puede ser

un estimulador temprano de la infopoyesis. Se ha demostrado que los efectos de



FL pueden ser completamente abolidos por TGF-B mientras que TNF-a

potencialmente promueve los efectos de esta citocina en células Lin-Sca, 1+ Jacebsen

FEW 1996

Familia de citocinas JL-3

La subfamilia de citocinas hematopoyéticas de IL-3 representan los
principales estimuladores de las células progenitoras hematopoyéticas mieloides,
aunque también regulan la funcion de las células maduras. La familia de IL-3
incluye a 1L-3, IL-5 y el factor estimulador de colonias granule-monocitos (GM-
CSF). Todas ellas tienen una subunidad Bc con un receptor comun. Debido a la
similitud en la actividad biologica de G-CSF (granulecitos), también se presentara
en este grupo.

Interleucina 3

La produccién de interleucina 3 esta restringida a las células Th, de ambos
tipos 1 y 2 !he 0N 1990 ]-3 tiene la capacidad de estimular el crecimiento y
diferenciacién de las células hematopoyéticas pluripotenciales, para dar lugar a los
diferentes linajes. Las células mieloides representan su principal blanco y tiene
una actividad limitada en los progenitores ya comprometidos ™hte JN 1980. Todos estos
efectos son mediados, al menos en parte, a través de la regulacion de la expresién
de su receptor (IL-3R). También actua sinergisticamente con IL-1, IL-6, SCF y G-
CSF para estimular la proliferacidon de las células pluripotenciales. IL-3 en
combinacién con Epo, IL-5, o G-CSF aumenta ¢l desarrollo de los linajes eritroide,

eosindéfilo y neutréfilo respectivamente Thle J N. 1983,

Factor Estimulador de Colonias de Granulo-monocitos (GM-CSF).

Fue el primero de los factores que fue purificado y caracterizado, se le
nombré GM-CSF debide a su capacidad de promover el crecimiento y
diferenciacion de los linajes de granulocitos y monocitos Burges AW, 1977, Lee . 1985, GM-
CSF es producide por las células Th, por los macrofagoes, fibroblastos y células
endoteliales Gramt 5M 1992 GM-CSF estimula la proliferacion y maduracion de las
células micloides enr la médula osea y en sangre periférica. También tiene efecto

sobre precursores de megacariocitos y critroblastos. GM-CSF  actia



fisiolégicamente en conjunto con otros factores de crecimiento tales como SCF, [L-3
y G-CSF. Esta actividad cs mediada por receptores que no son tirosin cinasa, los
cuales estan unidos por una sub-unidad-a {que une al ligando} y que sc une con la
sub-unidad B, requerida para la transducciéon de sefales. Es un receptor de alta
afinidad Sakamere x%. 1994, La porcidn intra-citoplasmatica de la sub-unidad alfa es
esencial para la transduccion de sefiales y para la estimulacién del ciclo celular
Polotskaya A. 1994, Estos efectos de GM-CSF sobre el ciclo celular de las células blanco
son complejos y todavia no estin plenamente entendidos, pero se sabe que
aumenta la fraccién de la fase S del ciclo celular de las células progenitoras
mieloides durante el tiempo en el que sea expuesto Broxmeyer HE. 1988, Aglieta M 1989, Vadhan Raj
8. 1992,

Interleucina 5 (IL-5)

IL-5 primero fue identificada como factor sustituyente de células T (TRF del
inglés T-cell Replacing Factor} Sehimpl 4 1972 ]1-5 es producida por las células Th y
mastocitos. Es un factor de diferenciacién de las células B. Su actividad no esta
restringida a las células B, por ¢l contrario, la principal funcién de IL-5 esta
relacionada con las reaccienes alérgicas e inflamatorias mediadas por eosinéfilos y
basofilos. Estimula selectivamente la formacién de colonias de eosindfiles

regulando su proliferacién y activacion Tekawss 1980, 1994,

Factor Estimulador de Colonias de Granulocitos (G-CSF.}

Biolégicamente es el mas cercanamente relacionado a IL-3, 1L-5 y GM-CSF
aungue su receptor no pertenece a la su'b-familia de IL-3R fic. Es producido por las
células estromales en la médula ésea, por lo macréfagos, las células Th, las
células endoteliales y fibroblastos. La principal funcién de G-CSF es inducir la

proliferacién, diferenciacion y activacién neutrofilica y granulocitica.

Familia de citocinas de IL-6

La subfamilia de citocinas de IL-6, la forman IL-11, 1L-12, Oncostatin M
(OSM) factor inhibitoric de leucemia (LIF}, Cardiotrofina 1 (CT-1) A= &
1oz Clunandu la cadena del receptor que traduce la senial de IL-6, se encontré que

es una glicoproteina de peso molecular de 130, conocida como gpl30, que esta
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involttcrada en la sefializacion de las citocinas antes mencionadas, por lo que es
mas conocida como la sub-familia gp130. (Sélo sc mencionan y s¢ anexa un cuadro

de la familia de IL-6 pero no son de importancia para este estudio).

Tabla 2:
Familia de IL-6

Citocina PM aa Localizacién Producida por Efecto Principal
KDa Cromosémica
-6 21-28 184 Tpla-21 monocitos Dif. y actividad de cél B.
Th2 hematopoyesis.
IL-1} 23 178 19q13 Cél del estroma Igual a IL-6, pero no
Tiene cfecto sobre cél. T
LIF 25 182 22q12 Fibroblastos Inhibicion de la dif.
OsSM 28 196 22q12 Monaocitos Igual a LIF
Céhtlas T
CT-1 21 203 Casi todas las prolif. de los miocitos
células cardiacos, igual IL-6
IL-12 70 dimero DiferenciaciénThl, CTL
activacién de CTL y NK,
inhibicién de Th2

Interleucina 6 {IL-6)

Es una citocina pleiotropica que actia en la diferenciacién de células B, en
reacciones de fase aguda y en hematopoyesis. Es producida por un gran niimero de
células, incluyendo fibroblastos, células endoteliales, células mieloides y células T.
Su produccion es estimulada en respuesta a reacciones stress e infecciones
bacterianas. Se descubrié en 1980, recibiendo diferentes nombres conforme a las
células donde fue descubierta y/o su funcién: Interferon B2: IFNB2, B cell
Diferentiation Factor: BCDF, B-Cell stimulatory Factor-2 [BSF-2}, Hepatocyte
Stimulating Factor. HSF, Macrophage Granulocyte inducing Factor Z,a MGI-2A, etc.
Sé clond en 1986 y recibié el nombre de [L-6 Hirano T1985. 1986, 1990, E5 una citocina que
actua de manera sincrgistica. IL-6 en combinacién con otras citocinas estimula

diferentes progenitores, por cjemplo en combinacién con IL-3 induce la
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proliferacién en los progenitores hematopoyéticos pluripotenciales, En combinacion
con M-CSF induce la produccién de CFU-M y con GM-CSF incrementa las CFU-
mieloides en general Alwas 1993,

Varias citocinas promueven el crecimiento de células malignas in vitro y por
£s0 se cree quc contribuyen a la agresividad de la enfermedad. Dentro de ellas se
encuentra la IL-6, la cual estimula el crecimiento de las células de mieloma
multiple Gavidie 1 1987 | a5 células neoplasicas de pacientes con linfoma no Hodgkin
(LNH} contienen altas concentraciones de IL-6 ke H 1996 En pacientes con linfoma
de alto grado de células B, los inmunoblastos malignos expresan IL-6, que podria
actuar como factor de crecimiento en algunas formas de esta enfermedad Bmilie D 1992,
IL-6 afecta la patogénesis de varias enfermedades por mecanismos autocrinos y

paracrinos Kishimoto T 1989

Citocinas con Receptor de una sola sub-unidad

Aungque los efcctos biologicos de eritropoyetina y trombopoyetina, son muy
diferentes, los podemos agrupar desde el punto de vista de sus receptores ya que

ambos tienen una cadena sencilla.

Eritropoyetina {Epo).

Es el principal regulador de la produccién de las células rojas. Se encuentra en
muy bajas concentraciones en circulacién. Epo es producida casi exclusivamente por
el rinén (y a muy bajas concentraciones cn €l higado). La produccién de esta hormona
es regulada por la concentracién de oxigeno y/o una disminucion del nimero de
eritrocitos, lo que estimula a las células del rifén a sintetizar y segregar mayores
cantidades de eritropoyctina hacia la circulacién sanguinea Kramz SB. 1991,

Cuando la Epo es secretada, actia sobre progenitores eritroides madures (CFU-E),
pero no actia sobre los progenitores mas primitivos (BFU-E}. Las células eritroides,
son practicamente las unicas células blanco para eritropoyetina, aunque existen

reportes que también tiene un efecte estimulatoric sobre los megacariocitos

Silvennoinen O 1996, Wu H 1995
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Trombopoyetina.

Es un factor que estimula cl desarrollo de megacariocitos (precursores de
plaquetas) provocando un aumento en cl namero de plaquetas circulantes de una
marera analoga a la eritropoyetina en la estimulacién de precursores eritroides.

El receptor de la trombopoyetina (Mp) es el producto del gen ¢-mpl, el homologo
normal del oncogen v-mpl. El receptor Mpl fue la llave para la identificacion de la
trombopoyetina, la cual fue clonada en 1994 éeSwvage £J et 1994, Lok 5., ot al 1994, Bartiey T.D
1994 Miyazaki H., et al 1994. Kutter D.f et al 1994, Con oligonucledtidos antisentidos de c-mpl, se
inhibe la capacidad de formar colonias de progenitores de megacariocitos ¥ehta N.«tal
1993y en ratones knockout deficientes en c-mpl se reduce el 85% de las plaquetas
circulantes. El receptor Mpl, muestra una secuencia conscrvada y de
caracteristicas similares a los miembros de la superfamilia de las citocinas
hematopoyéticas. Una secucncia con actividad cinasa es encontrada en el dominio
citoplasmatico del receptor. El dominio intracelular del reccptor Mpl consiste en
dos dominios distintos que interactiian por diferentes vias en la transduccién de
sefiales. Uno es por via Ras y el otro es por via de la activacién de JAK2 cinasa y
subsecuentemente la activacién de la proteina STAT Magata Y. 1997. La actividad
hematopoyética de la Tpo es dificil de definir, se conoce que es un regulador
primario de la produccién de megacariocitos y plaquetas. Se sabe que hay
multiples citocinas con actividad trombopoyética que intervienen en la
diferenciacién y proliferacién. Recientes estudios en ratones deficientes en c-mpl
demostraron una severa alteracién en la hematopoyesis temprana Ramsfell V. 1997 ]g
que sugiere que no sélo interviene en la proliferacién y diferenciacion de las células
comprometidas a los megacarioblastos o células maduras (plaquetas), sino que

también intervienen en la proliferacién de células muy primitivas.

Factor de Necrosis Tumoral-alfa (TNF-a)
TNF-a es una citocina con actividad pleiotrépica. Fue inicialmente
identificada en animales como un factor responsable de fiebre, anorexia y caguexia.

as multiples aciividades se le han atribuido a esta citocina que juega un papel
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importante en la respuesta inflamatoria ¢ inmune Bestler 192, TNF-a exhibe una
actividad citotoxica frente a ciertas células tumorales y también contribuye a la
regulacion de la hematopoyesis Treey X 1993 Los efectos biologicos son mediados a
través de la interaccion de un trimero con dos tipos de receptores (tipo [, p55 y tipo
Il p75, son dos receptores membranales que traducen la sefial de la citocina a la
célula blanco) Beutier & Hufli 1994, También se ha reportado que TNF-a promueve el
crecimiento de las cclulas peludas leucémicas y de las células linfociticas
leucémicas, ambos tumores derivados de las células B Cordwngley 1988, Digel 1989, ] pg
niveles de TNF-a, estan significativamente asociados, con los tumores de alto grado
Trecey K 1994 TNF-a y su reccptor (R-TNF-a) estan asociados con altos niveles de LDH
y B-2- microglobulina. La actividad biolégica del TNF~a incluye la supresién de la
hematopoyesis y particularmente de la eritropoyesis in vitro. TNF-a y su receptor
son miembros de la gran familia dc los receptores de superficie celular y el ligando
esta implicado en el creaimiento celular, diferenciacién y apoptosis. TNF-a juega
un papel en linfopoyesis e inmunopoyesis. Es producida principalmente por los

macroéfagos.

Factor Transformante del Crecimiento-beta (TGF-f)

El factor transformante del crecimiento, se identificé por inducir
reversiblemente la transformacion fenotipica de lineas celulares de fibroblastes. La
deteccidn inicial de la actividad de TGF-§ sugirid la transformacién maligna celular
que provocaba este factor y del desarrollo de tumeres. Ahora se conoce que ejerce
una multiplicidad de actividades biolégicas sobre la mayoria de las células, tanto
normales como transformadas y regula muchos de los procesos fisiolégicos. La
respuesta biolégica de TGF-B es complcja y depende del tipo celular y de las
condiciones fisiolégicas. Se puede decir que ¢s un regulador bidireccional de las
células progenitoras hematopoyéticas en donde puede inhibir o estimular su
crecimiento Xeller JR 1988, 1891, 1992 Se clond en 1985 Derynck et al 1985, Existen tres
isoformas conocidas como TGF-p;, Derynck etal 1985 PGF-[3; Martin et al 1987 TGF-B,, Derynek
et al 1988; ten Dyke e1 21 1988 F] proceso de secrecién tambi¢n es muy complejo. Debido a

las tres isoformas que existen, unos segmentos precursores inducen la secrecién

24



de este factor, sin embargo, una vez secretado el pro-segmento mantiene a TGF-[3
en un complejo latente maduro y activo previendo la interaccidn con sus receptores
Miyazonn et al 1983 Wakefield vt a1 1938 Eg indudable que deben existir diferentes meccanismos
muy importantes que estratégicamente mantengan inactivo a este complejo hasta
ser requerido en el sitio de accion. TGF-P interactiia con receptores de superficie
celular para inducir sus actividades biclogicas Massague 1992, Lin and Lodish 1993, TGF-f3
activa receptores que son proteinas serinaftreonina cinasas. S¢ conoce que 6

polipéptidos estan involucrados en la transduccién de senales.

Interferon Gamma IFN-y

Pertenece a la familia de interferén tipo II. Es una glicoproteina
homodimeérica de 21-24 kD. Es producida por las células T CD4+ y CD8' y por las
natural killer. La transcripeién es directamente iniciada como una consecuencia de
la activacién del antigeno y es aumentada por IL-2 e IL-12. IFN-y frente a células
tumorales activa parcialmente a los macréfagos para matar a las células

tumorales.

3.1.4 Enfermedades Hematolégicas en el Sistema Hematopoyético:

Por lo mencionado anteriormente, es preciso tomar en cuenta gue son
muchos los factores que intervienen en la diferenciacion y la maduracién de las
células hematopoyéticas. Cada linaje constituye un espectro continuo celular y en
cada uno de los pasos de maduracion, 1a célula puede sufrir una alteracién, dando
lugar a una neoplasia. Contando con todos los avances biologicos, inmunolégicos,
moleculares y  patologicos, se pueden definir algunas de las enfermedades
hematolégicas y predecir el sitio donde éstas se inician. Por gjemplo en la leucemia
mielocitica ¢ronica y la leucemia linfoblastica, se sabe que hay alteraciones al nivel
de las células seminales; en los sindromes mielodisplasicos, policitemia vera y
trombocitemia es posible que la alteracidn se lleve a cabo en las células
pluripotenciales; en las leucemias mieloblasticas agudas, es al nivel de los
precursores mieloides comprometidos; en la leucemia prolinfouitiva y el linfoma la

alteracion parece lievarse a cabo en precursores linfoides comprometidos.
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La organizacién mundial de la salud (WHQ, World Health Organization), ha
propuesto una clasificacién de enfermedades hematolégicas, estratificadas de
acuerdo con su linaje: a) neoplasias linfoides antes y después del transplante, b)
células cebadas, c) neoplasias histiociticos d) neopiasias mieloides y, €) variantes y
subtipos de diversos neoplasias. Las Tablas siguientes representan las principales

neoplasias hematopoyéticas.
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Tabla3d
Neoplasias Linfoides.

Neoplazias de células B

Neoplasmas de precursores de células B.
Precursor de Células B. Leucemia linfoblastica/linfoma (precursor de células B
leucemia linfoblastica Aguda)
Neoplasmas de Células B maduras {periférica)
Leucemia linfocitica cronica de célula B/ linfoma linfocitica de células Pequerias
Leucemia prolinfocitica de células B
Linfoma linfoplasmacitico
Linfoma de células B de zona marginal del bazo
Leucemia de células peludas
Micloma de células plasmaticas/plasmacitoma
Linfoma de células B en la zona marginal extraganglionar, tipo MALT (de mucosa-associated
lymphoid tissue, tejido hnforde asociado a mucosal
Linfoma de células B en la zona marginal ganglionar
Linforna folicular
Linfoma de células de manto
Linfoma difuso de células B grandes
Linfoma de células B grandes mediastinal
Linfoma de efusion primaria
Linfoma de Burkitt/ Linfoma de células Burkitt

Neoplasmas de células T y Natural Killer

Neoplasmas de precursorcs de células T
Precursor de Células T. Linfoma linfoblastico/leucemia (precursor de células T, Leucemia
linfoblastica aguda)
Neoplasmas de Células T maduras (periférica)
Leucemia prolinfocitica de células T
Leucemia linfocitica granular de células T
Leucemia de células Natural Killer agresivo
Linforna de células T, adultos/Leucemia (HTLV-1, de Human T-cell Leucemia virus, Virus de
Leucemia de células T de humano.
Linfoma de células T/NK extraganglionar
Linfomade células T. Tipe enteropatia
Linfoma de células T, gama-delta, hepatoesplénica.
Linfoma de células T, 1gual a subcutaneas paniculitis
Micosis fungoides/Sindrome Sezary
Linfoma de células T grandes anaplasicas/ células null, tipo cutaneo primaria
Linfoma de células T periférica, {no caracterizada de otra manera)
Linfomma de células T, angioinmunoblastica
Linfoma de células T grandes anaplasicas/ células null. Tipo sistémico primaria.

Linfoma Hedgkin (Enfermedad de Hodgkin)

Linfoma Hodgkin, ganghonar, predominantemente linfocitico
Linfoma Hodgkin clasico
Linfoma de Hodgkin, esclerosis ganglionar
Linfoma de Hodgkin clasico, linfocitico
Linfoma de Hodgkin de celularidad mixta
Linfomna de Hodgkin con deplecian linfociticn




Categoria de Enfermedades Einfoprolif;ativas Po;-'rransplante_ |E:_LP_’1"}~
Lesiones tempranas

Hiperplasia plasmatica Reactiva
Infecciones igual a mononucleosis
ELPT, polimérfica
Policlonal {raro)
Monoclonal
ELPT, monomaerfica
Linfoma de ceélulas B
Linfoma Difuso de células B grandes {inmunoblistico, centreblastico, anaplasico)
Linfoma de Burkitt/ Linforna igual a Burkitt
Micloma de células plasmaticas
Linfoma de células T
Linfoma de células T.
Otros tipos (Hepatoesplénico, gama-dcelta, T/NK)
Otros Tipos raros
Lesiones iguales o la enfermedad de Hodgkin (Asociado con Metotrexate)
Lesiones iguales o plasmacitoma.

Enfermedades de Células Cebadas

Mastocitosis cutanca

Enfermedad Sistémica de células cebadas

Enfermedad Sistémica de células cebadas con Enfermedades Hematologicas Asociadas.
Leucemia de células Cebadas/Sarcoma

Neoplasias de Histiociticas y Céiulas Dendriticas
Neoplasmas histiociticos /macrdfagos

Sarcoma histiocitico
Neoplasmas de células Dendriticas

Histiocitosss de Células de Langerhans

Sarcoma de Células Langerhans

Sarcoma de Células Dendriticas

Sarcoma de Células Dendriticas Foliculares/Tumor

Sarcoma de Células Dendriticas no especificos.
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Leucemias Linfoides Agudas
Leucemia Linfoblastica Aguda de Precursores de Células B
t(9;22)(p34;q11) BCR/ABL
t(v;11q23); rearreglo MLL
t{1;19) E2A/PBX1
1{12;21} ETV/CBF-alpha
Leucemia Linfoblastica Aguda de Precursores de Células T

Leucemia de Células Burkitt

Linfoma Folicular y Células de Manto: Grados y Variantes
Linfoma Folicular
Grado 1, 2, 3
Variantes: Linfoma Centro Folicular Cutinea
Linforna Centro Folicular Difuso
Grade 1, 2
Linfoma de células d¢ manto

Variante: Blastoide
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Linfoma Difuso de Células B Grandes (LDEG): Variantes Morfoldgicas y
Subtipos

Vanantes Morfologicas
Centroblasticas
inmunoblasticas
Células T/ Histiociticas
Tipo Granulomatosis infomatoide
Células B Grandes Anaplasicas
Plasmoeblasticas
Subtipos
Linfoma de Células B Grandes Mediastinales, (Timicas)
Linfoma de Efusién Primana .

Linfoma de células B Grandes Intravascular,

Linfoma de Burkitt. Variantes Morfolégicas y Subtipos

Enfemedades de Células Plasmaticas: Varlantes y Subtipos

Enfermedades Inmunosecretorias [(Manifestaciones clinicas de diversos

neoplasmas linfoides

Neoplasias de Células T, Tipos de Leucemia diseminadas: Variantes

Neoplasias de Células T, Tipos Extraganglionar primaria: Variantes y Subtipos

Neoplasias de Células T Periféricas: Predominantemente ganglionar: Variantes

Categorias Propuestas de Enfermedades Malignas no clasificadas:
Enfermcdad Mabgna, no clasificable
Neoplasia mieloide, no é]asiﬁcablc
Enfermedades Mieloproliferativas, no clasificable
Sindrome Mielodisplasico, no clasificable
Leucemia Micloide Aguda, no clasificable
Neoplasia Linfoide/Linfoma, no clasificable
Linfoma de Células B, no clasificable
Linfoma de Células T, no clasificable

Enfermedad de Hodgkin, no clasificable

Neoplasia histtocitica, no clasificable
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Clasificacién de Neoplasias Mieloides

Enfermedades Mieloproliferativas
Leucemia Mielogena cronica {(Cromosoma Philadelphia)
Leucemina neutrofila cronica
Leucemia cosinofila cronia/sindrome hipercosinofilico
Miclofibrosis idiopatica crénica
Policitermnia Vera
Trombocitemia esencial
Enfermedades Mieloproliferativas, no clasificable

Enfermedades Mielodisplasicas/mieloproliferativas
Leucemia Mielomonaocitica Crénica
Leucemia Mielogena atipica crénica
Leucemia Mielomonocitica juvenil

Sindromes Miclodisplasicos
Anemia Refractaria: con y sin sidcroblastos
Citopenin refractaria con displasia en todos los linajes
Anemia refractaria con exccso de blastos (sindrome § g-)
Sindrome mielodisplasico no clasificable

Leucemia Mieloide Aguda (LMA}
LMA con translocacién citogenética recurrente
LMA con t(8;21)
Leucemia promiclocitica aguda con t{15;17)
LMA con cosinofilos anormales en médula ésea inv 16(p13q22) o t(16;16}(p13;923}
LMA con 11423
LMA con displasia en todos los linajes
Con sindrome mielodisplasico primario
Sin sindrome miclodisplasico primario
LMA v sindromes miclodisplasicos
Leucemia Mieloide Aguda
LMA minimamente diferenciada
LMA sin maduracién
LMA con maduracién
Leucemia mielonocitica agudn
Leucemia monocitica aguda
Leucemia eritroide aguda
Leucemia megacariocitica aguda
Leucemia hasofilica agnda
Panmiclosis aguda con miclofibrosis

Leucemia bifenotipica Aguda
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Sin embargo, no se¢ pucdc poner de relieve que la ¢élula sea la Unica responsable
del evento que provoca la alterucion; hay muchos factores que estan invelucrados
en la supervivencia, proliferacién y maduracién celular, por lo que es dificil
esclarecer el problema. Existen fuertes evidencias de que las alteraciones
hematopoyéticas no se limitan a las células hematopoyéticas, sino a su
microambiente, por ejemplo en leucemia micloblastica existen varios reportes
donde las interacciones celulares estan alteradas; en linfoma, no solo se justifica
con base en la estirpe, sino que también pucden intervenir otros factores, lo que
nos sugicre que el microambiente que lo rodea también interviene en el desarrollo
de la neoplasia.

El hecho de que las cé¢lulas del microambiente regulan la produccién de las células
de la sangre sugiere que alteraciones dentro del microambiente hematopoyético
pueden ocasionar el desarrollo y progresion de enfermedades hematoldgicas. Varios
estudios in vitro han dcmostrade anormalidades funcionales del microambiente
hematopoyético en varias hemopatias. Por ejemplo, Bathia, R.,. et al, 1995,
demostraron que en leuccmia mieloide crénica el estroma medular tiene una
capacidad reducida para sostener el crecimiento normal de progenitores en cultivo.
Mayani. ¥y cols, ecn 1992, demostraron que en leucemia mieloide aguda el
microambiente hematopoyético desarrollado en cultivos a largo plazo no tiene la
capacidad para sostener la hematopoyesis debido probablemente a la incapacidad
de producir y/o responder a M-CSF. También existen otros mecanismos o©
interacciones que pucden estar alterados. Los estudios de las funciones de los
receptores de la ME, cn particular de las integrinas B {conocida también como
VLA) tiene propiedades fundamentales tales como la transcripcién de sefales y
VLA-4 media la adhesion de célula-célula kmashi T 1694 y 1994b, Hynes RO 1992, En ausencia
de la integrina P existen danos en la migracién de las CSH y no pueden colenizar a
otros érganos Hrs=h 199_ A diferencia de las neoplasias anteriores, el linfoma es una
enfermedad de la que poco se sabe en cuanto a su sistema hematopoyético. De

aqui nuestro interés en el estudio de esta entidad nosolégica.
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3.2 GENERALIDADES DE LINFOMA

E} linfoma es un grupo heterogéneo de enfermedades de las células By T,
que generalmente se originan en los ganglios linfaticos, pero que se pueden
originar en otros 6rganos del cuerpo por ejemplo, en el bazo, en el tracto
gastrointestinal, en la piel, etc. Previamcnte se referia a esta neoplasia como
linfosarcema, 6 linfoma folicular y/o linfoma difuso gigante. Posteriormente, con la
formulacién operativa de los linfomas (working formulation), en 1982 se le empezo a
nombrar como Linfoma Maligno o Linforma No Hodgkin (LNH), actualmente se le

conoce como linfoma.

Fuactores Prondsticos:

Existen varios factores prondsticos adversos, dentro de los que se pueden
citar: a) la edad: pacientes mayores de 60 afos (tienen una supervivencia mas
pobre, quiza esto se deba a una menor tolerancia a las drogas quimiterapéuticas};
b} dos o mas sitios extra-ganglionares, particularmente, en el sistema nervioso
central; ¢} niveles elevados de la deshidrogenasa lactica en suero, d} masa tumoral

mayor de 10 cm; e} anormalidades cromosdmicas no al azar y por ultimo, f) el

subtipo histologico, -que es un factor pronéstico impertante-. Tabla 4.
Tabla 4
Factores Pronbdstico en Linfoma:

Hombre Mujer
Edad <60 anos > 60 afios
Sitios extranganglionares <1 > 1
Masa tumoral <10 cm > 10 em
LDH Normal Incrementada
Hb baja baja
Inmunofenoctipo B T
Involucrado el bazo no si
Medula Osea involucrada no si
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3.2.1 Etiologia:

Diversos agentes ambientales y alicraciones genéticas heredadas podrian
participar en la produccién de anomalias cromosémicas que se encuentran en el
linforna maligno. Se piensa que ciertas mutaciones, translocaciones, deleciones y
sustituciones de pares de bascs llevan a la transformacion de células malignas. La
figura 4 representa un esquema hipotético de la diferenciacion linfocitica, donde se
muestra la localizacién anatomica de las diferentes fases de diferenciacién de las
células By T.

No existen pruebas concluyentes de qué es lo que ocasiona esta neoplasia. En un
principio se creyd quc era algun factor endémico, ya que se comprobé la existencia
de un cinturén de linfoma en Africa Ecuatorial donde se asociaba a temperaturas,
lluvias y altitud. Mas tarde se comprobé que corrclacionaba con el paludismo
endémico; posteriormente, Epstein, Barr, y Achong encontraron particulas virales
en las células tumorales derivadas de los pacientes con linfoma Epsten 1979 gin
embargo se ha visto que ¢l virus de Epstcin Barr (EBV} es tréfico para las células
B, induce su proliferacion y diferenciacion siendo el responsable de la
mononucleosis infecciosa. También se asocia al virus de leucemia de céhulas T de
humane HTLV (del inglés human T-cell lymphocyte virus).

En la década de los setenta se detectd un defecto citogenético y posteriormente se
definié la translocacion citogenética (8;14). Otros trabajos de genética molecular
revelaron que esta translocacién yuxtapone ¢l oncogen myc del cromosoma 8. A la

fecha se han encontrado varias translocaciones y oncogenes involucrados.

3.2.2 Epidemiologia:

Su distribucién es variable, predominando en los hombres {1.5-3.5:1) Aunque
en los paises desarrollados los linfomas representan alrededor del 10% de los
carcinomas pediatricos, [ocupan el tercer lugar despucs de las leucemias agudas y
los tumores cerebrales), son mas comunes en los adultos y su incidencia se

incrementa conforme a la edad.
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3.2.4 Citogenética y Estudios Moleculares

El analisis citogenético de las neoplasias linfoides, revela translocaciones no

al azar que tienden a involucrar los loci cromos6micos de los genes Ig y los

receptores de las células T (TCR de T cell Receptor} y en algunos casos se pueden

asociar a gncogenecs (Tabla 5).

Tabla 5

Alteracidn citopenética

Histologfa

Loci Génicos

Oncogenes

Linfomas de Células B.
(8 ,14)(q24 q31)

02 A}pll-12 g24)

(8 22)(524 q13)

114 ,18)(q32 q21)

K11, 04)q 24 q32)

trisomia 12, Anomalia 114, 14q

13 223g32 913 1)

otras

trisomla ?
anomalias 1921-23
anomalias 6q21-25

Linfomas de Células T.
7 .9)(q34-36 ,432)
(8 ;14)

ofras

7.7

trisomia3
delecioné(p21 ;p23)

D celulas pequenus hendrdas

cétulas grundes

células grandes

L. de rona de manto
Linfocito de células pequeitas
de celulas grandes

Dufuse de células grandes

Linfoma Linfoblastico

Linfoma varzble

IeH
lgh.
12K
lgHl
IzH
IgH

RCT-B
RCT-p

myc

bek-2
bel-1
bel-3

tch4

myc-¢

Las alteraciones

cromosomicas

mas {recuentes

son

las translocaciones:

t{8 ;14){24q ;q32), muy comin en el linfoma de células B pequefias no hendidas

McKeithen T.W 1990, Roscnberg SA 1982, asi como en el linfoma difuso de células grandes

MeKesthan TW. 1990, Levine FO. 1990; 13 {(14 ;18}(g32 ;q21) comin en el linfoma de células B

H i 1ag
folicyitar Richardson MF a7

la t{11;14}{qi3,932), frccuente en el linfoma de células

intermedias Pebeci PG 1986 la t{3;22) que es menos frecuente. También sc ha
Yy
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observado  trisomia 12 en el linfoma linfocitico de células peguenas. La
translocacion t{14;18) -que dirigié los estudios para el descubrimiento de la familia
del gen bel-2- da como resultado la expresiéon aumentada del proto-oncogene Bel-2,
La familia del gen bel-2 desregula la respuesta celular de una amplia variedad de
estimulos que inducen la muerte celular, incluyendo la privacién de factores de
crecimiento, glucocorticoides y agentes quimioterapéuticos. Los antagonistas de la
muerte celular (dentro de los cuales se encuentran BCL-2, BCL-X., MCL y Alj,
proveen proteccién celular, mientras que los agonistas de la muecrte celular
lincluyen BAX, BAK, BAD, y BCL-Xs) aumentan la sensibilidad para inducir las
senales apoptéticas. Recientemente se ha identificado la capacidad de la familia de
bel-2 para formar homo dimeros o heterodimeros. Esta relacién entre los agonistas
y antagonistas determinan la susceptibilidad para estimular la apoptosis Yang E. 199,
Se ha determinado la cxpresion de la proteina Bax en linfoma difuso de células
grandes y se ha visto que la rclacién de las proteinas Bel-2-Bax es
significativamente superior para el linforna indolente que para el linfoma agresivo.
Esto sugiere que la expresion de bax y bcl-2 puede estar relacionada con el

comportamiento biclégico de los linfomas.

3.2.5 Clasificacién:

Una de las areas maés criticas del estudio de los linfomas, pero también de
las mas confusas y controvertidas, es su clasificacion. A mediados del siglo XX,
Rappaport ided un sistema para la clasificacién de estas neoplasias, basado en el
patron de crecimiento (difuso o folicular) y su citologia (indiferenciada, bien
diferenciada, poco diferenciada e histiocitica) Reppapert 1956, 1966 Posteriormente, en la
década de los 70, Lukes y Collins (USA)} y Kiel (Alemania) lo clasificaron de acuerdo
con su estirpe linfoide y con la inmunotipificacién. En 1982 Rosenberg en un
intento de unificar términos entre patdlogos y clinicos propuso la formulacion
operativa {Working Formulation), agrupandolos, de acucrdo al riesgo clinico, en
grado bajo, intermedio, alto y otros Rosembers 1982, y de diferentes estadios, (esta
Flasificacion, sin embarge, ticnc la desvenigja que no distingue entre las células B

y T). A pesar de todo, dominé la clasificacién de Kiel en Europa mientras que la
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Working Formulation fue el sistema de clasificacién para América. Posteriormente,
con un mejor conocimiento del sistema inmune y de las anormalidades genéticas
asociadas, se ha mejorade la identificacién de los distintos tipos de linfoma. En
diciembre de 1999 la organizacién mundial de la salud realizé una nueva
clasificacién de diversas enfermedades hematopoyéticas y del tejido linfoide. Esta
clasificacién, del grupo internacional del Linfoma, identifica clinicamente los
distintos tipos de linfoma. Tabla 3.

En la figura 5 se muestra la diferenciacién celular que va sufriendo la célula

desde la célula seminal.
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La figura 5 represer ta un esquema hipotético de la diferenciacion celular a partir de Ja célula seminal hematopoyética [stem cell hematopoictic
SCH), enfocada a la estirpe linfoide, tanto en el ambiente medular como en el microambiente timico y en ganglio linfatico.



3.2.6 Tratamiento:

El tratamiento por excelencia en pacientes con linfoma es la quimioterapia.
En clla, sc emplean diferentes agentes terapéuticos que interfieren en los procesos
celulares. Dichos agentes se pueden clasificar en cinco grandes grupoes: 1. Los
agentes alquiluntes. 2. Los alcaleides de la vinca. 3. Las antraciclinas, 4. Los

antimetabolitos. 5. Otros

1. Los Agentes alquilantes:
Forman parte de este grupo: Ciclofosfamida, Mostaza Nitrogenada,

Hosfamida, Clorambucil, Busulfan, Melfalan, Nitrosoureas.

Sitio de accion en el Cicle Celular y su Mecanismo

Son agentes inespecificos, de la clasc I, es decir que atacan cualquier fase
del ciclo celular. El anillo de los agentes alquilantes tiene un ion imonio etileno {-N-
CH2CH:-}* donde el carbone terminal se une al DNA. Son compuestos altamente
reactivos, estos agentces interfieren con la sintesis de DNA porque forman uniones
covalentes con los acidos nucleicos. Generan iones de carbono que reaccionan con
moléculas nucleofilicas como €l DNA, proteinas y nucledtidos. Por lo general el
punto principal de accidn es la guanosina del DNA, pero otros miembros de la
familia provocan alquilacién en otras regiones. El resultado final de estos
fenémenos es la produccién de ligaduras cruzadas dentro y entre las hélices del
DNA, provocando inactivacién e inhibicndo la replicaciéon produciendo un evento
letal. Aunque el espectro antineoplasico de todos los alquilantes es similar, difieren
en su aplicacion. Algunos como la mecloretamina y la ifosfamida solo se aplican

por via parenteral; otros pucden ser indistintamente por via oral o parenteral.

Principales Neoplasias hematologicas donde se aplican los Agentes
Alquilantes:

La ciclofosfamida, meclfalan, clorambucilec son mas 1tiles en diferentes
neoplasias, Cebn M 1981 en altas docis, cn ¢l lalamiento de las diferentes

enfermedades hematologicas como el linforna malignoe, la Enfermedad de Hodgkin,
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]cucemia’ mieloma multlplc, De Via VT 1970, Alewapun R O1977, Skann A A 1977, Mupoa 197’?_ La
toxicidad de la ciclofosfamida es similar a la de otros alquilantes; produce
mielosupresién, principalmente leucopenia y en menor medida trombocitopenia.

Esta es una de las principales limitantes colaterales que tienc este farmaco.

2.Los Alcaloides de la Vinca:

Son compuestos naturales o semi-sintéticos derivados de la planta
Catharanthus roseus. Se han identificado muchos alcaloides de la vinca, sin
embargo, desde el punto de vista clinico, solamente tres de ecllos han sido
aprobados para su uso en los E.U.A: Vincristina (VCR), Vinblastina (VBL) y
vindesine (VDS).

Férmula Quimica

Estas moléculas consisten en dos unidades multianilladas, donde un nucleo
corresponde al indo! {catharanthine) y e! otro nicleo al dihidroindol (vindolineg).
VCR y VBL son estructuralmente idénticos excepto por la sustitucion en el nicleo
de vindoline, dondc VCR posee un grupo formil a diferencia de VBL que tiene un
grupo metil. Esta pequena diferencia quimica, les confiere gran diversidad en su
espectro antitumoral y téxico. VCR forma parte esencial para los regimenes de
quimioterapia en las leucemias linfoides agudas y juega un papel importante en la

Enfermedad de Hogdkin y los linfomas.

Sitio de accién en el Ciclo Celular y su Mecanismo

Son inhibidores mitéticos. El principal mecanismo de accién de los
alcaloides de la vinca es la interrupcién del ensamblaje de los microtubulos, tanto
del citoplasma como los quc forman el huso mitdtico. Esto hace que causen
alteraciones, tanto en las células tumorales como en células normales, en la fase
Gl y/o en la fase S del ciclo celular. Esto no es de sorprender ya que los
microtubulos estan involucrades en muchas funciones no mitéticas. Estos agentes
se fijan a la tubulina en un sitio que parece ser diferente al sitio de unién de los
taxanes, colchicina, epidofilotoxina y GTF. Esius uniones pueden ser: a) de alta

afinidad: interrumpen el proceso de los microtibulos modificando el equilibrio
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dindmico, b} de baja afinidad: inducen un despliegue de los microtubulos para
formar un agregado en forma de espiral. El efecto citotoxico de los alcaloides de la
vinca se debe a que induce un arresto en la metafase, alterando la dindmica de los

microtibulos al finalizar el huso mitético.

3. Antibidticos antitumorales :

La fermentacion microbiana permite obtener diversos compuestos
antitumorales, incluyendo la bleomicina, actinomicina D y mitramicina. La
actividad antineoplasica de estas substancias llevo al desarrollo de andlogos
sintéticos menos toxices, como son las antraciclinas: doxorrubicina,

daunorrubicina e idarrubicina.

Doxorubicina OCH; H OH OH
Dunorubicina QOCHa H H OH
Idarubicina H H OH H
Epirubicina

Sitio de accidén en el Ciclo Celular y su Mecanismo de accidn.

Su campo de accién es muy amplio, actiian en Fase G1, S y en la frontcra de
G2.

Mecanismo de accién: Se intercalan entre los pares de bases del DNA.
Inhiben a la topoisomerasa 1l que es la responsable para la modulacién de la
estructura tridimensional del DNA y dctermina el super-enrollamiento. La
citotoxicidad resulta de dos de los mecanismos de accidén de estos farmacos: por un
lado, al bloquear la topoisomerasa I, impidcen la reparacion de las hélices. Por otra
parte, generan radicales superéxido por reduccién de un electrén de la molécula de

la doxorrubicina (adriarnicina) Deflie AM 1989,

4. Los Antimetabolitos :

Son agentes fraudulentos, que por la misma similitud de su estructura con
intermediarios fisiolégicos, son rcconocidos como substratos para aquellas
reacciones bioquimicas vitales y de esta mancra interfieren con los procesus

celulares. El primer agente de este tipo al que se le dié aplicacién clinica, fue la
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aminopterina, un analogo del acido félico. Posteriormente, fue recmplazado por la
ametopterina o metotrexate (MTX]. Actualmente existen nueves compucstos
antifolatos, tales como las diaminopirimidinas y quinazolinas. Entre cllos estan 6-
Mercaptopurina, Arabinosido de citosina, hidroxiurea, fludarabina pentostatin, y el
mas reciente Trimetroxate.

El Metotrexate es uno de los antimetabolitos mas utilizades en €] tratamiento de

los pacientes con enfermedades malignas.

Sitio de accion en el Ciclo Celular y su Mecanismo de Accién

intervienen principalmente en la sintesis del DNA.

Mecanismo de accion: Es un inhibidor que se une a la dihidrofolato
reductasa (DHFR), una enzima esencial para el mantenimiento de los depésitos de
folato intracelular. Se encuentra en su forma reducida como tetrahidrofolate, que
es requerido para la sintesis de timidina 5-monofosfato (timidilato, dTMP)}, un
nucledtido de las purinas. La timidilato sintasa cataliza la formacion de dTMP y
crea los requerimientos necesarios para mantener la DHFR. Si se bloquea esta via
cesa la produccion de timidilate y la sintesis de purinas. El metotrexate, junto con
los folatos naturales, se almacena como poliglutamatos metotrexate. Esta
transformacién del metotrexate incrementa su retencién celular y potencia su
efecto sobre la DHFR, la timidilato sintetasa y otras enzimas necesarias para la
sintesis de los precursores purinicos y pirimidinicos del DNA. La influencia
multiple de los antifélicos, sobre la generacion de nucleétidos, lleva a la detencién
de la produccion y fragmentacion del DNA y a la muerte celular. En sistemas
experimentales, la resistencia a antifolatos resulta de varios mecanismos, como por
ejemplo; a) una alteracién en el transporte de antifolatos y por lo tanto hay una
capacidad disminuida a peliglutamato metotrexate. b) la alteracién en las enzimas
blanco DHFR, incluyendo el aumento de la expresion de proteinas. La

amplificacion del gen DHFR es una de las principales formas de resistencia Allegrs €

1996
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Principales Neoplasias

Estos analogos dc los antifolatos fueron utilizados para inducir remisiones
en nifios con Leucemias agudas, posteriormente se han utilizado en leucemias en
general, cancer dc mama, cancer de cabeza y cucllo, linfomas, sarcomas
osteogénicos, en coriocarcinomas y en algunas cnfermedades autoinmunes como

la artritis Reumatoide, psoriasis.

5. Otros :

L-asparaginasa.

Las células tumorales de origen linfocitico son incapaces de producir este
aminoacido y deben obtenerlo de la circulacion. La L-asparaginasa disminuye la
asparagina, privando a las células tumorales dc este aminoacido, impidiendo la
sintesis proteica. Existen algunas evidencias donde las células susceptibles parece

que se paran en la fase S del ciclo celular.

Los glucocorticoides, parecen tener el mismo espectro de actividad
antitumoral que otros agentes, son TUtiles en ciertas neoplasias linfoides. Se
desconocen los mecanismos de accién, pero afectan tanto a las células que estan
en proliferacion como a aquellas que sc encuentran en reposo. Los corticoides por
regla general son mas eficaces cuando se suman a otras drogas, por ejemplo la
ciclofosfamida Abramson 1982,

Procarbazina. Se cree gue actia como los agentes alquilantes, provoca
fracturas en el DNA, es dependiente de la dosis y ¢l tiempo.

La prednisona. Este corticoide cuando se utiliza como monofadrmaco en dosis
diarias, es efectivo, sin embargo, es mas eficaz en neoplasias cuando se suma a
otras drogas. Por gjemplo, cuando se aplica prednisona a los agentes alquilantes
incrementa la taza de respuesta en mielomas y cn leucemia linfoblastica aguda. En
pacientes pancitopénicos, en estadio preterminal, la prednisona ayuda a aumentar
la hemoglobina, los granulocitos, y las plaquetas evitando las transfusiones.

En la década de los 80°s se implemento el uso clinico de factores estimuladores de

colonias de granulocitos v granulo-monaocites, lo que hizo pusibie utilizar regimenes
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de tratamiento mas agresives lograndose un aumento en el porcentaje de

remisiones.

La dexametasona, en dosis aitas intermitentes, actia en sujetos refractarios.

Sin embargo, los mecanismos de resistencia quc presenta la célula continian

siendo el principal obstaculo para el uso efectivo de estos agentes en la clinica.

Representacion esquematica de la clasificacion de los agentes citotdxicos y su sitio

de accién en el ciclo celular.

Tabla 6
Agentes Antimetabolitos Inhibidores Antibidticos Otros
Alguilantes Mitéticos
Ciclofosfamida Metotraxate Vincristina bleomicina Procarbazina
Mostaza 6-Mercaptopurina | Vinblastina | Actinomicina D | L-asparaginasa
Nitrogenada
Ifosfamida Arabinosido de Vindesina Mitramicina Prednisona
citosina
Clorambucil Hidroxiurea Etoposido doxorubicina | Dexametasona
Busulfan Fludarabina Taxoides daunorubicina
Melfaldn Trimetrexato Navelbine Idarubicina
Figura 6.

SITIOS DE ACCIGN ESPECIFICOS DE LOS AGENTES CITOTOXICOS
CICLO CELULAR

Inhibidores
Mitdticos

Trnoidas

Agentes
Alquilantes

o

\_*__/

G,
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4. JUSTIFICACION:

La caracterizacion de los progenitores hematopoyéticos tanto in vitro como
in vivo, ha sido ampliamente estudiada tanto en condiciones normales como en
diferentes neoplasias, principalmente de tipo mieloide. Sin embargo, los reportes,
acerca de los progenitores hematopoyéticos de médula dsea, en neoplasias de
estirpe linfoide solo se refieren a leucemia linfoblasticas agudas Bhavanni et al 1989 y
enfermedad de Hodgkin Radford Hetal 1990,

El linfoma puede scrvir como un modelo biolégico para estudiar la relacion
entre el linaje linfoide y cl linaje mieloide, asumiendo, que estos pacientes con
enfermedad linfoproliferativa con frecuencia muestran anormalidades tanto
cuantitativas como funcicnalcs de los linfocitos B o T. Hasta el momento no
existen en la literatura reportes acerca de la estirpe micloide (incluyendo el linaje
eritroide), en este tipo de entidades nosolégicas.

Los linfomas son tumores que resultan de la expansion clonal de linfocitos
T/NK o B, que son transformados en las diferentes fases de la via de su
proliferacién o diferenciacion.

Los linfomas se han estudiado ampliamente desde el punto de vista de su
etiologia, citegenética y tratamiento, sin embarge, no se ha estudiado acerca de
la biclogia y comportamiento de los progenitores del sistema hematopoyético en
la médula dsea, aungue se presupone que la hematopoyesis en este érgano es
normal.

Como ya se menciond anteriormente, los linfomas son un grupo
heterogéneo dc neoplasias linfoides en el que ya se tienen algunas entidades
nosolégicas. Nuestro cstudic incluyé pacientes con Linfoma Difuso de Células
Grandes (LDCG} -entidad clinico patolégica mas comiin-, que se origina en las
células B. Se incluyeron pacientes menores de 70 afios con riesgo clinico de
acuerdo al Indice de Prondstico Internacional IPI, baje o bajo intermedio, sin
infiltracién a la médula 6sea y cn quienes sc utilizé quimioterapia estandar sin la
administracion de factores estimuladores de colonias.

Es factible que al estudiar ¢l LDCG se pucdan esclarecer nna serie de
interrogantes acerca de la integridad biologica del sistema hematopoyético cn

humanos con trastornos de la linea linfoide, pre y post-quimioterapia.
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Con el fin de esclarecer algunos de cstos aspectos, en el presente estudio
se llevd a cabo la caracterizacion cuantitativa y funcional de las células
progenitoras hematopoyéticas (CPH) en pacientes con LDCG y el andlisis de
algunos corponentes del microambientec hematopoyético.

Por otro lado, como se menciond anteriormente, el tratamiento por
excelencia para esta ncoplasia es [a quimioterapia, sin embargo, las drogas
empleadas son citotéxicas, provocando miclosupresiéon, por lo que tenemos gran
interés en valorar los eftctos funcionales post-tratamiento de los progenitores
hematopoyéticos de la médula 6sea. El linfoma es un modelo que permite valorar
a dichos progenitores antes y después de la quimioterapia, una vez que los

pacientes han alcanzado la remisidn completa.
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5. HIPOTESIS

El Sistema Hematopoyético de pacientes con linfoma difuso de células
grandes, se encuentra funcionalmente alterado, tanto en las células progenitoras
hematopoyéticas como  en  alpunos componentes del microambiente
hematopoyético. Estos pacientes, después de que han recibido el tratamiento con
CEOP/blec y haber alcanzado la remisién completa, el microambiente
hematopoyético medular se encuentra abatido, aun después de haberse

documentado niveles hematologicos normales en sangre periférica.
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6. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el sisterna hematopoyético de pacientes con linfoma difuso de
células grandes {LDCG) incluyendo a las células progenitoras hematopoyéticas y
algunos componentes del microambiente hematopoyético tanto en enfermedad
activa como en remision completa, tratados con ¢l esquema de quimicterapia
CEQP/Bleomicina.

6.1. OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar los progenitores hematopoyéticos en la Médula dsea de pacientes
con LDCG, incluyende a los diferentes linajes eritroides {CFU-E y BFU-E},
mieloides {CFU-G, CFU-M y CFU-GM), y pluripotenciales (CFU-GEMM)

Caracterizar la proliferacién celular en cultivos liquidos a largo plazo.

Valorar algunos componentes del estroma medular como son los fibroblastos

y macrofagos y la presencia de adipocitos.

Cuantificar la presencia de IL-6, SCF, y TNF-a.

Estudio morfolégico de las células a lo large de los cultivos

Extender este ¢studio en los mismos pacientes después de la quimioterapia

una vez que han alcanzado la remisién completa.
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7. MATERIAL Y METODOS

ledios de Cultivos:

|

Medio de Dulbecco modificado por Iscove (IMDM, del inglés Iscove’s modified

Dulbecco’s Medium)
Contiene L-glutamina 25 mM con buffer HEPES -con fenol rojo-, 3.04 g/L de

bicarbonato de sodio

Medio de cultivo liguido a largo plazo (LTCM de Long Term culture medium),

cuyo componentes son los siguientes:

Medio alfa suplementado con 12.5% de suero de caballo, (Contiene dipéptido L-
Alanyl-L-Glutamine, Buffer HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazina N-2 Ethane
Sulfonic Acid)

12.5% de suero fetal de bovino (FBS),

0.2 mM de inositol,

20mM de acido félico,

10-4 de 2-Mercaptoetanol,

2 mM de L-glutamina,

Hidrocortisona. 10 8 M {Concentracion final)

Medio de Cultivo Semisdlido de Metil Celulosa.El medio de cultive consiste

en:
0.9% de metil-celulosa,

30% de FBS,

1% de albumina de suero de bovina,

10-4 M de 2 Mercaptoetanol,

2 mM L glutamina, complementado con 50ng/mL de rhSCF,
10 ng/mL de rHulL-3,

10 ng/ mL de rhGM-CS5F

3 U/mLl de rhEritropoyetina.
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Pacientes Incluidos en ¢l estudio

Se estudiaron un grupo de 10 pacientes con LDCG, de edad promedio de 50 anos
{con valores limite de 48-69 afnos) Tabla 8.

6 pacientes que recibieron el siguiente esquema de quimioterapia: CEOP/bleo,
{Ciclofosfamida 600 mg/m?, Epirrubicina 70 mg/m? dia 1, Vincristina 1.4 mg/m2,
dia 1 [sin exceder a 2 mg dosis total} y Prednisona 50 mg/m?2 via oral los dias del 1-
5 y bleomicina 10 U/m? {dia 14) sin exceder 15 U. Este esquema se repitié cada 21

dias por seis ciclos.

Muestras de Médula 6sea de Pacientes con Linfoma

En cste estudico se incluyeron 10 muestras de pacientes con Linfoma
Maligno, con los siguientes parametros a) pacientes con Linfoma Difuso de Células
Grandes {LDCG) en enfermedad activa, b} 6 muestras de pacientes que alcanzaron
la remision completa, entre 6-12 meses post-quimioterapia, con los parametros de
laboratorio normales y ¢) sin el suministro de factores estimuladores de colonias
(CSF).

Muestras de Médula Osea Normal:

Como controles se incluyeron 10 muestras de medula ésea de donadores
sanos para transplante de médula dsea. Las muestras fueron gentilmente
proporcionadas por el Hospital de Especialidades, Bernardo Sepilveda, del CMN S.
XX1.

Recoleccidn de las Muestras Medulares:

La medula dsea ¢s semiliquida y puede extraerse por aspiracién o biopsia.
Pueden realizarse en varios huesos: en la cresta iliaca anterior o posterior, en el
esterndn a la altura del segundo espacio intercostal, y muy rara vez en la tibia. En
cstos pacientes se realizé por medio de aspiracién en la cresta iliaca postero-
superior con un trocar que posea mandril para evitar la obstruccién, con jeringas
de 20 mL con 0.1 mL de heparina, bajo anestesia local. Se recolectaron alrededor

de 5 a 7 ml de médula &sea.
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Procesamiento de las muestras de médula ésea

La obtencién de las células mononucleadas tanto de médula ésea normal
(MO N) como de LDCG fue mediante un gradiente de ficoll hypaque por
centrifugaciéon a 400 g durante 20 minutos Besum A 1964 10ut y resuspendidas en

IMDM suplementado con 2 % de suero fetal de bovino.

Técnica de Conteo celular,

Una vez obtenidas las células mononucleadas, se realiza una suspension
con el ligunido de Turck (causa lisis a los eritrocitos). El procedimiento se realiza
utilizando 10 ul de la suspensién y mezclandola perfectamente con 90 ul de liquido
de Turck. Sc deja reposar aproximadamente tres minutos para que se lleve a cabo
la lisis de la serie roja. El recuento de las células mono-nucleadas se determiné
utilizando un hemocitémetro, se lee en un microscopio 6ptico a 10X. Se cuentan
todas las células que caigan dentro del campo. La formula para el conteo celular
utilizando el hemocitometro ¢s la siguiente:

N° de Células = (Vol. De suspension de la muestra) (factor de dilucién) (n® de
células}{Constante de la Camara de New Bauer}.

La viabilidad se determiné con el colorante azul de Tripan. (El procedimiento es el
misme, aforando a 100 ulL de azul de Tripan, solo que en este caso no se deja

reposar a las células, la lectura se realiza inmediatamente).

Cultives de Colonias Hematopoyéticas.

Diferentes poblaciones de células hematopoyéticas pueden desarrollarse en
cultives celulares semisélidos (como puede ser gelatina, agar o metil-celulosa). En
estos cultivos, que son altamente cnriquecidos se desarrollan diferentes tipos de
progenitores hematopoyéticos -mieloides, critorides y pluripotenciales-, conocidos
CFU {de Colony forming unif) por su capacidad de formar colonias en cultivo. En
este estudio se realizaron cultivos en metil-celulosa (Stem Cell Technologies, Inc),
para poder llevar a cabo la cuantificacién de los progenitores hematopoyéticos. En
un tubo eppendorff que contiene 13 ml. de metil-celulosa se le adicionan las

células monenucleadas de la médula dsea y las células provenientes de los cultivos

liquidos a largo plazo tipo Dexter, (D-LTC). Se ajustaron a una concentracién final
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de 50 000 cél/mL y se agita en vortex para homogeneizar. Se extrae 1 mL con una
jeringa con aguja de punta roma estéril y se coloca en cajas petri de 35 mm de
diametro, luego son incubadas a 37°C en 5% de CO2 Después de 14-17 dias de
cultivo, las colonias fueron contadas cn la misma caja utilizando un microscopio
invertido. Las colonias hematopoydticas fueron clasificadas como se describe en
(Mayani H y cols 1992): Unidades formadoras de Colonias pluripotenciales (CFU-
Mix por sus siglas en inglés), colonias que contienen tanto células eritroides como
mieloides; las colonias mieloides comprenden subpoblaciones puras de
granulocitos (CFU-G), colonias puras de Macréfagos (CFU-M), y colonias que
contienen granulocitos y macrofagos ~bipotenciales-, (CFU-GM},

Finalmente colonias del linaje eritroide: CFU-eritroides (CFU-E) racimos de
células eritroides hemoglobinizadas {entre 50-100 células por colonia); BFU-E
colonias mayores de 100 células hemoglobinizadas agrupadas en uno o varios

racimos.

Cultivos Liquidos a Largo Plazo.

Los cultivos liquidos de médula a largo plazo tipo Dexter (D-LTC del ingles
Long Term-Marrow Cultures) se establecieron de acuerdo al método descrito por C.
Eaves y cols 1991; y Mayani y cols.,, 1992. Las células mononucleadas sé
resuspendieron en LTCM, (Stem Cell Technologies, Ing en pozos con un mb de
medio. La suspensién celular previamente ajustada a 3 x 106 cél/mL se cultivd en
placas de 24 pozos [lml/pozo} e incubaron a 37°C, en una atmésfera de 5 % de
CO;. A las 72 hr los cultivos fueron transferides a 33°C. Siete dias después de
iniciado el cultive se retiraron 500 pl del sobrenadante con las c¢élulas no
adherentes. Este volumen se reemplazdé con medio fresco. Cada semana los
cultivos se trataron de igual manera. Las células no adherentes fueron contadas y

cultivadas en metilcelulosa para identificar a los progenitores hematopoyéticos.
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Cultivos de la Capa Adherente

A lo largo del cultivo, las células que forman parte del estroma tienen la
capacidad de adherirse ¢ ir formande una capa de c¢lulas adherentes. En los dias
21, 35, y 49, fueron despegadas empleando tripsina (0.25% de tripsina conteniendo
0.1mM EDTA, se incubaron los cultivos durante 10’ a 37°C, la reaccidén se pard con
la mitad del volumen con Suero Fetal de Bovino), fueron contadas y cultivadas ¢n
mctilcelulosa para identificar a los progenitores hematopoyéticos de la fraccion

adherente,

Andlisis Morfolégico de las Células Nucleadas:

En términos gencrales, las células primitivas suclen ser grandes y se
vuelven progresivamentc mas pequefias al adquirir madurez. Los nucleos de
células jovenes en la sccuencia de maduracién son grandes y voluminosos con
relacién al citoplasma, al madurar el nicleo disminuye cn términos absolutos y
relatives. En la serie eritrocitica, el nicleo es expulsado de las células maduras.

El citoplasma de las células primitivas es esencialmente azul y contiene grandes
cantidades de RNA que ticne afinidad para el azul de metileno. En la tabla n® 7 se

puede apreciar los pasos de diferenciaciéon celular en los distintos linajes.

Tabla 7
Diferenciacidn Celular
Macloblasto \oneblasto Precnitroblasto Linfobtasto Megacanoblusto
! Entrchlaste Promegacarioblasto

l ¢ Poficrematico l ¢
Promiclocito Promonezito Ortecrométtco Pralinfocito Megacanocito
Miclecito 4
Metamiclocito, Metamegacariocilo
Banda,
Segmentado,
Neurofilo, cosinofilo, basofilo| Monocito Entrocito Linfocito Plaqueta

El analisis morfologico fue llevado a cabo segun los criterios internacionales de la
a de las células Se ntiliza # rolarante Wright-Giemean
El recuento diferencial se efectua identificando por lo menos 500 células a gran

aumento con aceite de inmersién.
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Cultivos de unidades formadoras de colonias de fibroblastos (CFU-F)

Los cultivos de unidades formadoras du colonias de fibroblastos se llevaron a
cabo a partir de 300 000 cel/m! dec médula 0sea, [células mononucleadas) en IMDM
més 20% de suero fetal de bovino. Fueren incubudas a 37°C en 5% de CO; en cajas
Petri de 35 mm. A los 5 dias s¢ cambia ¢] medio por medio fresco. Después de 10
dias el sobrenadante es descartado, y las c¢lulas adherentes son lavadas con buffer
de fosfatos Cistrn Malispinn 1980, Se tinen con Wright-Giemsa. Son contadas en un

microscopio invertido.

Cuantificacion de Citocinas:

Los niveles de citocinas de SCF, [L-6 y TNF-o prescntes en el scbrenadante
de los cultivos fucron determinados por kits de ELISA (R&D Systems).
ELISA: Andlisis inmunoabsorbente ligado a cnzimas (de Enzyme Linked
Inmunoabsorbent assay). Es una técnica muy sensible y no requiere de
inmunofluorescencia y/o métodos inmunoradiactivo. El método depende de la
conjugacién de una enzima con un antigeno o cen un anticuerpo y posteriormente
se utiliza la actividad de la enzima como una marca cuantitativa. Para medir
anticuerpo un antigeno se fija a una fase sélida, se incuba con diluciones del suero
de prueba, sc lava y posteriormente se incuba con una anti-inmunoglobulina
marcada con una enzima.
La actividad enzimatica se midc mediante la adicién del sustrato especifico. La
reaccién de color se mide por colorimetria, la actividad enzimatica esta en funcién

directa con la cantidad de anticuerpo ligado.
Estadistica

El anilisis estadistico fue llevado a cabo usando la prueba de U de Mann

Whitney y la W de Wilcoxon
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[ ASPIRADO DE MEDULA OSEA |

| OBTENCION DE LAS CELULAS MONONUCLEADAS |

[ CONTEO DE LAS CELULAS MONONUCLEADAS !

- ADHERENTE

| | | |

DIFERENCIAL'  [CULTIVOS SEMISOLIDOS' | CULTIVOS PARA CFU-F

| FRACCION
'NO ACHERENTE

]

Dia 14: lectura de cultivo 3er dia cambio de cuttivo

| |

Los dias 21,35, 49 | Dia 10: lectura de CFU-F

"FRACCION | CONTEO CELULAR Y DIFERENCIAL !

1Cu!’rivos semisolidos
[CUANTIFICACION DE CITOCINAS: SCF, IL-6, TNF-a |

[Los dias 7,14, 21, 28, 35, 42, 49
CONTEO CELULAR Y DIFERENCIAL

Cuitivos semisolidos
CUANTIFICACION DE CITOCINAS:SCEF, IL-6, TNF-a )




8. RESULTADOS

8.1. Datos Clinicos y Hematolégicos de los Pacientes:;

Introduccion:

La hemoglobina ¢s una protcina que se encuentra en ¢l interior de los
eritrocites. Su concentracién normal es de 12 a 18 g/ 100 ml de sangre entera,
dependiendo del sexo del sujeto, con vanaciones normales. Se forma en la fase
final de maduracién del eritrocito, solo se identifica plenamente en las fases de
eritroblasto y eritrocito. Cada molécula de hemoglobina esta formada por cuatro

cadenas peptidicas que llevan unido un grupe hemeo cada una.

Hematocrito: Es la proporcion del volumen total de eritrocitos respecto al volumen
sanguineo. Normalmente ¢s de 40-45%.

Leucocitos: Se toma en cuenta toda la linea blanca:

Neutrofilo cn banda 0-5% 0.18 x 103 ul
Neutrofilos segmentados 40-60% 422 x 100
Linfocitos 20-40% 256 x 103
Eosinofilos 1-3% 0.16 x 103 pl
Basofilos 0-1% 0.05x 103 1
Monocitos 4-8% 0.41 x 103 pt
Linfocitos total 1,500 4000/l

Células B 5-25%
Células T 60-88%
Supresoras 10-43%
Cooperadoras 32-66%
Plaquetas: 150 000 - 400 000/l

Valores hematologicos de los pacientes:

Diez pacientes con LDCG fueron estudiados antes de la quimioterapia.
Este grupo incluyo 7 personas del sexo masculine y 3 del femenino. Su edad
promedio fue de 50 anos. La mayoria de los pacientes se encontraron dentro de
los niveles hematologicamente normales. Después de la quimioterapia no hubo

cambios significativos. Solo ¢l paciente 10 mostrd niveles por debajo de lo normal
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en la cantidad de leucocitos y el paciente 8 un aumento significativo cn el

numero de plaquetas,

Tabla 8 Datos clinicos de 10 pacientes incluidos en este estudio.

Sexo Edad | Hemoglobina | Hematocrito | Leucocitos | Plaguetas
Paciente afios (g/dL) (%) x 10%/mlL x105/ml
1 F 69 12 46 4.5 180
2 M 48 11.6 40 6.5 272
3 M 48 16.3 50 5.7 207
4 F 58 10.4 33 6.0 330
5a M 69 14.4/13.6° 42/44 5.5/6.1 267 /272
6a F 50 | 13.1/12.5 | 40/42 7.6/2.6 |267/196
7 M 51 12.0/13.0 37/40 5.5/6.0 [164/120
§ahb M 48 13.8/13.0 41/41 7.4/8.5 150/620
Qa M 50 14.0/14.0 47146 5.0/5.0 250/250
10s M 57 13.0/13.8 41/40 3.2/3.1 114/101
Valores F 50 12-16 37-47 5-10 150-400
Normalcs
Valores M 50 14-18 40-52 5-10 150-400
Normales

a. Indica los datos antcs/después de la quimioterapia
b. Todos los pacientes recibieron CEOP/blec mas radioterapia 40 Gy excepto ¢l paciente 8
€. Las mucstras de MO después de la quimioterapia se obtuvieron en la fase dc remision complets

d. F = Femcnino, M = Masculino

8.2. Progenitores Hematopoyéticos en Médula Osea:

Introducceidn

Los cultivos semisolidos se desarrollaron entre los anos 1965-1970. En
estos cultivos, las CPH son capaces de formar colonias, lo que permite la
cuantificacién y caracterizacidn de los progenitores hematopoyéticos [[mieloides,

eritroides y pluripotenciales, {de manera especial facilitan el crecimiento del
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linaje mieloide)]. Los cultivos de colonias contienen nutrientes {ver material y
métodos) que favorecen el crecimiento y desarrollo celular y estan
suplementados con factores estimuladores hematopoyeticos. Estos cultives
permiten evaluar tanto el fenotipe como la fisiologia de los progenitores in vitro.
Consisten en cultivar una suspension de células de la médula ésea (células
mononucleadas), algunas de las cuales, puedenr: formar racimos de células o
colonias. La auto-rcnovacién de progenitores inmaduros es muy limitada. El
crecimiento de progenitores muy primitivos es muy bajo, pero esto es debido ala
proporcién tan baja que se encuentra en la médula ésca (MO) y por ende en un
aspirado de MO.

Si el tamarno de la colonia es grande, se pucde inferir que el progenitor que le dio
origen es mas inmaduro. E! periodo de cultivo varia entrc los 8-14 dias en la
estirpe eritroide y cntre 14-21 dias para ¢l linaje mieloide y pluripotencial. Este
tipo de cultivos ha sido de gran utilidad para cstudiar los distintos progenitores y
los factores de crecimiento hematopoyético.

Los progenitores micloides comprenden CFU-G, CFU-M, CFU-GM (granulocitos,
monocitos y bipotenciales, {granulo-monocitos], respectivamente} y los
progenitores eritroides CFU-E y BFU-E (critroides y eritroides mas primitivos).
Los progenitores pluripotenciales forman colonias que contienen células tanto de
la linea mieloide como eritroide.

En este estudio los progenitores hematopoyéticos fueron determinados en tres
grupos diferentes: Grupo 1: sujetos hematolégicamente sanos. Grupo 2: los
pacientes con LDCG y Grupe 3: los mismos pacientes después de la
quimioterapia; considerando como dia ccro, el dia del aspirado de la médula
osea. De cada una de las muestras se realizan diferentes experimentos de

acuerdo al diagrama de flujo.

8.2.1 Médula Osea Normal (Control)

En el dia cero la proporcién de progenitores hematopoyéticos en la médula
6sea proveniente de sujetos hematologicamente sanos (10 muestras de MO
control] tue la siguiente: 30% para los prugenuiores mic
progenitores eritroides y 1% para los progenitores pluripotenciales. Nuestros

resultados concuerdan con lo reportado en la literatura (Tabla 9).
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Si se consideran numeros absolutos, sc obtuvieron 446 unidades formadoras dc
colonias {CFU) por cada 105 células nucleadas, con una mediana para los
progenitores micloides de 2417105 (valores limite 129-422), para les progenitores
eritroides de 201/105 (56-285) y finalmente, para los progenitores
pluripotenciales de 4/105 (1-22) (Tabla 10]. Si analizamos los diferentes sub-
tipos dentro del linaje mieloide, el 62% correspondid a CFU-G, 32% a CFU-M y
6% a CFU-GM (Tabla 11). En el linaje eritroide, los progenitores mas maduros
{CFU-E) correspondieron a un 36% y los progenitores mas inmaduros, {BFU-E) a
un 64% [Tabla 12).

8.2.2 CFU en pacientes con LDCG en Enfermedad Activa.

En los pacientes con LDCG en la etapa activa (EA), el tamarno de las
colonias hematopoyéticas fue menor al observado en cultivos de MO N, En esta
etapa sc presentd una disminucién en los niveles de los progenitores
hematopoyéticos el nimero de CFU-C en los pacientes con LDCG se encontrd
reducido un 35%. La relacién de las CPH fue similar a la MO Normal. (54% de
progenitores mieloides, 45% de progenitores eritroides y 1% de progenitores
pluripotenciales). No hubo diferencia significativa.

Si consideramos los numeros absolutos en las CPH de LDCG hubo una
disminucién considerable con respecto a MO N: de 241 progenitores micloides
que se encontraron en MO N a 156 progenitores en LDCG; de 201 progenitores
eritroides a 132 y finalmente solo se encontraron el 50% de progenitores
pluripotenciales en relaciéon con el control. Hubo una diferencia significativa en
el linaje micloide. (P<0.025; Tabla 10).

Con respecto a los progenitores mieloides en EA, el 70% fue CFU-G, 22% CFU-M
y 8% CFU-GM, siendo estadisticamente significativo para CFU-G y CFU-M con
respecto al grupo 1 {p< 0.030; Tabla 11). Para el lingje eritroide, los progenitores
de la médula d6sea no variaren en porcentajes con respecto a la médula ésea
control, con un 36% para los progenitores mas maduros y un 64% para los

BFU-E. (Tabla 12}.
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8.2.3. CFU en pacientes con LDCG en Remision Completa

A los pacientes que recibieron quimioterapia con el esquema CEQOP/bleo, y
que alcanzaron la remisiéon completa, se les realizé un segundo aspirado de
médula oésca, donde se analizaron los progenitores hematopoyéticos,
considerandose como dia cero, ¢l dia de la tora de la muestra.
Los porcentajes en los tres linajes (mieloides, eritroides y pluripotenciales) fueron
similares a los de la muestra control, 50, 49, 1% respectivamente. Sin embargo el
tamarfio y el numero de las células de las colonias fue mucho mas pequeiio.
Los numeros absolutos de las CPH cuantificadas en los cultivos semisélidos
fueron de 144 CPH micloides, 75 CPH para la estirpe critroide y en algunos
cultivos no sc encontraron  progenitores  pluripotenciales, siendo estos
resultados estadisticamente diferentes con respecto a los dos grupos anteriores
(p< 0.025; Tabla 10).
Con respecto a los progenitores mieloides, se observé un incremento del 13 %
para los CFU-G, con respecto al control, es decir el 75% correspondi6 a los CFU-
G, 23% a los CFU-M y 2% para los progenitores bipotenciales. (Tabla 11).
En cuanto al! linaje eritroide, después de la qguimioterapia se observdé una
proporcién superior para los progenitores mas primitivos, 46% a diferencia de
65% en la MO control y 64 % en LDCG de la fase activa. Encontrando una
diferencia significativa (p <0.025) En la mayoria de los cultivos no se encontraron

pregenitores pluripotenciales en remisién completa. Tabla 10.

Tabla 9
Muestra Mieloide Eritroide Mix
Control (10) 50 (56.52) 49 (58.69} 1{6)
Enfermedad Activa (10) 54 (38.35) 45 (51.59) 116)
Remisién Completa (6) 50 {32.08) 49 (40.09) 1(3)

Porcentaje de Unidades Formadoras de Colonias en personas sanas y en pacientes con
LDCG en el dia cero. Control y Enf. Activa 10 muestras, en remision completa 6 muestras.
Enfermedad Activa: Pacientes con LDCG en Enfermedad Activa. Remision Completa:
Pacientes con LDCG que recibieron el tratamiento de Quimioterapia y alcanzaron ia
remision completa. Los paréntesis indican el rango percentil.

En el linaje mieloide [a tendencia que muestra tiene una p< 0.0235
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Tabla 10

Muestra Mieloide Eritroide Mix

Control 241 (129-422) | 201 (56-285) 4(t-22) |
Enfermendad Activa 156 (23-218) | 132 (16-290) 2(0-17)
Remisién Completa 144 (18-300}» | 75 (24-290Q}:b 1 {0-6)"

Nameros absolutos de las unidades Formadoras de Colonias en sujetos sanos y en
pacientes con LDCG.

Los resultados rcpresentan la mediana y los paréntesis los valores limite de CFU/105
células mononucleadas

Para la Médula Oseca de sujetos sanos se realizaron 10 expenmentos, para Enfermedad
Activa 10 experimentos y despucs de la quimioterapia se realizaron 6 experimentos.

a. p < 0.025 Remisién Completa vs Medula Osea Normal (MO N)

b. p < 0.025 Remision Completa vs linfoma en Enfermedad Activa (EA)

Tabla 11
Progenitores mieloides CFU-G CFU-M CFU-GM
Control 62 (75) 32 (31) 6 (7.61)
Enfermedad Activa 70 (43) 22 (25) 8 (23.18p
Remisién Completa 75 83) 23 (31) 2 (10.23)*

Porcentaje de cada uno de les componenies del linaje mieloide en ¢l dia cero.

CFU-G= Unidades formadoras de colonias de granulocitos, CFU-M= monocitos, CFU-GM= granulo-
monecitos.

Para la Médula Osea de sujetos sarios se realizaron 10 experimentos, para Enfermedad
Activa 10 expcrimentos y después de la quimioterapia sc realizaron 6 experimentos.

Los paréntesis representan et rango percentil,

a p < 0.030 EA vs control

b p < 0.010 RC vs control

Tabla 12
Progenitores eritroides BFU-E CFU-E
Control 65 {43) 35 (41.17)
Enfermedad Activa 64 (67.08) 36 (26.36)
Remisién Completa 46 [79.94) 54 (35.46)

Porcentaje de cada uno de los componentes del linaje eritroide on el dia cero.
BFU-E= Unidades formnadoras de colonias de critroides mas primitivos, CFU-E= eritroides
Los resultados representan la mediana de 10 experimentos tanto en MO control como en
EA y 6 experimentos para RC. Los paréntesis representan el rango percentil,
a p < 0.025 RC vs control
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8.2.4. Discusion

Estas primceras observaciones muestran que los niveles de progenitores
hematopoyéticas ¢n pacientes con LDCG se encuentran disminuidos con
respecto al control. Este es de importancia, ya que hasta ahora no existian
reportes acerea de la caracterizacién de las CPH en pacientes con linfoma,
particularmente cn cnfermedad activa. Existen varios reportes acerca de la
caracterizacion de las células progenitoras de la serie granulo-monocitica en
diferentes neoplasias, incluyendo Linfoma, pero todos ellos son después de que
han recibide un tratamiento mielo-ablativo. Lin J.§ y colaboradores (1998}
demostraron que ¢n pacientes con diferentes neoplasias, después de haber sido
tratados con la quimioterapia convencional, los niveles de CFU-GM, se
encontraron significativamente por debajo de los niveles normales reportados cn
la literatura, sin embargo este estudio lo realizaron en sangre movilizada. En otro
reporte demostraron numeros reducidos de CFU-C en pacientes con linfoma,
después de un transplante autélogo de células seminales Sohzo DA 1993,
En este trabajo donde sc analizaron muestras de la MO antes y después de la
quimioterapia versus personas sanas, las CPH neoplasicas se¢ encontraron
reducidos, estos resultades preliminares nos sugieren que cl sistema
hematopoyético ¢n estos pacientes se encuentra alterado ya sea solamente los
progenitores hematopoyéticos per se o por la presencia de ciertas proteinas
inhibitorias que impiden una proliferacién y diferenciacion adecuada. Después
del tratamiento se acentua este fenomeno. Lo que indica que la alteracion no fue
corregida por la quimioterapia. Existen reportes donde se demuestra que cstos
agentes citotoxicos pueden provocar darios irreversibles en cl estroma medular
Greengberg J$ 1991 de manera que impide un desarrollo adecuado de las células
seminales, dando lugar a alteraciones en las CPH, atin cuando los pacientes

presenten niveles hematologicos normales y se encuentren en remisién completa.
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8.3 Caracterizacion de Progenitores hematopoyéticos en LTMC

Introduccién

Los cultivos liquidos a largo plazo [LTMC), fueron desarrollados entre 1973
y 1980, ® Trsta A 1993, [a caractcristica mas importante de estos cultivos, es que se
pucde sostener la hematopoyesis por varias semanas, atn cuando no se
adicionen factores de crecimicnto; sin embargo es absolutamente necesaria la
presencia de la capa adherente derivada de las células estromales de la médula
0sca, que se cmpieza a formar desde la primera semana de cultivo, logrando una
confluencia a partir de la tercera semana. Las células del estroma sostienen la
hematopoyesis proveyendo un ambiente apropiado para promover la
supervivencia, auto-renovacién, proliferacién y diferenciacion de las células
seminales. La funcionalidad de este sistema es probablemente resultado de la
combinacién: a) de las moléculas de adhesion que permiten la unién de las SCH
¥ su progenie con cl estroma, b) de la comunicacién intercelular entre diferentes
tipos de las células del estroma y entre este tipo de células y las células
hematopoyéticas, ¢) de la sintesis, secrecién y presentaciéon de ciertos factores de
crecimiento y de factores inhibitorios que son responsables para la proliferacion
de la regulacién y el desarrollo de las CPH, d} de la sintesis de las moléculas de la
matriz extracelular por las células del estroma, que juegan un papel importante
para la integridad del microambiente hematopoyético.
En estos cultivos se produce una hematopoyesis prolongada, que en humanos
puede ser de 8-12 semanas, con la produccion de la estirpe mieloide (incluyendo
eritroide) en todos los estadios de desarrollo Eaves €. 1991 Para valorar algunos
aspectos de la integridad funcional de las Células Progenitoras Hematopoyéticas
de los pacientes con LDCG, antes y después de la quimioterapia, se llevd a cabo
la cinética de los progenitores mieloides, eritroides y pluripotenciales en LTCM

durante siete semanas de cultivo.
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8.3.1. Fraccion del Sobrenadante

Cinética de los Progenitores Hematopoyéticos en cultivos a largo Plazo

en Médula Osea Normal.

Progenitores Mieloides

Los progenitores micloides de la MO control de la fraccién no adherente,
presentaron un descenso marcado durante los primeros 14 dias de cultivo. Entre
la segunda y la quinta semana, la pendiente de la cinética disminuyd, lo que
sugiere una mayor proliferacion de las CPH. En el dia 42 se observé un ligero
descense y cntre la sexta y séptima los niveles de CPH se mantuvieron
constantes (Figura 7).
La proporcién que guardaron dichos progcnitores, a lo largo de los cultivos, fue
diferente a lo observado en el dia cero. Es decir los CFU-M fueron aumentando y
tanto les CFU-G y CFU-GM tendiecron a disminuir, principalmente los

progenitores bipotenciales.

Progenitores Eritroides

La cinética de los progenitores critroides en MO control, presentd una
pendiente muy marcada durante las primeras semanas, incluso, en el dia 35 de
cultivo ya no se detectaron dichos progenitores (Figura 8). A lo largo del cultivo,
la relacion que guardaron los progenitores hematopoyéticos fue la siguiente:
CFU-E = 35% y BFU-E 65%. En la quinta semana, el porcentaje de los

progenitores mas maduros disminuyé a un 22%.

Progenitores Pluripotenciales

De los diferentes tipos dc progenitores hematopoyéticos, detectados en D-
LTC a través de varias semanas de cultivo, los progenitores pluripotenciales
{CFU-GEMM) son los que mostraron los niveles mas bajos y su desaparicion fue
la mas rapida. Asi, en ¢l contro! dichos progenitores solo fueron detectados en los

dias 0, 7y 14.



Cinética de los Progenitores Hematopoyéticos en Pacientes con LDCG

Progenitores mieloides

Durante las dos primeras scmanas de cultivo, la mediana de los
progenitores mieloides fue muy similar a la muestra control (Figura 7). Sin
embargo, d¢ la tercera scmana hasta el final de! cultivo la mediana de los
progenitores mieloides de los pacientes con linfoma fue mas baja que en los
cultivos de MO control, p < 0.003.
Con respecto a la proporcion que guardan dichos progenitores a lo largo del
cultivo ésta es a la inversa de lo que se observa en MO control, es decir, son los

CFU-G y no los CFU-M los que incrementan su frecuencia.

Progenitores eritroides

La cinética dc los progenitores eritroides es muy similar a la observada en
los cultivos control, {p> 0.05) sin cmbargo en el dia 28 ya no se detectan CFU-E.
Interesantemente, la proporcion que guardan los CFU-E y BFU-E se invierte con

relacién al control (Figura 8).

Cinética de los Progeniteres Pluripotenciales
La proliferacién dc los progenitores pluripotenciales en LTMC fue muy

deficiente, encontriandose estas células inicamente cn el dia 7.

Cinética de los Progenitores de pacientes con LDCG Post

Quimioterapia.

Progenitores Mieloldes

Los Progenitores mieloides en cultivos a largo plazo de pacientes con
LDCG después del tratamiento, se comportaron de manera muy similar a la
cinética de los progenitores del grupo en EA, sin c¢mbargo, a partir del dia 35
cayeron abruptamente, p < 0.003 Post-quimioterapia la tendencia y el grado de
dispersién fue similiar a lo obtenido en EA, p< 0.001. En el dia 42 ya no se
detectaron CFU (Figura 7). Si comparamos la tendencia entre los dos grupos
estudiados no hay diferencia significativa {p> 0.05).
Si vaioramos cada uno de los sub-tipos del linaje mieloide, en el dia cero los
CFU-G se encontraron ligeramente elevados con relacién al grupo control; en los

dias 21 y 35 aumentaron todavia més,
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Progenitores Eritroides

Como se ha mencionado anteriormente, en el dia cero, los niveles de
progenitores critroides se encuentran disminuidos, a partir del dia 7 de cultivo,
los valores de estas células bajaron notablemente, aproximadamente 10 veces,
en el dia 14 ya no se detectaron, cxistiendo una diferencia significativa con
respecto a los otros dos grupos. (MO control vs RC p < 0.030 y EA vs RC p
0.004). Después del tratamiento, e¢n estos progenitores fue dificil seguir la
trayectoria de diferenciacién en los LTMC ya que solo detectamos progenitores en
la primera scmana, sin embargoe la mayoria de las colonias eran muy pequefas

Figura 8.
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Figura 7. Cinética de las células progenitoras Mieloides en Cultivos a Largo Plazo tipo Dexter,
en la Fraccion del Sobrenadante.

Los progenitores mieloides incluyen los CFU-G, CFU-M y CFU-GM.

Los datos representan la mediana de 10 muestras y los nimeros representan los valores limite.
p < 0.003 Control vs Enf Activa

p < C.001 Control vs Remisién completa

p > C.05 Enf Activa vs Remisién completa
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Figura 8. Cinética de los Progenitores Eritroides en Cultivos a Largo Plazo Tipo Dexter (D-LTC).

Se tomaron a consideracién tanto los progenitores muy inmaduros como los mas maduros (BFU-E y CFU-E).
Los datos representan la mediana y los nameros que se representan son los valores limite.

p > 0.05 Control vs Enf. Activa

p < 0.030 Control vs Remisién completa

p < 0.004 Enf. Activa vs Remisién completa
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8.3.2 Fraccion Adherente

Cinética de los Progenitores en cultivos a largo Plazo en Médula

Osea Normal,

Progenitores Mieloides

La capa del estroma en la MO control se empez0 a formar desde la primera
semana, sin ¢mbargo entre los 7 y 14 dias todavia no alcanzo la confluencia. En
el dia 21 de cultivo, se detecté un estroma confluente. A partir de ¢ste momento,
es muy probable que las interacciones entre la capa del estroma y las células
hematopoyéticas se lleven a cabo de una manera mas completa, de igual forma la
produccién adecuada dc citocinas y otros componentes que favorccen la
hematopoyesis, por lo que cuantificamos a los progenitores hematopoyéticos
unidos al estroma a partir del dia 21.
Los progenitores micloides de la fracciéon adherente fueron examinados los dias
21, 35y 49. En el dia 21, la mediana de Ias CPH para el linaje mieloide fue de
946, en el dia 35, sufrieron un pequefio descenso manteniéndose asi hasta el dia

49 (Figura 9).

Progenitores Eritroides
Los progenitores eritroides en la MO control presentaron una pendiente
negativa muy marcada. En el dia 21 la mediana fue de 98; en el dia 35 bajaron

sus valores al 10% del nimero inicial y para el dia 49 ya no se detectaron.

{Figura 10).

Progenitores pluripotenciales,
Estos solo fueron detectados en el dia 21 y a muy bajos niveles. (6 CFU-
mix/ 100 000 células MNC.

Cinética de los Progenitores en cultivos a largo Plazo en LDCG

Progenitores Mieloldes

Aunque la tendencia de la cinética fue similar a la observada en los
cultivos control, los niveles de CFU-mieloides fueron aproximadamente 10 veces

mas bajos que en LTMC de sujetos sanos el control, {p< 0.001, Figura 9}.
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Progenitores Eritroides

Al igual que los progenitores mieloides, los progenitores eritroides de la
capa adherente fueron analizados cn las semanas 3, 5y 7. En la tercera semana,
los niveles de las CPH en EA fueron significativamente reducidos respecto al
control. En la quinta y séptima semana los niveles de las CPH fucron semejantes

tanto en la MO control como en LDCG (Figura 10).

Los progenitores Pluripotenciales

No se detectaron CFU-mix en EA. (No se muestran los datos).

Cinética de los Progenitores en cultivos a largo Plazo en LDCG Post-

Quimioterapia

Progenitores Mieloides

En los LTMC de pacientes con LDCG que alcanzarcn la remisién completa,
los niveles de los CFU-mieloides fueron 100 veces mas bajos que en los cultivos
control. Esta difercncia fue estadisticamente significativa (p<0.001}. Sin embargo,
no hubo diferencias significativas entre los cultivos de los pacientes antes y

después de la quimioterapia (Figura 9}.

Progenitores Eritroides
En Remision Completa, los CFU-E en ¢l dia 21 se encontraron 10 veces
mas abajo que los niveles del grupo control. En el dia 35 ya no se detectaron

estos progenitores (p > 0.05, Figura 10).
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Figura 9. Cinetica de los Progenitores Mieloides en Cultivos a Large Plazo tipo Dexter

en la Fraccién Adherente.

En los Progenitores Mieloides hemos incluido a los CrU-G, CFU-M y CFU-GM.

Los datos representan la mediana de 10 experimentos y los nimeros representan los valores limite.
Control vs Enf. Activa.

Contral vs Remisién completa.

Enf. Activa vs Remisitn completa
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Figura 10. Cinética de los Progenitores Eritroides en Cultivos a Largo Plazo tipo Dexter

en la fraccion Adherente. Los datos representan la mediana y los numeros que se representan
son los valores limite.

p > 0.05 Control vs Enf. Activa

p > 0.05 Control vs Remision completa

p > 0.05 Enf. Activa vs Remisién completa
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Al considerar el namero total de progenitores micloides desarrollados a lo largo
del cultivo, (Fraccion adherente + Fraccion no Adherente] se observo un numero
extremadamente reducide en LIDCG antes del tratamiento (de 3.4 a 18.8 veces)
menor al obscrvado en los cultivos de la MO control. Tabla 15). En los pacicntes
en Remisién completa, el numero total de progenitores fue todavia mas bajo.
Interesantemente, también hubo diferencias en cuanto a la proporcién de los
CFU-G, CFU-M y CFU-GM a lo larpo de las sicte semanas dc cultivo. Micntras
que en los cultivos de la médula dsea normal la propercion de CFU-M va
aumentando del 32% ¢n el dia cero, hasta el 72% en ¢l dia 49. En los cultivos de
linfoma {antes y después del tratamiento, los CFU-G fueron siempre los mas
abundantes dentro del linaje mieloide (> 80% después de la quinta semana de

cultive Tabla 13).

Tabla 13
Medula Osea Control Enfermedad Activa Remisién Completa
Dia |CFU-G |CFU-M |CFU-GM |CFU-G |CFU-M |CFU-GM |CFU-G |CFU-M |CFU-GM
0 62 32 6 70 22 8 75 23 2
211 43 53 3 88 12 nd 54 42 4
35| 30 67 1 100 nd nd 83 17 nd
49 | 29 72 nd 86 14 nd nd nd nd

Porcentaje de los progenitores mieloides en D-LTC de 7 semanas de la fraccién no
Adhercnte y adherente

Control vs EA p< 0.025 en los CFU-G y CFU-M

Control vs RC p <0.025 en los CFU-GM

Los resultados representan la mediana y los paréntesis los valores limite de 10 experimentos de MO
control, 10 experimentos de LDCG y 6 expenimentos de RC.
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Tabla 14

Medula Cuea Uanitrol Fnfermedaed A tiva Hermisiwon Lumpem
Dia] CFU-E | BFU-E | CFU-E IBFU-E} CFU-E | BFU.-E
o T T T T T
21 35 } (5 l a8 ‘ ' F 84

|
35 22 i 78 | nd : ‘ ’ nd
l ;

Porcentaje de los progenitures critroides en D-LTC de 7 semanas de la fraccion del
sobrenandante y adherente.

nd: no detectable. Los resultados represcentan Ia mediana y los paréntesis los valores
limite de 10 experimentos de MO control, 10 expenimentos de LDCG y 6 experimentos de
RC.

Tabla 15
Dia CONTROL [ LDCG Enf. Activa LDCG Remisién comp.
0 | 6780 (3870-12000] 5760 (640 65401 4620 (2700-9000) »
21 1168 (72-3288) 344 (23-1392) 208 (1-528) «

35 358 [96-932) 19 (0-292} 24 (1-41)=
49 172 {12-138) 11 [0-a8) 4 (0-12)»

Numero Total de Progenitores mieloides (adherentes + no adherentes) en Cultivos a Largo
plazo.

Los resultados representan la mediana y los paréntesis los valores limite de CFU-C/ pozo
a = significativamentc menor (p< 0.025) comparada con MO N en el mismo dia de cultive
Se realizaron 10, 10 y 6 experimentos para Médula Osea Normal, en Enfermedad Activa y
en Remision Completa respectivamente.

Si valoramos ¢l nmimero total de progenitores eritroides tanto en la fraccién
adherente como de la fraccién no adherente, el total de progenitores cs
significativamente méas bajo {p< 0.025) ¢n LDCG antes de tratamiento que en la
MO control Nuevamente cbservamos gquc ¢ pacrentes en KU, los niveles de
progenitores eritrordes fueron aun mas bajos. (Tabla 16). En el dia cero fueren

iguales, pero a lo largo dei cultivo, la proporcién sc invierte en los pacientes con
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Enfermedad activa, s deair se encuentra una mavor propercion de los
profenitores mas maduros v en remision completa si se formarnn mayor numero
de las celulas progenitorns mas inmaduras, sin embargn, el porcentaje de los

BFU-E es superior en corapariacion con la MO contrnl, (8455 versus 65%).

Tabla N° 10
Dia CONTROL | LDCG EA ! LDCG RC
0 | 5640 (3180 8560, [ 4320 (180.8700) 2760 (1500-6000)-b
21 116 (10-240) ! 4G (8- 184} 10 [C-260)
35 1(0-164) ) G (0-164 nd
49 nd l nd nd

Namcre Total de Progemitores entrowdes (adherentes + no adherentes) en cultivos a largo Plazo
Los resultados tesresentan Lo mediano voies pardntests ios valores hmete de CFU-E/pozo

a. p~ 0025 comparada con la MO contrel en ¢l mismo dia de culuive

b. p<0.03 comparada con LDCG antes de la quimioternpia en ol mismo dia de cultivo.

8.3.3.Discusion

Los cultivos liquidos a largo plazo tipo Dexter (D-LTC) han permitide
caracterizar la hematopoyesis in vitro en sistermas murinos y/o humanos, lo que
ha permitido estudiar la composicién y funcionalidad del sistema hematopoyético
cn diferentes neoplasias, sin embargo, en la mayoria de ellos se trata de
neoplasias de la cstirpe mieloide “+bd 1996 Lin S 1998 hasta la fecha, ne se han
realizado estudios longitudinales de las CPH en pacientes con linfoma. Los
experimentos realizados ¢n este estudio demostraron que en los cultivos D-LTC
de pacientes con LDCG las CPH de Médula Osea sc encontraron por debajo de
los niveles nermales. Esto confirma nuestras primeras observaciones, donde
encontramoes los niveles disminuidos de las CPH en el dia cero. Lo anternior
sugicre que cxiste una alteracion a nivel de las CPH. Recientemente se publico
un estudio donde se rcportan anormalidades hematopoyéticas después del
transplantc autdlopgo de células seminales en pacientes con linfoma. Los autores
encucntran disminuidos los niveles de CFU-C y de otras células progenitoras

mas primitivas como son las células miciadoras de cultivo; {de long term culture-
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initiating cell LTC-1C), sin c¢mbarpgo, se trata de un grupo heterogéneo de
pacientes con linfoma y el estudio corresponde a células CD34¢ de sangre
movilizada. $ohra DA 1998, En nuestros cultives de pacientes con LDCG se observo
que los progenitores de la fraccion adherente estuvieron muy por debajo de los
cultivos controles. Al analizar cada uno de los componentes dentro de cada uno
de los linajes, la proporcion que guardan es diferente. Es decir la proporcién que
encontramos entre los CFU-G, CFU-M y CFU-GM e¢s diferente en los tres grupos
estudiados (Tabla 15). Probablemente sea debido a una menor produccion de
factores que intervengan en la proliferacion, diferenciaciéon y maduracién de
estos progenitores, como puede ser GM-CSF, G-CSF o IL-3.

En el linaje eritroide en los cultivos con céiulas de pacientes con LDCG se
invierte la relacién entre los CFU-E y BFU-E. Para el dia 21 se encontraron en
mayor proporcién los CFU-E lo que nos sugiere que los niveles de IL-3 se
encuentran altcrados y/o la ausencia o presencia del algunas otras proteinas
inhibitorias.

En el linaje pluripotencial sélo se observan CFU-Mix en el dia cero en
enfermedad activa. Lo que nos sugiere que los progenitores (CFU-Mix) que tienen
un mayor grado de proliferacién, se encuentran alterados, de la misma forma de
lo que sucede en los BFU-E, sugiriendo que estos cultives no tienen la capacidad
de sostener una hematopoyesis primitiva. Esto puede ser debido a que la
concentracion de factores estimuladores de colonias se encuentra disminuida,
provocada por ¢l namero reducido de las células estromales y/fo por un efecto

inhibitorio ocasionade por proteinas que integran la matriz extracelular.
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8.4 Caracterizacién del Microambiente Hematopoyético

Anilisis del Microambiente hematopoyético

Para valorar posibles alteraciones cn el microambivnte hematopoyético de
pacientes con Linfoma Difuso de Células Grandes, antes y después dc la
quimioterapia se determind: a} la proliferacidn y diferenciacion de las células
nucleadas, b) el desarrollo de la formacién de las capas del estroma en los
cultivos a largo plazo, ¢} se cuantificaron los progenitores de fibroblastos en el
momento de la muestra y en cultivos liquidos en el dia 21 y, d) la produccion de

las citocinas SCF, IL-6 y TNF-a en este sistema.

8.4.1 Caracterizacion de Células Nucleadas no adherentes en LTMC

Cinética de Células Nucleadas:

Los D-LTC permiten el seguimiento de la proliferacién y diferenciacion
tanto de las células no adherentes como adherentes. En este estudio se
analizaron las cinéticas de dichas células tanto de médula 6sea normal como de

los pacientes con LDCG en fase activa y en la etapa de remisién completa.

Fraccién no adherente.

En los tres grupos estudiados, los cultivos fueron mantenides hasta la
séptima semana. Las células de la fraccion no adherente mostraron la misma
tendencia en todos ellos, aunque el numero de células nucleadas tanto en EA
como en RC fue menor (Figura 11}. Cabe aclarar que en las muestras de las
células neopléasicas, durante la obtencién de las células monucleadas, siempre se

observd una capa de fibrina que impedia obtener las CMN puras.

Células Nucleadas Adherentes

Las células adherentes de la médula 6sea normal formaron un estroma
confluente. Al igual que para las CPH, determinamos el numero de las células
mononucleadas {CMN) en los dias 21, 35 y 49. Se observé un ligero descenso en
el dia 35, sin embargo en la observacion microscépica la capa formada fue
confluente. Los valores limite oscilaron entre los 240,000 y 450,000 células

adherentes por pozo de cultivo.
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En enfermedad activa el estroma que se forma es muy escaso, la tendencia refleja
variabilidad con respecto a la MO control (p< 0.004) La capa confluentc sc
lograba observar hasta e! dia 35 sin embargo para el dia 49, el nimero dc células
descendid abruptamente, cncontrando la tendencia de la curva diferente al
control. (Figura 12). En la etapa de  RC, el numero de células adherentes
ascendid con respecto a lo que se observd e¢n enfermedad activa y aunque se
observé la misma tendencia que en la MO control, las células adherentes, no
alcanzaron los valores normales, ni llegaron a formar un estroma confluente (p<

0.01; Figura 12).

8.4.2 Morfologia de las Células Nucleadas.

A lo largo de los cultivos a largo plazo, se realizé el analisis Morfolégico de
las Células Nucleadas presentes en ¢l sobrenadante tanto en la médula osea
normal come en aquellas células provenicntes de pacientes con LDCG (Figura
11). En los cultivos de la MO control las células granulociticas y monociticas
mostraron cindticas difercntes. Los granulocitos en la primera semana fueron los
mas numerosos (¢l 66%), a partir de la tercera scmana empezaron a descender y
en la séptima semana su proporcion llegd cerca del 20%. Por otro lado, en el dia
cero, los monocitos estaban en un 12% y al finalizar ¢l cultivo su proporcién
correspondic al 70% de la poblacidn cclular. La proporcion de las células
linfoides, en el dia cero fue del 16% y para el dia 49 descendieron ligeramente a
un 10%. Finalmente, los eritroblastos fueron la poblacién menos abundante detl
8% al 1%. En contraste, las cinéticas de las poblaciones mencionadas en
pacientes con LDCG antes y después del tratamiento se comportaron de manera
diferente. Los niveles de células granulociticas al inicio del cultivo correspondié a
un 40% del total de céluias. Durante las siguientes semanas se observd un
ascenso de tal suerte que en la semana séptima los granulocitos fueron de un
76% (p < 0.05). Las células del linaje monocitico tuvieron niveles entre 15-25%.
Los niveles de las células linfoides fueron superiores a los encontrados en la MO
control {dos veces mas) y fueron descendiendo hasta la séptima semana. Los

eritroblastos no mostraron diferencia con respecto a los cultivos de la MO control

(Figura 13).

78



Cel Nucleadas/mL

10000000 ¢

1000000

100000

10000

. —&— Control
—&— Enf. Activa

—&— Remision Completa

£120-2574

11253922 435.1200

148

21 28 35 42 49

~
-
3

Dias

Figurall. Cinética de las células nucleadas en Cultivos a Largo Plazo tipo Dexter.

En la Fraccién del Sobrenadante
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Figura 12. Cinética de las Células Nucleadas en Cultivos a Largo Plazo tipo Dexter
en la fraccién Adherente. Los datos representan la mediana de 10 experimentos

¥ los niimeros representan los valores limite.

p < 0.004 Médula 6sea control vs Enfermedad Activa

p < 0.01 Médula ésea control vs Remision completa
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Figura 13 Cinética de las células de la fraccién No adherente en Cultivos a largo Plazo.
Porcentaje de las células linfoides, L, Granulocitos G, monocitos/macrofagos (M), y eritroblastos (E}
Panel A: Células de médula ésea de sujetos sanos (10 muestras), Panel B: Médula osea de pacientes con LDCG (101
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8.4.4 Unidades Formadoras de Fibroblastos (CFU-F)

Los progenitores de los fibroblastos (CFU-F) es uno de los compenentes del
MH que pueden scr valorados directamente in vitro. An no ¢sta claro ¢} origen
de las células estromalcs, conocidas inicialmente c¢omo células no
hematopoyéticas y que forman parte del microambiente medular. El fibroblasto
es una de las cclulas mejor caracterizadas. Existen varias evidencias que han
ayudado a esclarccer quc los fibroblastos derivan de progenitores no fagociticos
capaces dc formar colonias en cultivo, conocidas como unidades formadoras de
colonias de fibroblastos (CFU-F] Fricdenstein et al, 1970, Castro-Malaspima 1980, Lg poblacién de
los fibroblastos de la médula dsea incluye células precursoras clonales las cuales
no son migratorias, son células altamente adherentes Testa NG 1993, [n sity, mas del
90% de CFU-F permanecen quiescentes en la fase Go dcl periode del ciclo
celular, mientras que en cultivo empiezan a proliferar y forman colonias de
células adherentes (Fibroblastos). Las CFU-F realizan hasta 15 duplicaciones
aproximadamente € in wuitre pueden realizar hasta 22 duplicaciones
aproximadamente. La incidencia de los CFU-F en humanos in vitro es de 6-9 por
105 CMN. Mayan: ct al 1993
En la MO control, se cbservé una mediana de 7 CFU-F/105 CMN (Figura 14).
Dichas colonias consistieron de racimos de céhiulas limpias y bien diferenciadas.
En las muestras de médula ésea de pacientes con LDCG la media fue de 3
CFU-F/105 CMN (MO N vs EA p < 0.03, Figura 14). Los niveles de CFU-F
disminuyeron de manera muy marcada en los pacientes que presentaron
remision completa después de la quimioterapia, MO N vs RC p < 0.001 (sélo en

un pacientc se observaron progenitores de fibroblastos).
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COLONIAS DE CFU-F EN 100 000 Células

CFU-F por 108 000/mL

Control EA RC

Figura 14. Niveles de progenitores de fibroblastos (unidades formadoras de Fibroblastos CFU-F)

en raédula osca de 10 sujetos sancs (Control), en 10 pacientes con LDCG con Enfermedad Activa (EA)

y 6 pacientes después de que recibieron el tratamiento con quitnicterapia una vez que habian alcanzado la
Remision Completa (RC).

p <0.03 MO Control vs Linfoma EA

p < 0.001 MO Contro vs Linfoma RC

p < 0.03 Linfoma EA vs Linfoma RC
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8.4.5 Medicion de Citocinas en el Microambiente Hematopoyético

Para valorar ciertos aspcetos funcionales  del  microambiente
hematopoyético desarrollado in vitro, se determinaron los niveles de SCF, IL-6 ¥
TNF-q, tanto en la médula 6sca como ¢n los sobrenadantes de los cultivos.
SCF es una citocina que es producida principalmente por los fibroblastos. Es
una citocina rclativamente  selectiva  para las  células  progenitoras
hematopoyéticas mas primitivas, aunque también tiene un pequefio efecto
estimulatorio sobre los progenitores comprometidos de los diferentes linajes.
TNF-a es producida principalmente por macréfagos, es una citocina pleiotrépica,
que juega un papel central ¢n la respucsta inflamatoria e inmune. También
exhibe una actividad citotoxica frente a ciertos tumores. Esta citocina no queda
exenta de su contribucion en la regulacién de la hematopoyesis. Su actividad
bioldgica es inhibitoria en la hematopoyesis y particularmente en la eritropoyesis

in vitro.

Niveles de SCF, IL-6 y TNF-2 en plasma

Los niveles de estas citocinas se determinaron en la MO Normal, los
valores que se obtuvieron fueron considerados como el 100%.
En cuanto a los niveles de SCF nuestros resultados estuvieron conforme a lo
reportado para la concentracion del plasma en sujetos normales 1-1.3 ng/mL
McMicce 1K and Briddell RA 1996 Los niveles de SCF en ¢l plasma de estos pacientes
{pacientes con EA) se encontraron dentro de los niveles normales con una media
de 1.0 ng/mL. Sin embargo, después de la Quimioterapia (en RC}, los niveles de
SCF en plasma se encontraron muy por encima del grupo control (tres veces mas
elevados).
Los niveles de IL-6 en los dos grupos de pacientes estudiados fueron similares a
los niveles observados cn el plasma de sujetos sanos.
Los niveles de TNF-a en EA fucron similares al control. Selo en un paciente que
tenia una actividad tumora!l muy marcada con una deshidrogenasa lactica muy
por arriba de los niveles normales, se observaron niveles mas elevados de TNF-a.

Después de la quimiotcrapia aumentaron los niveles hasta un 44% (Tabla 17).
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Tabla 17

(pg/mL) SCF IL-6 TNFa
Control 1000 {94) 3.99 (0.50) 11(0.99})
Enf.
Activa 1,183 (104) 3.27 (1.49) 13.5 (1.06)
Remision [
Completa | 3,133 (802 ] 4.01 (0.B4) 16 (1.27)

Niveles de Citocinas cn ¢l plasma de Médula Osva. Les datos representan la media de
5 experimentos. P> 0.03

Medicion de las citocinas en los LTC.

Se cuantificaron los niveles de SCF en el sobrenadante de los cultivos a
largo plazo en los dias 21, 35 y 49. No hubo mucha variabilidad a lo largo del
cultivo. Los niveles se encontraron ligeramente por debajo del control, en los dos
grupos estudiados, antes y después de la quimioterapia, (24% y 16 % menos de
la concentracion de esta citocina respectivamente). Estos datos nos sugieren que
los niveles bajos de las células del ¢stroma si afectaron la concentracion de stem
cell factor en estos cultivos.

Los niveles de 1L-6 en ¢! sobrenadante se encontraron disminuidos a un 58.3%
en EA y un 56.13% en RC. TNF-adisminuyé a un 88 y 86% en EA y RC

respectivamente (Tabla 18)

Tabla 18
Células
Muestra Adherentes SCF IL-6 TNF-a
x 103/ pozo pg/ml pg/ml pg/ml

Control | 235 {100-665) 486 (450-550) 26.9 (24.4-28.9) | 11.3 (3.9-16.0)
Enf.
Activa 175 (120-340) 370 (360-390) 15.7 {13.7-17.0) | 9.8 (1.2-26.0}

Remision 76 (40-420) 410 (340-350) 15.1 (13.8-18.0) | 7.7 (1.0-15.9)
Completa

Numero Total de células adherentes y los niveles de citocinas en Cultivos a Largo Plazo
Resultados representan la mediana de 5 experimentos y los parcntesis representan los
valores hmite
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8.4.6 Discusion

Cuando valoramos los componentes del microambicnite hematopoyctico
podemos observar alteraciones cuantitativas vy cualitativas que provocan un
cambio ¢n ¢l comportamiento del estroma.

Las alteraciones vncontradas en los progenitores de fibroblastos {CFU-F)
puede ser motive de un cambio en la produccién dec citocinas ya que los
fibroblastos son furnte de una gran cantidad de citocinas, asi como también de
la prescncia o auscncia de proteinas de la matriz extracelular ya que no se
obscrvaban CFU-F, sino que se formaban aglomerados de progenitores de
fibroblastos impidiendo la formacién de un estroma confluente.

En la cuantificacion de la concentracion de SCF, IL-6 y TNF-a
cncontramos algunas diferencias con respecto a lo reportade en la literatura. Los
niveles de SCF estuvieron ligeramente por arriba del control, aunquc el namero
de células que conforman cl estroma era significativamente menor, lo que nos
sugiere que podria haber un efecto compensatorio, para sacar a las células de la
fase S. Respecto a IL-6 y TNF-a se ha reportado en diferentes necoplasias
hematologicas que estas citocinas se encuentran cn mayor concentracion Katofetal
199 gin embargo, hay quc hacer notar que dichos trabajos los han realizado con
un grupoe heterogéneo de neoplasias incluyendo tumores sélidos o micloma
multiple Salle: G cta1 199,

Al estudiar la morfologia de las células nucleadas, encontramos en
enfermedad activa mayor diferenciacién hacia los granulocitos, a diferencia de lo
que succde ¢n médula dsea control, 10 que nos sugicre cierta variabilidad en los

factores estimuladores de colonias favoreciendo el linaje granulecitico.
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9. DISCUSION GENERAL

En las ultimas décadas el linfoma ha sido ampliamente estudiado, desde el
punto de vista citogenctico y molecular. $in embargo, la composicion y
funcionalidad del sisterna hematopoyético en pacientes con linfoma todavia no
han side plenamente cntendidos. Para poder esclarecer un poco sobre la biologia
de este grupo de enfermedades hematologicas, cn el presente estudio hemos
cultivado células mononucleares de médula dsca de diez pacientes con linfoma,
Se ha determinado el numecro de progenitores hematopoyéticos en médula ésea,
caracterizado la cinética de diferenciacion y proliferacion de estas células en
cultives a largo plazo, y se estudiaron algunos aspectos rclacionados con el
desarrollo del microambicnte hematopoyético in vitro. Se extendid cste trabajo a
pacientes que habian rccibido 6 ciclos de quimioterapia y en los que se
documenté remisién completa.

El linfoma comprende una gran varicdad de enfermedades linfeides con
diferentes grados de malignidad. Por esto y para lograr un estudio mas
especifico, este trabajo abarcé solamente aquellos pacientes con linfoma difuso
de células grandes [Células B). De hecho, este es el primer estudio dirigido a la
caracterizacion del sistema hematopoyético en linfoma maligno difuso de células
grandes. Los pacientes incluidos en este reporte fueron adultos entre los 48 y 69
anos de edad. Casi todos ellos mostraron parametros hematolégicos normales en
sangre periférica (hemoglobina, hematocrito, leucocitos y plaquetas) antes y
después de la quimioterapia. Sin embargo, lo anterior, no correlaciona con lo
encontrado en médula 6sca. Las muestras de médula 6sea de los pacientes con
LDCG mostraron una reduccion cerca del 33% en los niveles de los progenitores
hematopoyéticos, {en los tres linajes: mieloide, vritroide y pluripotencial) En otras
enfermedades hematologicas (leucemia mieloide aguda, sindrome
miclodisplasicos Maam H et 4l 1992, Flores Figueroa £ e1 21 1998) o5 niveles de los progenitores
de médula 6sea se han encontrado drasticamente disminuidos. En los cultivos
semi-solidos de linfoma, la disminucion fue menos drastica, sin embargo, fue
orcional para los tres linates. Esto nos sugiere que cxisten diferencias
cuantitativas y cualitativas al nivel de los progenitores hematopoyéticos de

pacientes con LDCG con ruspecto a otras patologias hematologicas.
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Por otra partce, tambicn se observaron alteraciones en los patroncs de
diferenciacion. Es decir, micntras que en cultivos de la MO control la tendencia
fue hactia el incremento de los progenitores monociticos [CFU-M) y de macrofagos
maduros, en cultivos de LDCG sicmpre hubo un predominio de CFU-G y
granulocitos.

Tomando en consideracion todos los resultados anteriores, se podria
afirmar quc existen deficiencias en l1a proliferacion y diferenciacién de las CPH en
pacientes con LDCG. Una posible explicacion a esto es quc existan alteraciones
intrinsecas cn dichas células. Esto coincide con la mayoria de los reportes donde
han demostrado alteracioncs en las CPH de pacientes con diversas enfermedades
hematoldgicas. Por ¢jemplo se ha reportado una disminucién en progenitores de
ta Leucemia linfoblastica aguda “obrm et 2l 1993, Bhavnam et 2 1989, Fn Jeucemia micloide
créonica los progenitores micloides “lcucémicos” presentan una alteracion per se.
Estos progenitores muestran una reducida adherencia a las capas del estroma
normal, las CPH estan continuamente proliferando ain cuando se encuentran en
contacto con el estroma ke AC 196, En pacientes con eritroleucemia, tanto los
progenitores del linaje eritroide (CFU-E) como del linaje mieloide {CFU-GM) se
encuentran por debajo de lo normal Suda, toura 1982, E] nimero reducido de las CPH
y las alteraciones en la proliferacién y diferenciacion de los progenitores
derivados de LDCG también podrian deberse a deficiencias en el microambiente
hematopoyético. Los resultados de nuestro estudio indican que si existen
alteraciones significativas en el microambiente hematopoyético en esta neoplasia.

En los cultivos de MO control, se observé una correlacion entre los CFU-F
y el numero de células adherentes. En los cultivos de LDCG, la capa adherente
del estroma fue deficiente, probablemente debido al bajo niimero de progenitores
de fibroblastos y csto quizd ocasiond una baja actividad estimuladora de
citocinas que intervienen cn la proliferacion y diferenciacién o una disminucién
de la concentracion de ciertos factores esenciales para la formacién de
fibroblastos en la médula osea, como PDGF, FGFpB, TGF-3 como han reportade
Massague 1990, Popdrian contribuir también la presencia de otras moléculas
inhibitorias que pucdan estar interactuando como puede ser la fibrina u otras
moléculas que impiden la formacion de un microambicnte hematopoyético

adecuado para quc sec lleve a cabo la proliferacion y diferenciacién de dichos
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progenitores. Existen varias patelogias donde las cflulas del estroma sc
encuentran funcionalmente alteradas: en anemia aplasica las cclulas del estromu
medular presentan una baja actividad estimuladora de colonias Jenes and Gadmmer 1935,
En leucemia micloide cronica esta relacionada, al menos en parte, por fallas al
nivel de las ec¢lulas hematopoyéticas per se Bt al 1995 por lo que se producen
alteraciones ¢n las interacciones entre los progenitores leuctmicos y el estroma.
Ademéas ¢l ecstroma medular ticne una menor capacidad para sostener cl
crecimiento normal de progenitores ¢n cultivo Bethe % et 015 En Leucemia
mieloide aguda ¢l microambiente desarrollado en cultivos a largo plazo no pucde
sostencr la hematopoyesis debido probablemente a la incapacidad de producir
y/o responder a M-CSF Mayantetal 1992 8¢ ha reportado que la molécula de adhesién
de la célula vascular (VCAM-1) ¢s constitutivamente expresada en las células del
estroma de la médula dsea Rmcede W 91 Cuandoe se utilizan anticuerpos contra
VCAM se inhibe la formacion de unidades formadoras de colonias de blastos. En
experimentos con las células del cstroma, con anticuerpos dingidos contra VCAM
se inhibe la adhesion de BFU-E y GM-CFU Oestenderp RAJ 1995 Esto sugiere quc
probablemente existen alteraciones en estas proteinas en los D-LTC en pacientes
con LDCG. En nuestros cultivos encontramos una diferencia significativa en las
cinéticas de !a fraccidon adherente tanto de los progenitores eritroides como del
linaje mieloide.

La mielotoxicidad es una respuesta invariable en todos los pacientes que
han recibido quimiocterapia, quc en algunos cases rcsulta incficaz o conduce a
complicaciones hematolégicas que retardan el tratamiento. Sin embargo, una vez
concluido el tratamiento, los niveles de las células de sangre periférica, de
manera usual, se recuperan rapidamentc vy son aparentemcente normales. Sin
embargo, post-quimioterapia, ¢n las muestras de médula ésca de los pacientes
con LDCG ¢n remisiéon completa, no se observan CFU-F, lo que indica que ¢l
tratamicnto afecta también a cstas células que forman parte del estroma
medular. Esto concuerda con lo rcportado en los CFU-F de pacientes con la
Enfermedad de Hodgkin {otra ncoplasia de origen linfoide), donde los pacientes
recibieron MVPP (mostaza nitrogenada, Vinblastina, Procarbazina y Prednisona),
el niimcero de estos progenitores mesenquimales fuce significativamente méas bajo

Radfard 1990
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Otros reportes donde analizan diferentes neoplasias, han demostrado que
el dafo causado {disminucion del numero de CFU-C) persiste después de un ano
o mas de haber recibido la quimioterapia Pel Canize € . y col. 1999 Radford y co) 1990 Nuestros
hallazgos correlacionan con lo reportado en la literatura, donde las CPH aun en
RC se encuentran por debajo de los niveles normales. En las cinéticas de
progenitores en los cultivos a largo plazo de pacientes post-quimioterapia se
observaron diferencias significativas entre el grupo tratado con CEOP/bleo y el
contro! ({tanto en los CFU-eritroides, CFU-mieloides y CFU-pluripotenciales).
Esto sugiere que la quimioterapia afecta a las CPH atn cuando la valoracién se
lleve a cabo después de 5-12 meses de haber recibido la quimioterapia. Adn en
remisidn completa los progenitores de MO de pacientes con LDCG no llegan a
recuperarse cuantitativamente. Algo similar ha sido reportado en la enfermedad
de Hodgkin, en donde se observd que los CFU-GM estan significativamente mas
bajos que el grupo control, incluso aun después de varios aftos de haber recibido
la quimioterapia Radford Ja 1990 Recientemente se ha reportado en pacientes con
linfoma que han sidoe sometidos a transplante autélogo anormalidades
hematopoyéticas mostrando un niimero reducido de CFU-C y CFU-F Soligo et al 1998,
También reportan una proliferacién deficiente de dichas células en cultives
liquidos suplementados con citocinas.

En nuestro estudio, los resultados indicaron que después de la
quimioterapia, (esquema CEOP/blec), se afectd, no solo, la mielopoyesis, sino
también a la eritropoyesis y a los progenitores pluripotenciales. En pacientes con
diferentes neoplasias que han recibido quimioterapia se ha descrito una
hematopoyesis anormal que persiste por varios anos y ain en aquellos pacientes
que han sido transplantados de manera autéloga, reportando tnicamente un
numero deficiente de progenitores mieloides en la médula 6sea A Fiar F et al 1997, Herault
O et al 1998, del Canizo C et al 1999 También existen algunos reportes donde se ha
caracterizado a los progenitores hematopoyéticos en pacientes que se les ha
realizado transplante autdlogo o halogénico, sin embargo, en todos ellos se
llevaron a cabo en sangre movilizada Salles Getal 1995,

Con relacion a la concentracion de las citocinas {L-6 y TNF-a, se encontrd
cierta variabilidad con lo reportado en la hteratura. En LDUG en EA los niveles

de estas citocinas se encontraron ligeramente por debajo de los niveles normales,
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a diferencia de lo que se ha reportado en linfomas malignes, dondce los niveles de
estas citocinas ¢n ¢l plasma se encuentran incrementados Kato Hoet al 1996 Sulles G et al
199 Sin embargo, hay que reczlear que en cstos cstudios, los pacicntes
corresponden a diferentes estadios (1, [T y [V y de los tres grados). Los niveles de
Stem cell factor en plasma se encontraron dentro de los estandares normales (1.1
nig/mL McRiece I & Brddell 1996) Sin embarpo, después de la quimioterapia aumentd ia
concentracion de SCF en la Médula Osca, por lo que inferimos que pueden existir
mecanismos compensatorios donde haya mayor produccion de SCF para sacar a
las células de la fasc Go del ciclo celular.

Estas obscrvaciones resultan de importancia, si se considera que la
hematopoyesis tanto in vivo como in witro, se lleva a cabo en un microambiente
complejo, compucsto de varios tipos de células del estroma que cjercen control
sobre ¢l crecimiento celular y la diferenciacion y que, por lo tanto, cualquier dano
a cste nivel debe tener importantes implicacioncs para la regulacion de la
hematopoyesis. Estos resultados indican que la quimioterapia no solo afecta la
capacidad proliferativa de las CPH sino también a las células que forman el
estroma. En los cultivos a largo plazo encontramos una correlacién entre las CPH
y el n* disminuido de células adhcrentes en la capa del estroma, tanto en
cnfermedad activa como en Remision Completa. Esto sugiere que hay un defecto
en las células del estroma y/o como consecuencia alteraciones en la produccién
de la concentracién de citocinas. Esto lleva consigo alteraciones en el
sostenimiento de la proliferacién de los progenitores y en la diferenciacién y
mantenimiento en las células hematopoyéticas muy primitivas, ya que
encontramos alteraciones cuantitativas y cualitativas en los tres linajes, granulo-
monocitico, eritroide v las células mas primitivas (pluripotenciales) y ¢n los CFU-
F. Después de la quimioterapia estas deficiencias se acentuan y las alteraciones
se prolongan por periodos de tiempo bastante largos. Probablemente se trate de
un dane permanentc.

Hasta ¢l momento, no se conoce el origen de las alteraciones
hematopoyéticas que ocurren durante la enfermedad activa. De todos los
pacientes incluidos en este estudio ninguno mostro cvidencias de médula dsea
infiltrada. Sin embargo, las células del hinfoma podrian vstar implicadas en tales

alteraciones a traves de la secrecion de citocinas que ejercen una inhibicidn en el
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crecimiento normal de las células progenitoras, o bien que estas citocinas actien

sobre el estroma induciendo una modificacién en ¢l patrén de la produccién de

citocinas,
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10. CONCLUSIONES

En estc estudio, s¢ caracterizé la hematopoyesis in vitro en pacientes con
Lanfoma Difuso de Celulas Grundes antes y después de la quimioterapia.
Nuestros resultados indican que cxisten deficiencias cuantitativas y cualitativas
tanto en las células progenitoras hematopoyéticas como en ¢l estroma medular de
estos pacientcs, con respecto a la médula dsea normal. Estas alteraciones se
acentilan despu¢s de la quimioterapia y permanecen alin en pacientes que han

alcanzado la remision completa.

Progenitores Hematopoyéticos en la Médula Osea

Los progenitores hematopoyéticos de. la Médula Osea en pacientes con
LDCG en enfermedad activa y después dec la quimioterapia (en remisién
completa), se redujeron un 36 y 54%, respectivamente, respecto a la médula dsea

normal.

Progenitores Hematopoyéticos en Cultives a Largo Plazo

Fraccién no Adherente

En los cultivos a largo plazo, los progenitores hematopoyéticos mieloides
mostraron una cinética similar con respecto al control; sin embargo, sus numeros
absolutos fueron menores. Despuds de la quimioterapia, €l namero y el tamano
de las colonias fueron marcadamente mas pequefios que en la MO control.
En cuanto a los progenitores eritroides, las alteraciones mas drasticas se
observaron en cultives de pacientes post-quimioterapia. De igual forma sucede
con los progenitores pluripotenciales.

Fraccién Adherente

Los progenitores  hematopoyéticos  mieloides se  encontraron
significativamente mas bajos (p < 0.025) que en la MO centrol. Después del
tratamiento citotoxico, aun en remision completa, sus niveles se encontraron por
debajo de lo observado en enfermedad activa.
Los niveles de los progemitores hematopoyéticos critroides se encontraron 10
veces por debajo de lo normal. Post-quimioterapia, solo s€ observaron en el dia 21

y en numeros muy reducidos.
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Microambiente Hematopoyético

Las CFU-F se cncontraron significativamente por debajo de lo normal en
enfermedad activa y no se detectaron post-quimioterapia tanto cn el dia cero
como a lo largo de los cultivos,
En los D-LTC de los grupos de los pacientes con enfermedad activa y en remision
completa no se observaron adipocitos.,
Los niveles de las citocinas analizadas en el plasma de la Médula Osea de los
pacientes se obsc¢rvaron ligeramente incrementados en remision completa.
A lo largo de los cultives hubo un descenso en la concentracion de estas citocinas

tanto en EA como en RC, excepto en SCF.

Morfologia de fas Células a lo Largo de los Cultivos
La cinética dec las células nucleadas c¢n la médula dsea control los
monocitos/macrofagoes ticnde a incrementar y la curva de los granulocitos tiende

a disminuir. En LDCG las cinéticas se comportaron a la inversa.
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1. PERSPECTIVAS

Estos resultados son relevantes para el entendimicnto de la biologia de las
células hematopoyéticas vy cestromales en la médula o¢sca de esta cntidad
nosologica y poder csclarccer la etiologia de esta nvoplasia. Este estudio nos
sugiere que ademas de la alteracion al nivel de los ganglios linfaticos y de los
sitios extraganglionares del linfoma, existen alteraciones en las células seminales
yv/o en ¢l estroma medular.

Para poder realizar una reconstitucién hematopoyética y poder esclarecer
algunos dc los mecanismos quc estan influyendo en la hematopoyesis de estos
pacientes se podrian realizar cultivos quimdricos de células de progenitores
hematopoyéticos de sujetos sanos con estroma medular proveniente de pacicnites
con linfoma y viceversa. Si la alteracién proviene de las células progenitoras
hematopoyéticas, se podria hacer un analisis con una poblacién pura de células
CD34+ Thy- 1+ lin- para poder valorar la capacidad de proliferacién sostenida y la
diferenciacion y el mantenimicnto de células con un alto potencial proliferativo.

Este trabajo también se podria cxtender hacia aquellas moléculas que
participan en las interacciones celulares como pueden ser cicrtos receptores de
la matriz extracelular, por ¢jemplo CD44, que pueden estar alterando cicrtas
interacciones y/o si cxiste una mayor o menor expresion de los receptores de
integrina PB-1. Recientemente se ha reportado que bajo ciertas condiciones
fisiolégicas de SCF, e IL-3, el compromisc de las integrinas impide que las c€lulas
CD34+ entren cn la fase S, que a su vez esta asociado con niveles elevados de los
inhibidores de las ciclina-cinasas dependientes p27. Esto a su vez nos conduce a
valorar los niveles de apoptosis que estan sucediendo en este tipo de pacientes,
como puede ser el genc de la familia Bcl-2 o bien determinar tanto los
antagonistas incluyendo BCL-2 BCL-X. MCL-1 A1l o los agonistas como son BAX,
BAK, BAD y BCL-Xs, es decir valorar la formacién de hetcrodimeros de estas
moléculas y medir los niveles de muerte celular o supervivencia celular.

También se podria determinar la capacidad de migracién de las células
CD34+ ya sea de sangre periférica a medula ésea o viceversa, a través de los

factores derivados de las células estromales 1 {SDF-1 de Stromal cell-derived

95



factor -1} que es una quimorina producida por las células cstromales de la
medula esea que inducen la migracion de las células seminales a su “homing”.

Estos meccanismos todavia no estan bien comprendidos, pero esta entidad

nosolégica puede ayudar a esclarecer estos mecanismos.

96



12. REFERENCIAS

1.

10.

11

Abramson N. 1982. Phase Il study of intermittent carmustine BCNU]
cyclophosphamide and prednisone versus melphalan and prednisone in
multiple myeloma. Cancer Treat. Rep 66:1273

Agglictta M., Piacibello W., Sanavio F. 1989, Kinetics of human hematopoietic
cells after in vive administration of granulocyte-macrophage colony

stimulating factor. J. Clin. Invest. 83:551-557.

. Akira S, Taga T, Kishimoto T. 1993. Interleukina-6 in biology and medicine.

Adv. Immunol; 54 :1-78

. Alberts B., Bray D., Lewis J., Raff M., Roberts K., Watson J.D. Biology and

Molecular Cell. 3th Edition, 1996.

Alexanian R., Salmon S., Bonnet J. 1977. Combination therapy for multiple
myeloma. Cancer. 40:2765

Al-Fiar F., Prince HM., lmrie K., Stewart AK., Crump M., Keating A. 1997.
Bone marrow mononuclear cell count does not predict neutrophil and platelet
recovery following autologous bone marrow transplant: value of the colony-
forming unit granulocyte-macrophage (CFU-GM) assay. Cell Transplant. 6 {S):
491-5.

. Allegra CJ. Antifolates In: Chabner BA. Eds. Cancer Chemotherapy and

radiotherapy: principles and practice. Philadelphia. Lippincett-Raven 109.
Andrews R.G., Singer JW. and Bernestein ID. 1990. Human hematopoietic
precursors in long term culture: Single CD34+ cells that lack detectable T
cell, B cells, and myeloid cell antigens produce multiple colony forming ceils
when cultured with marrow stromal cells. J. Exp. Med. 172: 355-360
Anklesaria P, FitzGerald TJ, Kase K, Ohara A, Greenberger JS. 1989.
Improved hematopoicesis in anemic S1/Sd mice by therapeutic transplantation
of a hematopoietic stem cells in continuos mouse bone marrow culture. Blood
1989 Aug 15;74{3):1144-1151

Armitage J.O. 1997. A Clinical Evaluation of the International Lymphoma
Study Group Classification of Non Hodgkin's Lymphoma. By the Non
Hodgkin’s Lymphoma Classification Project. Blood. Vol. 89. N° 11. 3909-3918.
Armitage J.O. 1986. Chemotherapy for diffuse large cell lymphoma : Rapidly

responding patients have more durable remissions. J. Clin. Oncol. 4 :160.



12. Armitage J.O. 1984, Long Term remission durability and functional status of
patients treated for diffuse histocytic lymphoma with the CHOP regimen. J.
Clin. Oncol. 2 :898

13. Ashman L.E., Cambareri AC, To LB. Levinsky RJ., Juttner CA. 1991.
Expression of the YB5.B8 antigen (c-kit proto-oncogene product} in normal
human bone marrow Blood 78:30

14, Bachur NR., Gordon SL., Gee MV. 1977. A general mechanism for
microsomal activation of quinone anticanccr agents to free radicals. Cancer
Res. 38 :1745.

15. Bartley T.D., Bogenberger J., Hunt P., Li YS., Lu HS., Martin F., Chang MS.,
Samal B., Nichol J.L, Swift 5. 1994. Identification and cloning of a
megakaryocyte growth and development factor that is a ligand for the
cytokine receptor Mpl. Celt. 77: 1117-24.

16. Bathia R., McGlave PB., Dewald GW., Blazar DB., Verfaillie M. 1995,
Abnormal Function of the Bone Marrow Microenvironment in Chronic
Myelogenous Leukemia: Role of Malignant Stromal Macrophages. Blood 85!
3636-3645.

17. Baum C.M., Weissman IL., Tsukamoto AS., Buckle AM. Peault B. 1992,
Isolation of a candidate human hematopoietic stem cell population. Proc. Nat!
Acad Sci, USA. 89:2804-2809

18. Bentley S.A. 1982. Bone marrow connective tissue and the haemopoietic
microenvironment. Br. J. Haematol. 50(1):1-6.

19. Beutler B & Huffel C. 1994. Unraveling function in the TNF ligand and
receptor families. Science 264. 667-668

20. Bhavnani M., Morris Jones PH., Testa NG. 1989. Children in long-term
remission after treatment for acute lymphoblastic leukaemia show persisting
haemopoietic injury in clonal and long-term cultures. Br. J. Haematol. 71: 37-
41,

21. Birg F., Coucoul M., Rosnet O, Bardin F., Pebusque MJ., Marchetto 5.,

Tibilio A., Mannoni OP., Birnbaum D. 1992. Expression of the fms/kit like

Blood 80:2584-2595

98



22. Boyd DB, Colleman M., Aish SW. 1988, CEOP-BLAM NI infusions
combination chemotherapy for diffuse large cell lymphoma J. Clin Oncol. 6:
425-433.

23. Boyum A. 1964, Separation of white blood cells Nature 204: 793-794.

24, Boyum A. 1968 Isolation of mononuclear cells and granulocytes from human
blood. Scand J. Clin. Lab. Invest. 21 Suppl 97; 77-89

25. Broxmeyer HE., Williams DE., Lu L., Cooper S., Anderson SL., Beyer GS.,
Hoffman R., Rubin BY. 1986. The suppressive influences of human tumor
necrosis factors on bone marrow hematopoietic progenitors cells from normal
donors and patients with leukemia: Synergism of tumor necrosis factor and
interferon y. J. Immunol. 136: 4487-4492

26. Broxmeyer HE., Cooper 8., Willilams DE., Hangoc G., Gutterman JU and
Vadhan S. 1988. Effects of purified recombinant human granulocyte-
macrophage colony stimulating factor on growth characteristics of bone
marrow hematopoicetic progenitor cells in patients on a phase I clinical trial.
Exp. Hematology: 16: 594-602.

27. Broxmeyer HE., Sherry B., Lu L., Cooper S., Carow C., Wolpe SD,, Cerami A.
1989. Myelopoietic enhancing effects of murine macrophage inflammatory
proteins 1 and 2 on ceolony formation in vitro by murine and human bone
marrow granulocyte/macrophage progenitor cells. J. Exp. Med. 170:1583.

28. Bihring HJ, Ullrich A., Schaudt K., Muller CA., Busch FW. 1991. The
product of the proto-cncogene c-kit (p145 <) is a human bone marrow
surface antigen of hematopoietic precursors cells which is expressed on a
subset of non-lymphoblastic leukemic cells. Leukemia 5:854-859

29. Burges AW., Camakaris J., Metcalf D. 1977. Purification and properties of
colony stimulating factor from mouse lung conditioned medium. J. Biol,
Chem. 252: 1998-2003,

30. Burkitt D.P. 1983. The discovery of Burkitt’s Lymphoma. Cancer 51, 1777-
1781.

31. Castro-Malaspina H, Gay RE, Resnick G, Kapoor N, Meyers P, Chiarieri D,
McKenzie S, Broxmeyer HE, Moore MA. 1930. Characterization of Human
BEoue Marrow Fibroblast Colony forming Cells (CFU-F] and their progeny.
Blood 56. 289-301

99



32. Caux AC., Moreau [, Sacland S., Banchereau J. 1992, Interferon y enhances
factor dependent myeloid proliferation of human CD 34¢ hematopoictic
progenitor cells Blood 79:2628-2638

33. Caux C., Saeland S., Favre C., Duvert V., Mannoni P., Banchereau J, 1990.
Tumor necrosis Factor a strongly potentiates interleukin 3 and granulocyte
macrophage colony stimulating factor induced proliferation of human CD 34+
hematopoietic progenitors cells. Blood 75:2292-2301

34. Civin Ci, Strauss L.C. Brovall C., Fackler M.J. Schwartz J.F., Shaper J.H.
1984, Antigenic analysis of hematopoiesis [1I. A hematopoietic progenitors cell
surface antigen deflined by a monoeclonal antibody raised against KGla cells.
J. Immunol. 133: 157-165

35. Cordingley FT., Hoffbrand A.V., Heslop HE., Turner M., Bianchi A. Reitte JE.,
Vyakarna A & Brenner MK 1988. Tumor necrosis Factor as an autocrine
growth factor for chronic B-Ccll malignancies. Lancet 969-971

36. Cosman D, Lyman SD, ldzerda RL, Beckmann MP, Park LS, Goodwin RG,
March. CJ 1990. A ncw cytokine receptor superfamily. Trends Biochem Sci.
15:265-70.

37. Cosman D. 1993 The hematopoictin receptor superfamily Cytokine 5 {2):95-
106.

38. Craig W., Kay R., Cutler RL., Lansdorp PM: 1993, Expression of Thy-1 on
human hematopoietic progeniter cells. J. Exp. Med. 177: 1331

39. Chang C, 1996. BCL-6 a POZ/Zin Finger protein is a sequence specific
transcriptional repressor. PNAS 93: 6947

40. Cheifetz S., Weatherbee JA., Tsang MLS. Andersen J.K. Mole J.E. Lucas R.
and Massagué J. 1987. The transforming growth factor-beta system, a
complex pattern of cross-reactive ligands and receptors. Cell 48, 409-415

41. de Sauvage FJ, Hass PE, Spencer SD, Malloy BE, Gurney AL, Spencer SA,
Darbonne WC, Henzel WJ, Wong SC, Kuang WJ, et al
1994. Stimulation of megakaryocytopoiesis and thrombopoiesis by the c-Mpl
ligand. Nature. Jun 16, 369 :533-8.

42. De Vita VT. Jr. 1989. Lymphncytic lymuphomas. In cancer Principles and

Practice of Oncology. Lippincott.

160



32. Caux AC., Morcau 1, Sacland S., Banchereau J. 1992, Interferon ¥y enhances
factor dependent myeloid proliferation of human CD 34* hematopoietic
progenitor cells Blood 79:2628-2638

33. Caux C., Saeland 8., Favre C., Duvert V., Mannoni P., Banchereau J. 1990,
Tumor necrosis Factor a strongly potentiates interleukin 3 and granulocyte
macrophage colony stimulating factor induced proliferation of human CD 34+
hematopoietic progenitors cells. Bloed 75:2292-2301

34. Civin Ci, Strauss L.C. Brovall C., Fackler M.J. Schwartz J.F., Shaper J.H.
1984. Antigenic analysis of hematopoiesis IIl. A hematopoietic progenitors cell
surface antigen defined by a monoclonal antibody raised against KGla cells.
J. Immunol. 133: 157-165

35. Cordingley FT., Hoffbrand A.V., Heslop HE., Turner M., Bianchi A. Reitte JE.,
Vyakarna A & Brenner MK 1988. Tumor necrosis Factor as an autocrine
growth factor for chronic B-Cell malignancies. Lancet $69-97 1

36. Cosman D, Lyman SD, ldzerda RL, Beckmann MP, Park LS, Goodwin RG,
March. CJ 1990. A new cytokine receptor superfamily. Trends Biochem Sci.
15:263-70.

37. Cosman D. 1993 The hematopoietin receptor superfamily Cytokine 5 {2):95-
106.

38. Craig W., Kay R., Cutler RL., Lansdorp PM: 1993. Expression of Thy-1 on
human hematopoietic progenitor cells. J. Exp. Med. 177: 1331

39. Chang C, 1996. BCL-6 a POZ/Zin Finger protein is a sequence specific
transcriptional repressor. PNAS 93: 6947

40. Cheifetz S., Weatherbee JA., Tsang MLS. Andersen J.K. Mole J.E, Lucas R.
and Massagué J. 1987. The transforming growth factor-beta system, a
complex pattern of cross-reactive ligands and receptors. Cell 48, 409-415

41. de Sauvage FJ, Hass PE, Spencer SD, Malloy BE, Gurney AL, Spencer SA,
Darbonne WC, Henzel WJ, Wong SC, Kuang WJ, et al
1994. Stimuilation of megakaryocytopoiesis and thrombopoiesis by the ¢-Mp!
ligand. Nature. Jun 16, 369 :533-8.

42. De Vita VT. Jr. 1989. Lymphocytic lymphomas. In cancer Principles and

Practice of Oncology. Lippincott.

100



43. Deffie AM, Batra JK, Goldenberg (GJ: 1989. Direct Correlation between
topoisomerase 1i Activity and citotoxicity in adriumyein-sensitive and resistant
P388 leukemia cell lincs. Cancer Res. 49:58-65

44. Del Canizo C, Lopez N, Caballero D, Fernandez E, Brufau A, Vazquez L,
Mateos V, Gutierrez N, San Migucl JF. 1999, Hematopoietic damage persist 1
year after autologous pcripheral blood stem cell transplantation. Bone
Marrow Transplantation. 23(9): 901-905.

45. Derynck R., Jarrett J.A., Chen E.Y., Eaton D.H., Bell J.R,, Asoian RK,,
Roberts A.B., Sporn M.B. and Goeddel D.V. 1985. Nature 316, 701-705

46. Derynck Rik. 1994. The cytokine Handbook 2nd Edition.

47. Dexter T.M., Allen TD., Lajtha LG. '1977. Conditions controlling the
proliferation of haematopoietic stem cells in vitra. J. Cell. Physiel. 91:335-344

48. Dexter, T.M., Spooncer E, 1987. Growth and differentiation in the
hematopietic systems Annu. Rev. Cell Biol. 3:423-441

49. Digel W. Stefanic M., Schoniger W. Buck C., Raghaavachar A. Frichoefen N,
Heimpel H & Porzsolts 1989. Tumor Necrosis Factor induces proliferation of
neoplastic B-cells from chronic lymphocytic leukemia Blood. 73. 1242-1246

50. Eaves CJ., Cashman J., Eaves AC. 1991. Methodology of Long-term culture
of human hematopoietic cells. J. Tiss. Cult. Meth. 13:55-64

51. Eaves AC. Cashman JD., Gaboury LA, Kalousek DK, Eaves CJ. 1986.
Unregulated proliferation of primitive chronic myelogenous leukemia
progenitors in the presence of normal marrow adherent cells. Proc. Natl Acad.
Sci USA 83:5306-5315

52. Emilie D., Wijdenes J., Gisselbrecht C., Jarrousse B., Billaud E. Blay J.
Gabarre., Gaillard J.P. Brochier J. Raphael M., Boue F. Galanaud P 1992, Ii.-
6 production in high grade B lymphomas: correlation with the presence of
malignant immunoblast in acquired immunodeficiency syndrome and
lymphoma: effect of lymphoma growth and on B clinical Symptoms. Blood 84.
2472-2479.

53. Epstein MA., Achong BG : 1979. Discovery and gencral biology of the virus :
In the Epstein Barr, eds. MA. Epstein, Berlin : Spring.

54. Fisher RI. 1989. Diffuse large cell lymphoma with discordant bone marrow
histology. Cancer 64:1879-1883

101



55. Flores-Figueroa E, Guticrrez-Espindola G, Guerrero-Rivera S, Pizauto-
Chavez J. Mayani H. 1999 Hematopoietic progenitor cells from patients with
myelodysplastic  syndromes: in  vitro colony growth and long-term
proliferation. Leuk Res 23:385-94

56. Fulcuhara S. et al., 1979. Chromosome abnormalities in poorly differentiated
lymphocitic lymphoma. Cancer Res. 39 :3119-3123

57. Galli SJ., Zsebo KM,, Geissler EN. 1994. The kit ligand, stem cell factor. Adv.
Immunol. 55:1-34

58. Gauldie J., Richards C., Harnish D. Landsorp P & Baumann H 1987.
Interferon 32 B-cell stimulatory factor type 2 shares identity with monocyte
derived hepatocyte stimulating factor and regulates the major acute phase
protein response in liver cell. Proc. Natl. Acad. Sci. 84: 7251-7235.

59. Golde DW. 1991. The stem Cell. Sci. Am. 265 (6)86-93.

60. Graham GJ., Wright EG., Hewick R., Wolpe 8D., Wilkie NM., Donaldson D.,
Lorimore S., Pragnell IB. 1990. Identification and Characterization of an
inhibitor of hematopoietic stem cell proliferation. Nature. 344: 422-425

61. Grant SM, Heel R.C. 1992, Recombinant granulocyte-macrophage colony
stimulating factor (fGM-CSF). A review of its pharmacelogical properties and
prospective role in the management of myelosuppression. Drugs 43: 516-560.

62. Greengberg J.S. 1991. Toxic Effects on the Hematopoietic
Microenvironment. Exp. Hematol. 19: 1101-1109

63. Gupta P. McCarthy JB and Verfaillie CM. 1996. Stromal Fibroblast Heparan
Sulfate is Required for Cytokine Mediated Ex vive Maintenance of Human
Long Term Culture Initiating cells. Blood 87. 3229-3236.

64. Gumey A.L., Gurney AL, Wong SC., Henzel WJ., de Sauvage FJ. 1995
Distinct regions of c-Mpl cytoplasmic domain are coupled to the JAK-STAT
signal transduction pathway and Shc phosphorylation. Proc Natl Acad Sci USA
92: 5292-6

65. Gurney AL Gurney AL, Carver-Moore K, de Sauvage FJ, Moore MW. 1994.
Thrombecytopenia in ¢c-mpl-deficient mice. Science 265:1445-7

00. Haunum C., Culpepper J., Campbell D. McClanahan T., Zurawski S., Bazan
JF., Kastelein R., Hudak S., Wagner J., Mattson J., Luh J., Duda G, Martina
N., Peterson D., Menon S., Shanafelt A., Muenche M., Kelner G., Namikawa R.

102



Rennick D., Lee F: 1994. Ligand for FLT3/FLK2 receptor tyrosine kinasc
regulates growth of haemotapoietic stem cells and is encoded by variant
RNAs. Nature 368: 643-645

67. Herault O, Binet C, Degenne M, Desbois [, Heraud N, Colombat P, Pomenech
J. 1998, In vitro effect of stem cell factor on human clonogenic marrow
progenitors after myeloablative treatments. Eur. J. Haematol. 61, 113-8.

68. Hiddermann W. Longo D.L. Coiffier B., Fisher RI., Cabanillas F., Cavalli F.,
Nadler LM, DeVita V. Lister A., Armitage JAO., 1996. Lymphoma
Classification -The Gap Between Biology and Clinical Management is Closing.
Blood. 88; 4085-4089

69. Hirano T. 1986. Interleukine-6 Nature 324:73-76

70. Hirano T. 1990. In Peptide Growth Factors and their Receptors [, Sporn M.B.
and A.B. Roberts eds. Springer Verlag. NY p. 663.

71. Hirano T. Taga T. Nakano N. 1985. Purification to homogeneity and
characterization of human B cell differentiation Factor {(BCDF o BSFp-2) Proc.
Natl. Acad. Sci. 85: 5490-4

72. Hirayama F. , Lyman SD., Clark SC, Ogawa M: 1995. The fit3 ligand
supports proliferation of lymphohematopoictic progenitors and early B
lymphoid progenitors. Blood 85: 1762-1772

73. Hirsch E. lglesias A. Potocnilk J., Hartmann & Fassler R. 1996. Impaired
migration but not differentiation of haemotopoietic stem cells in the absence
of Bl integrins. Naturc. 380. 87-89

74. Huang E., Nocka K., Beier D., Chu T. U., Buch J., Lahm H.W. Wellner D.,
Leder P., Besner P. 1990. The hematopoietic growth factor KL is encoded by
the SI locus and is the ligand of the c-kit receptor the gene product of the W
locus. Cell 63: 225-235

75. Hynes RO. 1992, Integrins. Versatility, modulation and signaling in cell
adhesion. Cell 69:11-20

76. Thle JN. IL-3 Peptide growth factors and their receptors. Spoern MB Roberts
AB. Eds Springer-Verlag Berlin 1990 95/1 545-75

77. Thle .IN , Keller J., Oreszlam S., ¢t al. 1583, Bioiogical properties of WEHI-3
growth factor activity, mast cell growth factor activity, P cell stimulating
activity and histammine producing cell factor activity. J. Immunol. 131: 282-
287.

103



78. Jacobsen S.E.W., Veiby O.P. Myklebust J., Okkenhaug C., Lyman S.D. 1996,
Ability of fit-3 ligand to Stimulate the in Vitro Growth of Primitive Murine
hemataposetic Progenitors Is Potently and dircctly Inhibited by Transforming
Growth Factor-B ant Tumor Necrosis Factor-a. Blood, 87, 5016-5026

79. Juneja & Gardner. 1985 Functionally Abnormal Marrow Stromal Cells in
Aplastic Anemia. Exp. Hematol 13 :194-199,

80. Kato H Kinoshita T., Suzuki S., Nagasaka T. Murate T., Saito H and Jotta T.
1996. Elevated serum interleukin-6 is derived from neoplastic lymphoid cells
in patients with B-cell non Hodgkin's Lymphoma: correlation with extent of
IL-6 expression and serum concentration. Br. J. Haematology 92:1014-1021

81. Keller JR., Jacobsen SEW., Dubois CM., Hestdal K., Ruscetti FW. 1092,
Transforming growth factor f: A bi-directional regulator of hematopoictic cell
growth. Int. J. Cell Cloning 10:2-9

82. Keller JR., Jacobsen SEW., Sill KT., Ellingsworth LR., Ruscetti FW. 1991
Stimulation of granulopoiesis by transforming growth factor B; Synergy with
granulocyte/macrophage colony stimulating Factor. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA. 88:7190-95.

Ll " oeeetti FW.

Pt !

siematopoictic progenitors and inhibits the growth of LO-3 dependent myeloid
leukemia cell lines. J. Exp. Med. 168:737.

84. Kinashi T., Springer TA. 1994b. Adhesion molecules in hematopoietic cells.
Blood Cells 20:25.

85. Kinashi T., Springer TA.1994a Steel Factor and c-kit regulate cell matrix
adhesion. Blood 83: 1033-1043

86. Kinkacic PW. 1992, Cell interaction molecules and cytokines which
participate in B lymphopoiesis. Baillieres Clin Haematol. Jul; 5 {3): 575-598.

87. Kishimoto T. 1989. The biology of IL-6. Blood 74 1-10

88. Klark S.C. and Kamen R. 1987. The Human Hematopoietic Colony
Stimulating Factors. Science 236 :1229-1230

89. Krantz SB. 1991. Erythropoietin. Blood 77: 419-434

104




90. Kuter D.J., Becler D.L. and R.D. Roscnber 1994, The purification of
mcgapoietin: a physiological regulator of megakaryocyte growth and platelet
production Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 91: 11104-8

91, Kuznetsov SA 1997. Factors required for bone marrow stromal fibroblast
colony formation in vitro. Br. J. Hacmtol. 97; 561-569

92. Lanotte M., Meteall D. Dexter M. 1982: Production of monocyte/macrophage
colony stimulating facter by preadypocyte cell lines derived from murine
marrow stroma. J. Cell Physiol 112: 123-127,

93. Lansdorp P. Dragowska W. 1992, Long Term erythropoiesis from constant
numbers of CD34+ cells in serum free cultures initiated with highly purified
progenitor cells from human bone marraw. J. Exp. Med. 175: 1501-1507

94. Lansdorp P. Dragowska W. Mayarn: H. 1993. Ontogeny-related changes in
proliferative potential of human hematopoictic cells. J. Exp. Med. 178:787

95. Lansdorp P. Sutherland H. Eaves CJ. 1990. Selective expression of CD45
isoforms on functional subpopulations of CD34* hematopoietic cell from
human bone marrow. J. Exp. Med. 172: 363-372

96. LeBien Tucker W. Lymphopoiesis Chapter 5. Leukemia 1997,

97. Lec F., Yokota T., Otsuka T. 1985 Isolation of a c¢DNA for human
granulocyte-macrophage colony stimulating factor by functional expression in
mammalian cells. Proc. Natl Acad. Sci. 82: 4360-4364

98. Lee R. et al 1986. 10 year update of CHOP/bleo in the treatment of diffuse
large cell lymphomas. J. Clin. Oncol. 4 : 1455-1460

99. Levine E.G. 1990. Cytogenetics of non Hodgkin’s Lymphomas. JNCI 10 :7

100. Lin HY, Moustakas A, Knaus P, Wells RG, Henis Y1, Lodish HF. 1995
The soluble exoplasmic domain of the type II transforming growth factor
(TGF)-beta receptor. A heterogeneously glycosylated protein with high affinity
and selectivity for TGF-beta ligands. J Biol Chem 10;270(6):2747-54.

101. Lin JS, Tzeng CH, Hu HY, Yung CH. 1998. Factors affecting progenitor cell
yields using three tandem leukaphereses in previously treated malignancies.
Chung Hua | Hsuch Tsa Chih (Taipeil. 1998 6£1:700-7.

102. Lok. S, Kaushansky K., Holly RD., Kuijper JL., Lofton-Day Ce, Oort PJ.,
Grant FJ., Heipel MD., Burkhead SK., Kramer JM., Bell LA., Sprecher CA.,
Blumberg H., Johnson R., Prunkard D., Chin AFT, Mathewes SL., Bayley MC,,
Forstrom JW, Buddle MM., Osborn SG., Evans SJ., Sheppard PO., Presnell

105



SR., O'Hara PJ.; Hagen FS., Roth GJ., and Foster DC., 1994. Cloning and
expression of murine thrembopoietin ¢cDNA and stimulation of platelet
production in vivo. Nature 369: 565-568

103. Lopez-Karpovitch X., Cardenas MR,, Lobato-Mendizabal E., Piedras J. 1989
Granulomonopoiesis and Production of Granulomonopoictic Regulatin
Factors in Hodgkin's Discase and Nom Hodgkin's Lymphomas.. Annal New
York Academy os Sciences. 241-247.

104, Lowell Clifford. Fundamentals of Blood Cell Biology. Chapter 1. Stites DP.
Terr AL, Parslow TG. 1998. Mcdical Immunology. 9* Ed. Appleton & Lange.
Satnford Connecticut.

105. Lyman 8D, James L., Bos TV, deVries P., Brasel K., Gliniak B.,
Hollingsworth LT., Picha Ks., McKenna HJ., Splett RR, Fletcher FA.
Maraskovsky E., Farrah T., Foxworthe D., Williams DE., Beckman MP. 1993,
Molecular cloning of a ligand for the fl1t3/flk-2 tyrosine kinase receptor. A
proliferative factor for primitive haematopoietic cells. Celt 75: 1157-1167

106. Lyman SD, James L., Johnson L., Brasel K., dc¢Vries P., Escobar SS.
Downeys HSplett RR, Beckman MP ., McKenna H.J, 1994, Cloning of the
human homologue of the murine flit-3 ligand for FLT3/FLK2 receptor tyrosine
kinasc regulates growth of hematopoietic stem cells and is encoded kinase
regulates growth of hematopoictic stem cells and is encoded by variant RNAs.
Nature 368: 643-645

107. Magrath IT. 1991.African Lymphoma. History, Biology, Clinical Features,
and Treatment. Am. J. Pedriatic Hematel. Oncol. 13 : 222-26

108. Marchall E.K. 1964. Historical Perspectives in Chemotherapy in Goldin A.
Hawking IF., eds. Advances in Chemotherapy Vol. 1 NY. Academic Press.

109. Massague J. 1990 The transforming growth factor 8 family. Annu Rev. Cell.
Biol. 6:597-620

110. Massagué J. 1992. Receptors for the TGF-p family, Cell Jun 26; 69: 1067-
1070

111. Mayani H, Dragowska W, and Lansdorp 1993. Cytokine-induced selective
expansion and maduration of erythroid versus myeloid progenitors from
purified cord blood precursors cells. Blood 81:3252-3258.

106



112. Mayani H, Guilbert LJ, Janowska-Wicczorek A. 1993, Functional
charactenization of fibroblastic cells in long-term marrow cultures from
patients with acute myelogenous leukemia. Leukemia 7{10):1564-9

113. Mayani H, Guilbert L., Janowska-Wicczorek A. 1992. Biology or the
hematopoietic microenvironment Eur. J. Hematol. 49 :225-233

114. Mayani H., Guilbert LJ., Janowska-Wicczorek A. 1990. Modulation of
erythropoiesis and myelopoiesis by exogenous erythropeictin in human long
term marrow culturcs. Exp. Hematol. 18 :174-177

115. Mayani H., Lansdorp P. 1994. Thy-1 expression is linked to functional
properties of primitive hematopoietic progenitors cells from human cord
blood. Blood. 83. 2410-7. '

116. Mc Gee. JOD., Isaacson, P.G., Wright N.A., eds Oxford Texbook of
Pathology Vol. | pp 236-258, y 321-347. Oxford 1992,

117. Mc Niece BIK Langley KE., and Zxebo KM., 1991b. The role of recombinant
stem cell factor in carly B cell development: Synergistic interaction with IL-7.
J. Immunel. 146: 3785-3790.

118. McKeithan T.W. 1990. Molccular Biology of non Hodgkin's lymphomas.
Semin. Oncol 17, 30.

119. McNiece BIK and Robert A 1996, Briddell Blood Cell Biochemistry Volume
7: Hematopoietic Cell Growth Factors and their Receptor, cdited By A.AD.

120. McNiece BlK., Langley KE. and Zsebo KM 1991°. Recombinant human stem
cell Factor synergises with GM-CSF, G-CSF, IL-3 and Epo to stimulate human
progenitor cells of the myeloid and erythroid lineages. Exp. Hematol 19: 226-
231.

121. McNiece 1., Glaspy J., Le Maistre., F. Briddell R., Menchaca D., and Shpall
EJ., 1993. Effect of recombinant methiony! human stem cell Factor (thSCF}
and rh(G-CSF) on mobilization of peripheral blood progenitors cells:
Preliminary laboratory results from a phase 1/l study. Blood 82 {Suppl:84)

122. Metcalf D., and Moore MAS 1971. Haemotopietic Cells. North-Holland
Publishing Co. Amsterdam pp.550.

123. Metcalf D. 1993. Hematopoietic regulators: Redundancy or subtlety. Blood
82:3515-21

124. Miyazono K., Hellman U. Wernstedt C, and Heldin C H. 1988. Latent high

molecular weight complex of translorming growth factor beta 1. Purification

107



from human platelets und structural characterization J. Biol. Chem. 263
6407-6415

125. Moore MAS: 1991, Clinical implications of positive and ncgative
hematopoietic stem ccll regulator. Blood 78:1-15

126. Moscow JA., Cowan KH: 1988 Multidrug resistance. JNCI 80: 14

127. Muggia FM., Chia G., Reed LJ., Rommey SL., 1977. Douxorubicin-
cyclopphosphamide effective  chemotherapy for advanced tndometrial
adenocarcinoma. J. Obstet Gynecol. 128:314-17

128. Nagata Y., Nagahisa H., Nagasawa T., Todokoro K. 1997. Regulation of
Megaryocytopoiesis by thrombopoietin and stromal cells. Leukemia April 11
Suppl.: 435-438.

129. Namen A.E. Widmer MB., Voice R. Christenesen S., Braddy S., Lyman SD.,
and Williams DE. 1991. A ligand for the c-kit proto-oncogene (MGF}
stimulates lymphoid progenitor cell in vitro. Exp. Hematol. 19: 497-501

130. Ogawa M: 1993. Differentiation and proliferation of hematopoietic stem
cells. Blood B1: 2844-2854

131. Ole P. Veiby, Jacobsen FW., Cui L., Lyman SD., Jacobsen SEW. 1996, The
flt-3 Ligand Promotes the survival of primitive hematopoictic Progenitors Cclls
with myeloid as Well as B Lymphoid Potential. The J. Immunology. 157:2953-
2960.

132. Pelicci P-G et al. 1986, Chromosomal breakpoints and structural
alterations of the c-myc locus differ in endemic and sporadic forms of
Lymphomas. P.N.A.S. U.5.A. 83 :2984-2989

133. Polotskaya A. Zhao Y, Lilly MB AND Kraft A.S 1994. Mapping the
intracytoplasmic regions of the alpha granulocyte-macrophage colony
stimulating factor rcceptor necessary for the cell growth regulation, J. Biol.
Chem. 269: 14607-13

134. Radfordd J.A. Testa NG & Crowther D. 1990. The long term effects of MVPP
chemotherapy for Hodgkin's disease on bone marrow function. British J.
Cancer 62 127-132

135. Ramsfjell V., Borge OJ., Cui L., Jacobsen SE. 1997. Thrombopoictin directly
and potently stimulates multineage growth and progenitor cell expansion

from primitive {CD34+ CD38-) human bone marrow progenitor cells: distinct

108



and key interactions with the ligands for e-kit and flt-3, and inhibitory effects
of TGF-beta and TNF-alpha. J. Immunol. 158: 5169-77,

136. Rappaport H. 1956. Fellicular Lymphoma. A recxamination or its position
in the scheme of malignant lymphoma, based on a survey of 253 cases.
Cancer 9 :792-795

137. Rappaport H. 1966 Tumors of the hematopoictic-lymphoid system. Atlas
the tumor Pathology Section 3, Fascicle 8 Arm. Forced Inst. of Pathology,
Washington. DC.

138. Rice A, Reiffers J, Bernard P, Foures C, Bascans E, Lambe F, Marit G,
Broustet A, 1992. Incomplete stroma formation after allogenic marrow or
autologous blood stem cell transplantation. Nouv Rev Fr Hematol. 34: 167-
174.

139. Richardson M.E. et al. 1987. Intermediate to high grade histology of
lymphomas carryng t{14 ;18) is associated with additional nonrandom
chromosome changes. Blood. 70 :444-454

140. Rosenberg S.A. et al.,, 1982, National Cancer Institute sponsored study
classifications of non Hodgkin’s Lymphomas : Cancer 49 : 2112-2116

141. Rosnet O, Biahring HJ, Marchetto S., Rappold 1., Lavagna C., Santy D.,
Arnoulet C., Chabannon C. 1996. FLT3/FLK2 receptor tyrosine kinase is
expressed at the surface of normal and malignant hematopoietic cells
Leukemia 10:238-243

142, Sakamoto KM, Fraser J.K, Lee HJ. Lehman E, y Gasson JC. 1994
Granulocyte macrophage colony stimulating factor and interleukin-3
signaling pathways converge on the CREB-binding site in the human egr 1
promoter. Mol. Cell Biol. : 14: 5975-85.

143. Salles G., Bievenu J., Bastion Y., Barbier Y., Doche C., Warzocha K.,
Gutowski M. Rieux C., Coiffier B., 1996. Elevated circulating levels of TNF-a
and its p55 soluble receptor are associated with an adverse prognosis in
lymphoma patients. Br J Haematol. 93; 352-9.

144. Sautois B. Fraipont V, Baudoux E., Fassotte MF., Hermanne JP.
Jerusalemm G. Bours V. Bosquee L. Schaaf-Lafontaine N., Paulus JM.,
Sondag D., Fillet G., Beguin Y. 1999 Peripheral blood progenitor cell
collections in cancer paticnts: analysis of factors affecting the yields

Haematologica. 84:342-9

109



145. Schimpl A., Wecker E 1972, Replacement of a T cell function by a T cell
praduct. Nature; 237: 15-17

146. Shaklai M. Ccllular components of stroma in vivo in comparison with in
vitro systems, In Tavassoli M. ed. Handbook of the hematopoietic
microenvironment, Human Press Inc, 1989, 219-251.

147. Sherr C.J. Rettenmeier CW., Sacca R., Roussel R, Look At. Stanley ER,,
1985.The c-fms proto-oncogene product is related to the receptor for the
mononuclear phagocyte growth factor Cell. 41:665-676

148. Shipp MA., Harnngton DP, Klatt MM. 1986. Identification of major
prognostic subgroups of patients with large cell lymphoma treated with m-
BACOP or M-BACOD. Ann Inter Med.: 104: 757-765

149, Sieff C.A. 1987 Hematopoietic Growth Factors. J. Clin Invest. Vol. 79. 1549-
1557.

150. Silvennoinen MD. 1996. Signaling by The hematopoietic Cytekinc
Receptors. De. Chapman & Hall U:S and Canada

151. Silvennoinen OIlli. Signaling by The Hematopoictic Cytokine Receptors.
Chapman&Hall. Ed. 1996

152. Skarin AT., Rosenthal DS., Moloney WC., Frei E. 1977. Combination
chemotherapy of advanced non Hodgkin's Lymphoma with bleomicina,
Adriamycin, cyclophosphamide, vincristine and prednisone {BACOP) Blood.
29: 759-765

153. Soligo DA, Lambertenghi Deliliers G, Servida F, Quirici N, Campiglio S,
Tagliaferri E, Oriani A, Romitti L, Della Volpe A, Annaloro C. 1998.
Hematopoietic abnormalitics after autologous stem cell transplantation in
lymphoma patients. Bone Marrow Transplant. 21:15-22,

154. Sutherland D.R. Keating A. 1992. The CD34 antigen: Structure, Biology
and potential clinical applications. J. Hematotherapy 1:115-118

155. Sutherland H.J. Lansdorp P. M., Henkelman D.H. Eaves A.C. Eaves C.J,
1990. Functional characterization of individual human hematopoietic stem

cultured at limiting dilution on supportive marrow stromal layers. Proc.
Natl Acad. Sci. USA. 87:3584-90

156. Takatsu AK., Tominanga A., Hamaoka T. 1980. Antigen-induced T cell
replacing Factor {TRF] 1. Functional characterization of a TRF producing

110



helper T cell subset and genetic studies on TRF production. J. Immunol. 124:
2414.2422.

157. Takatsu K, Takaki S., Hitoshi Y. 1994 Interleukin-5 and its receptor
system: implication in the immune system and inflammation. Adv. Immunol;
57: 145-90

158. Tavassoli M. 1991 Embryonic and fetal hemopoiesis: an overview. Blood
Cells 17:269-74

159. Tavassoli M., Friedenstein A. 1983. Hemopoietic stromal microenvironment.
Am. J. Hematol, 15: 196-203

160. Tertappen LW. Huang S., Safford M., Lansdorp P., Loken M. 1991,
Sequential generation of hematopoictic colonies desired from single
nonlincage-committed CD34+CD38- progenitor cells. Blood 77: 1218-1221

161. Testa N.G. and Molineux G. Haemopoiesis. 1993. A practical Approach
Series. Oxford University.

162. Till J.E and McCulloch E.A. 1961 A direct measurement of the radiation
sensitivity of normal mouse bone marrow cells Rad. Res. 14:213-17

163. Till JE., McCulloch EA. Siminivitch L. 1964. A stochastic model of stem cell
proliferation bases on the growth of spleen colony-forming cell. Proc. Natl
Acad. Sci. USA. 51: 29-32

164, Tracey KJ. 1994. Tumor Necrosis Factor —Alpha. The Cytokine Handbook.

165. Tsujimoto Y. Et al. 1984. Cloning of the chromosome breakpoint of
neoplastic cells with the t(14 ;18) chromosome translocation. Science 226 :
1098-1099

166. Udomsakdi C., Eaves C. Sutherland H.J. Lansdorp PM: 1991. Separation of
functionally distinct subpopulations of primitive human hematopoietic cells
using rhodamine 123, Exp. Hematol. 19:338-41

167. Ullrich A., Schelessinger J. 1990. Signal Transduction by receptors with
tyrosine kinase activity Cell 61:203-213

168. Vadhan Raj S., Brroxmeyer HE., Hittelman WN. 1992, Abrogating
chemntherapy  induced myelosuppression by recombinant granulocyte-
macrophage colony stimulating factor: protection at the progenitor level. J.
Clin Oncol. 10: 1266-1277.

169. Verfallic C., Blakolmer K., Mc Glave P. 1990. Purified primitive human

hematopoietic progenitor ceils with long term in vitro repopulating capacity

111



adhcere selectively to irradiated bone marrow stroma. J. Exp. Med. 172: 509-
15.

170. Vigon |, Florindo C, Fichelson S, Guenet JL, Mattei MG, Souyri M, Cosman
D, Gisselbrecht S. 1993. Characterization of the murine Mpl proto-oncogene,
a member of the hematopoictic cytokine receptor family: molecular cloning,
chromosomal location and evidence for a function in cell growth. Oncogenc
8:2607-15

171. Vittolo U. 1997 Cancer Genetic Cytogenetic Sep.(2) 114-118

172. Vrhovac R., Kusec R., Jaksic B. 1993. Myeloid hemopoietic growth factors.
Int. J. Clin. Pharmacoclogy Therapy and Toxicclogy. 31: 241-252

173. Wathen LM. 1982 Residual injury to the hematopoictic microenvironment
following sequential radiation and busulfan. Int. J. Radiat. Oncol. Biol. Phys.
8:1315-1319

174. Webb LJ Eickhoff CE, Elias AD., Ayash LJ, Wheeler CA, Schwartz GN,
Demetri GD, Andersen KC 1996. Kinetics of Peripheral blood mononuclear
cell mobilization with chemotherapy and/or granulocyte-colony stimulating
factor: implications for yield of hematopoietic progenitor cell collections.
Transfusion. 36: 160:7

175. Weiss L., de. Cell and Tissue Biology. A textbook of histology 6th de. Pp.
423-478. Baltimore. Urban and Schwartzenberg 1988

176. Wendling F., Maraskovsky E., Debili N., Flerindo C., Teepe M., Titeux M.,
Methia N., Breton-Gorius J., Cosman., Vainchenker W., 1994, C-Mpl ligand is
a humoral regulator of megakaryocytopoiesis. Nature 369;571-573

177. Williams DE,, Eisenman J., Baird A., Rauch C., Van Ness XK., March CJ.,
Park LS., Martin U., Mochizuki DY, Boswell HHS., Burgess GS., Cosman D.,
Lyman SD. 1990. Identification of a ligand for the c-kit proto-oncogene. Cell
63: 167-177

178. Wintrobe MM Clinical Hematology. 9t de. USA 1996.

179. Wintrobe MM. Blood, Pure and eloquent New York. McGraw Hill 1980.

180. Wu. H. Liu X., Jaenisch R. 1995. Generation of committed erythroid RFU-E
and CFU-E progenitors dos not require crythropoietin or erythropoietin
receptor. Cell. 83: 539-67

181. Yang E and Korsmeyer S.J. 1996. Molecular Thanatopsis: A Discourse on
the BCL-2 Family and Cell Ccath. Blood. 88: 386-401

112



182. Young MR, Halpin J. Hussain R. 1993. Inhibition of tumor production of
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor by 1 alpha 25
dihydroxivitamin D3 reduces tumor motility and metastasis. Invasion
Metastasis; 13: 169-77.

183. Yunis J.J. et al., 1989, bc! and other genomic alterations in the prognosis
of large cell lymphoma. New England. J. Med. 320 :1047-1053

184. Zeigler F. Bennet B., Jordan C., Spencer S., Baumheuter S., Carrell K.,
Hooley J., Bauer K., Matthews W. 1994. Cellular and molecular
characterization of the role of the FLK2/FLT3 receptor tyrosine kinase in
hematopoietic stem cells Blood 84:2422-2432

185. Zsebo KM., Wypych J., McNiece IK., Lu HS., Smith KA., Karkare SB.,
Sachdev RK., Yuschenkoff VN., Birkett NC, Willliams LR., Satyagal VN., Tung
W., Bosselman RA., Mendiaz EA., Langley KE., 1990. Identification
purification and biological characterization of hematopietic stem cell factor
from buffalo rat liver conditioned medium. Cell 63: 195-201

186. Zucker M.B. 1980. The functioning of blood platelets. Sci. Am. 242: 86-103.

187. Zuckerman K.S. et al 1989. The hematopoietic extracellular matrix. In The
Handbook of the hematopoietic microenvironment. Tavassoli M. De Human

Press Inc 399.

113



13. APENDICE




Leubemua and Limphoma. 2000, Vol 00. 7p 117 © 2000 OFA (Overieas Pubiahen Amacauen) \ ¥
Repran avadabls dumedy fpm hg pobuses Publishcd by lwznse wnder
Frowocopying pemmined by borote eoly the Harwood Acadeous Publishen wmpnag
pan of e Gorlon and Breach Pulhitng Croup

Przied iz Maayaa

In Vitro Hematopoiesis in Patients with Malignant
Lymphoma During Active Disease and at Complete
Clinical Remission After Chemotherapy

ALEJANDRA HUERTA.ZEPEDA®, ALEJANDRA TALAVERA®, _AGUSTiN AVILESY, NATIVIDAD NERI® and
HECTOR MAYANT*

A0ncolagical Research Unut and *Depariment of Hemaiology, Oncology Hespual. Natonal Medical Center, IMSS, Mexico Ciry

{In final form May 30. 2000)

Malignant lymphomas are neoplastic diseases of lymphoid cclls, which usually originaie in
the lymph nodes. During the last iwo decades, significant progress has been made in the char-
acterization of chromosomal and molecular alterations in these malignancies. To date, how-
ever, the composition and function of the hematopoictic system in this group of
hematological disorders is still not fully understood. In the present study, we have determined
the progenitor cell content in 10 patients with diffuse large-cell lymphoma (DLCL) and char-
acterized the proliferauon of these cells in long-term marrow culiures, We have also
addressed some issucs reparding the composition and function of the hematopoietic microen-
vironmen in this malignaney. All the patients included in this study showed normal hemato-
logical paramcters in peripheral bloed, both beforc and afier chemotherapy, however,
significant hematopoielic alierations were consistemity observed. As compared to normal sub-
jects, lymphoma patients showed a 35% reduction in progeritor cell numbers, including myc-
loid, erythroid and multipotent progenitors. The in vitro proliferation of these cells was also
defictent, since their levels in Jong-term marmow culiures were significantty lower than those
chscrved in normal bene marrow culwres. Fibroblastic propenitors were reduced by >50%
and this comrelated with a deficienmt adherent cell layer deveiopment in culture. A recuction
was also seen in the levels in culture supermatant of the stimulatory cytokincs Stem Cell Fac-
tor and Interleukin-6. Interestingly, all the hemalopoietic alterations mentioned above werc
still prescat in patients at complete clinical remission afier chemotherapy. Thus, in the present
study we have demenstrated significant in vitro deficiencies in the composition and function
of the hematopaictic system in patiens with diffuse large-ce!l lymphoma, both during active
discase and at the time of comptewe clinical remission.
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INTRODUCTION

Malignant lymphomas are a heterogeneous group of
hematelogical disorders of B or T cells, that usually
originate in the lymph nodes. The majority of lym-
phomas are derived from B lymphocytes; less than
10% arc derived from T cells and a similar proportion
have neither B- nor T-ceil markers.["! The tumor
consists of a clone of lymphoid cells in which matura-
tion is blocked at a particular stage of development
with an inability to proceed beyond it. Thus, lym-
phoma cells are the ncoplastic counterpart of naive,
activated or memory normal B cells.?! Patients with
malignant lymphoma are usually treated with combi-
nation chemotherapy, as the main type of treat-
ment,[*] sometimes supplemented with
colony-stimulating factors.'®! interferon-ol’8! or
hematopoietic cell uansplam.aiion.[g]

Cytogenetic and molecular alterations are com-
monly observed in patients with malignant lym-
phoma.“m These alterations may involve the c-myc
and bel-6proto-oncogenes, ! *11 the pl6 wmor sup-
pressor gene.m] and other genes that directly partici-
patc in the apoptotic process. Indeed, the
1(14;18)(q32;q21) chromosomal transiocation can be
observed in the vast majority of paticnts with malig-
nant lymphoma. This resuits in increased transcrip-
tion and expression of the bel-2 protein, a molecule
involved in preventing apoptosis.“z’! Alterations in
the Fas/CD95 membrane protein and its ligand
(Fas-L) have alsc been documented in a significant
proportion of patients.! 14151

To date, however, information on the status of the
hematopoietic system (i.e., hematopoietic progenitors
and microenvironment) in malignant lymphoma is
still scanty. Thus, in order to gain new insights into
the biology of this group of hematological disorders,
in the present study we have characterized the compo-
sitton and functional integrity in vitro of the hemat-
opoietic system from 10 lymphoma patients, both
during active discase and at the time of complete clin-
ical remission after chemotherapy. Since malignant
lymphoma comprises a varicly of clinical subtypes
with diflerent grades of scvcrily,“‘gl in this study we
have only included patients with similar clinical sta-

ms. Accordingly, all 10 patients analyzed were
pauenis with intermediate-grade Diffuse Larpe Cell
Lymphoma (DLCL).

MATERIALS AND METHODS

Cell collection

Bone marrow (BM) cells, collected according to insti-
wtional guidelines, were obtained at the Oncology
Hospital, National Medical Center, Mexico City, from
10 newly diagnosed patients with Diffuse Large Cell
Lymphoma (DLCL), with no evidence of marrow
infiltration (as determined by aspirate/biopsy analy-
sis). Diagnosis was established according to both the
Working Formulation and REAL criteria.t1? Patients
were treated with combination chemotherapy
{CEOP/leq, 6 cycles), as described in detail else-
where.['®] One of the paticnis died from disease com-
plications, another one moved outside Mexico City,
and two more never came back to the Hospital, so we
were not able to obtain BM samples from any of them
after reatment. From the other six patients, BM sam-
ples were obtained at the time of complete clinical
remission afier chemotherapy. Table I shows the clini-
cal and hcmatological paramelers of the patients
before and after wreatment. Normal BM samples were
also obtained from the iliac crest of 8 BM transplant
donors (2045 years old), at the “Bemardo
Sepulveda™ Hospital, National Medical Center, and
from the sicrmum of two hematologically normal
patients (52 and 57 years old, respectively) undergo-
ing cardiac surgery at the Cardiology Hospital,
National Medical Center, Mexico City.

Cell processing

Buffy coat cells [rom BM were oblained by centrifu-
gation (400 g for 7 min.) and low-density mononu-
clear cells (<1.077 g/ml) werc isolated using
Ficoll-Paque Plus (Pharmacia Biotech, Uppsala, Swe-
den). Cells were then resuspended in Iscove's Modi-
ficd Dulbecco's Medium (IMDM) suppicmented with
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2% Feal Bovine Serum {FBS; StemCell Technoio-
gies Inc. [STI], Vancouver, BC, Canada). Total num-
bers of nucleated and viable cells were determined
with 2 hemocytometer, using Turck's solution and
trypan blue stain, respectivety.

Hematopoietic colony assays

Hematopoietic progenitor cells were assayed in meth-
yicellulose-based semisolid cultures (STI, Vancouver,
Canada). The culture medism consisted of 0.9%
methylcellulose, 30% fetal bovine serum (FBS), 1%
bovine serum albumin, 1074 M 2-mercaptoethanol, 2
mM L-glutamine, 50 ng/m] recombinant human (rh)
stem cell factor (SCF), 10 ng/m! rh Interleukin-3
(IL-3), 10 ngfml rh granulocyte-macrophage col-
ony-stimulating factor (GM-CSF) and 3 U/m) rh
crythropoietin (EPO). Low-density mononuclear cells
were plated a1 a final concentration of § x 10* celis/m}
and the cultures were incubated at 37°C in an atmos-
phere of 5% COj, in air. Non-adherent and adherent
cells from long-term cultures were also cultured in
this manrer; however, the plating cell conceatration
varied from 5 % 10% to I x 10%cits/m!, depending on
the cell number recovered from the culturcs. After 14
~ 17 days of culture, colonies were scored in the same
dish using an inveried microscope. Hematopoietic
colonies were classificd as follows: CFU-MIX, colo-
nics containing both erythroid and mycloid cells;
CFU-E, erythroid clusters of 20 — 50 hemoglobinized
cells; BFU-E, erythroid colonics of more than 50
hemoglobinized cells grouped in one or several clus-
ters. Myeloid coloaics comprised the identifiable sub-
populations of purc granulocytic colonies (CFU-G),
pure macrophagic colonies (CFU-M), and colonies
containing both granulocytes and macrophages
(CF1J-GM). The criteria for colony identification was
based on previous studies.!'?'8}

Long-term marrow cultures

Dexter-type long-term marrow cultures (LTMC) were
cstablished as previously described.!'®/ ow-density
mononuclear cells were resuspended  in LTMC

medium {5T1, Vancouver, Canada) at a Rnal concen-
tration of 3 x 10° cells per ml. The LTMC mediumn
composition 15 as [ollows: Alpha medium supple-
mented with 12.5% horse serum, 12.5% FBS, 0.2 mM
inositol, 20 pM folic acid, 107 M 2-mercaptocthanol,
2 mM L-glutamine, and freshly dissolved hydrocerti-
sone 1o yteld a final concentration of 1078 M. The cell
suspension was loaded into 24-well plates (1 mlfwell)
and incubated at 37°C in an atmosphere of 5% CCy in
air. After 3 days, cultures were transferred to a difier-
ent incubator and maintained at 33°C. Four days later
(7 days afier instiation of the culture) one-half of the
supcmmatant and noradheremt cells werc removed
from the wells and replaced with fresh culure
medium. The cultures were processed in this manner
at weekly intervals. The nonadherent cells, oblaired
weekly during medium change, were counted, mor-
phologically analyzed and assayed for hematopoictic
progenitors. At weeks 3, 5 and 7 one of a number of
parallel cultures was sacrificed for evaluation of the
adherent cells. These were detached with a cell
scraper afler uypsinization (i.e,, 0.23% trypsin con-
taining 0.1 mM EDTA was added and the culwres
were incubated at 37°C for 10 min; the acuor of
trypsin was siopped by adding one-haif volume of
FBS). The cells were then resuspended in IMDM with
2% FBS and processed in the same way as the nonad-
heremt cells.

Fibroblast colony-forming unit (CFU-F) assay

BM-derived fibroblast colony-formirg units (CFU-F)
were assayed according to the method described by
Castro-Malaspina et al!"" BM mononuclear cclls
were inoculated, at 3 x 10° celis/ml, in 35-mm petri
dishes, containing 1 m} of IMDM and 20% FBS. The
cultures were incubated at 37°C in an aumosphere of
5% CO;, in air. After 3 days, the non-adherent cells
were removed and the medium was changed. The cul-

tiyrns ara satiiemoad ta thae ternlhotae Tae o Daethers 7
tures were selumned 0 the iscsbator for a further 7

days. Al the end of the period, the medium was dis-
carded and the adherenmt cells were statned with
Wrght-Giemsa. Clones of >50 [(ibrobiasts were
scared as fibroblastic colenies.
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TABLE 1 Clinical data on the 10 patients with diffuse large cell lymphoma included in this study

Patient Sex Age (vears} Hematoerit (%) Hemuogiobin (g/dl) Leukocytes (x1(FA) Platelets (x10°/1}
1 F 69 46 12.0 45 180
2 M 69 aya4r 14.413.6 5.5/6.1 2677272
3 F 50 40142 131125 7.6/26 261196
4 M 51 37140 12.013.0 5.5/6.0 1641120
5 M 48 40 11.6 6.5 272
& M 48 50 16.3 57 207
? M 48 4141 138713.0 74185 150/620
8 F 58 33 10.4 6.0 330
13 M S0 47146 14.14.0 50/50 2504250
10 M 57 41440 130138 32131 1147101

a. Indicate paramelers before/after chemotherapy. Data after chemotherapy comespond 1o the time when the patients were in complete clin-

ical remission and were obtaimed 6 — 12 months aftier chemotherapy.

Cytokine levels

The levels of Stem Cell Faclor (SCF), Interleukin-6
(IL-6) and Tumor Necrosis Factor-@ (TNF-a),
present in LTMC supernatants, were determined by
enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELISA;
using commercial kits from R&D Systems, Minneap-
olis, MN}. The limit of detection of each ELISA kit
was as follows: SCF = 4.0 pg/ml; IL-6 = 0.09 pg/ml;
TNF- =0.18 pg/ml.

Statistics

Statistical analysis was performed by using the
Mann-Whitney U test and the Wilcoxon W test.

RESULTS

Hematological status of patients

A total of 10 patients with DLCL were siudied before
chemotherapy. This series included 7 males and 3
females, aged 48 — 69 years. Most of them showed
hematological values within the normal range (Table
I). Only patient 8 showed reduced hematocrit and
hemoglobin levels, and patient 10 showed subnormal
levels of leukacytes and platelets. Aficr chemother-

apy treatmendt, no significant changes were observed
in the hematological parameters of most patients.
Only patient 3 showed a significant reduction in leu-
kocyle counts and patient 7 showed a significant
mcrease in platelet numbers

Colony-forming cell {CFC) content

Hematopoictic progenitors capable of forming colo-
nies in semisoiid cultures (CFC) ‘were determined in
normal subjects and DLCL patients (before and afier
chemotherapy) at the time of marrow sampling. As
compared to normal BM, a 35% reduction in relalive
CFC numbers was obscerved in DLCL patients before
treatment {Table ). Such a reduction was similar for
myeloid, erythroid and muliipolent progenitors, thus
the relative proportions of these cells were simitar to
those in  normal  subjects (e, myeloid
progenitors = 54%; crythroid progenitors = 45%;
multipetent progenitors = 1%). Among mycloid pro-
genitors, 70% of them corresponded to CFU-G, 22%
corresponded to CFU-M and 8% corresponded to
CFU-GM. These proportions were similar to those
cbserved in normal BM. In terms of erythroid progen-
itors, 36% of them corresponded 10 CFU-E and 64%
corresponded 10 BFU-L. These proportions were also
similar to those in normal BM.

3



IN VITRO HEMATOPOIESIS IN MALIGNANT LYMPHOMA

TABLE [} Coleny-forming cell content” in normal sabjects and n pauents with daffuse large cell lymphoma

Marrow Sample Myeloid Erythrowd Muliipotent
Normal Bone Marrow 238 188 4
(n=10) [129-422) [106-285] 11-22]
Lymphoma 156} 132 2
Before chemosherzpy (rR=10) [23-218] [16-290} 0-17]
Lymphoma 1441 7513 K
After chemotherapy (n=6) [18-300) [24-290] [0-6}

“Results represent median [range) of the indicated aumber of samples and cormispend 1o the number of progenstor cclls per 10° mononu-

elear cells.
pc0.025 as compared 1o formal BM
05 25 compared 10 lymphuma before chemotherapy

TABLE Il Total number of myeloid progenitors (ron adherent + adkerent) an LTMC from normal subjects and patients with diffuse

large-cell lymphoma

Dery Norma! Bore Marrow (=19}

DLCL before Chemotherapy [n== 10}

DLCL after Chemotherapy (n-6)

0 7150 [3870- 12660) 4680 [690-6540]° 4320 [540-9000)
2] 1168 [72-3248] 344 [23- 1392 208 [1-528}*
15 358 (96 932) 19 102927 24 (1417

49 172 [12-138) 11 [0-48] 4[0-12

Results represent median {range) of the indicsted number of samples and correspond Lo the number of progenitor cells per well,

4. p«0.025 as compared 10 normal BM culiures on tile same day.

In patients at complctc remussion, mycloid progeni-
tor levels were similar to those observed during active
discase (Table TI). The relative proportions of CFU-G,
CFU-M and CFU-GM also remained with no signifi-
cant changes (75%, 23% and 2%, respectively). In
terms of erythroid progenttors, there was a 44%
reduction in the median numbers of these cells, as
compared to those in active discase (Table 11). There
were also changes in the relative proportion of early
(BFU-E) and late (CFU-E) progenitors, since the
former corresponded 10 46% (as compared to 64% in
active disease) and the latter corresponded to 54%
{36% in active discasc). Finally, the total numbers of
multipotent progenitors at complete remission were
slightly lower, although not statistically significant,
than thosc observed duning active discase (Table 1),

Progenitor cell kineties in LTMC

In order to assess some functional aspects of hemat-
opoictic progenitor cclls (HPC) from DLCL patients,
both before and aficr chemotherapy, we followed the

prolifcration  kinetics of mycloid, erythroid and
mullipotent progenitors in LTMC for a 7-week culture
period.

Myeloid progenitors

During weeks 2 and 3 of culiure, the median tevels of

" non-adhercnt mycloid progenitors were similar both

in normal and DLCL cultures (Figure 1A). However,
from week 3 and throughout the rest of the cullure
period, the levels of mycloid progenitors i the cul-
turcs of lymphoma paticnis were significantly Jower
than in pormal LTMC. It is noleworthy that from
week 110 week 5, no sipnificant differcnces were
observed between LTMC from patieats before and
alter chemotherapy. However, on wecks 6 and 7 we
could not see any progenilor cells in cullures of
paticnis after chemotherapy, whercas thesc cells were
still present -at very low levels- in LTMC from
paticnts before treaiment (Figure 1A).

Adherent myeloid progenitors were cvaluated on
weeks 3, 5 and 7. Al all vime points analyzed, progen-
itor tevels in lymphoma cultures were significantly
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FIGURE | Kinetics of myeioid progenilor cells (CFU-G + CFU-M + CFL-GM) in Lhe nonadherent (A) and adheremt (B) fractions of
iong-lerm marrow culiares from normal bone marrow (N-BM; n=10) and BM from patients with diffuse large-celt bymphoma during aclive
disease (lymphoma; n=10) and a1 the time of compleie ¢linical remission after chemotherapy (post-chemotherapy; n=6). Points indicale
median levels; numbers indicate upper and Jower limit values. Note that the Y-axis is in logarithmic scale

lower than in their normal counterparts (Figure 1B).
No -significant differences were observed between
cultures from patients before and afier chemotherapy.
When both non-adherent and adherent myeloid pro-
genitors were laken together, their fevels in LTMC
from DLCL patients before therapy were extremely
reduced (3.4- 10 18:8-fold), as compared to normal
LTMC (Table III). In LTMC from patients at com-
plete remission, total myeloid progenitor levels were
further reduced. Interestingly, major differences were
observed in terms of the relative proportions of
CFU-G, CFU-M and CFU-GM throughout the seven
weeks in LTMC. Whereas in normal cultures the pro-
portion of CFU-M increased from 32%, on day 0, 1o
T2%, on day 49; in lymphoma cultures (both belore
and after treatment), CFU-G were always the most
abundant type of myeloid progenitor (>80% afier 5
weeks in cultre).

Erythroid progenitors

In LTMC from DLCL patients before chemotherapy,
non-adherent erythroid progenitors were observed for
only three wecks. During this cufture period, the lev-

els of these cells were similar to those observed in
normat BM culres (Figure 2A). In cultures from
patients al complete remission, non-adherent eryth-
roid progenitors werc delected only on week 1 and at
levels signaficantly lower than in cultures from nor-
mai BM and DLCL before therapy (Figure 2A). As
for myeloid progenitors, adherent erythroid progeni-
tor levels were determined on weeks 3, 5 and 7. On
wecek 3, their levels in DLCL (both before and after
chemotherapy) cultures were significantly reduced, as
compared to normal cultures. On  week §
DLCL-belore treatment cultures showed onty a mild
decrease in these cells, so that their levels were simi-
lar o those in normal LTMC. In contrast, these cells
were undetectable in DLCL-after trcaiment cultures
(Figurc 2B). On week 7, erythroid progenitors could
not be detected in any of the LTMC studied. Similar
patierns were observed when both non-adherent and
adherent erythroid progenitors were taken together
(Table 1V). Interestingly, the relative proportions of
CFU-E and BFU-E throughoul the culture period
were similar in nermal and DLCL-afier treatment cul-
tures (CFU-E, 16-35%; BFU-E, 65-84%). In con-
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FIGURE 2 Kiretics of erythroid progenitor cells (CFU-E + BFU-E) in the nonadherent {A) and adherent (B) frections of long-term marrow
cultures from normal bone marrow (N-BAM; n=10) and BM from paticnts with diffuse larpe ccll tymphoma during acuve disezse (lymphoma;
n=1{0) and a1 the tme of complete clinical femission after chemothernpy (post-chemotherapy: n=6). Poirts indicate median levels, numbers
indicate upper and lower limit values. Note that the Y-axis is in loganthmic scale

trast, in DLCL-before weatment culturcs, CFU-E
comprised almost 70% of the tota! numbers of eryth-
roid progenilors afier the first week of culture.

Multipotent progenitors

In contrast to normal BM cultures, in which mulipo-
tent progenitors were detected for three weeks, these
cclls were not detected in any of the lymphoma
LTMC studied, either before or after chemotherapy
{not shown),

Analysis of the hematopoletic microenvironment

In order to assess possible alterations in the hemat-
opoictic microenvironment of DLCL patients, both
before and after chemotherapy, we determined their
content of fibroblastic progenitors at the time of mar.
row sampling, the development of stromal cell layers
in LTMC and the production of certain cytokines in
LTMC.

The Jevels of fibroblast colony-forming cells
{CFU-F) in the marow of DLCL paticnts before
chemotherapy were significantly lower than those

{+7)

CFU-FI10*MNC

-1
DrCtat

Emn T

n BM DLCLbt

FIGURE 3 Number of fibroblast progenitor cells (CFU-F) in bone
marrow from normal subjects (nNBM; n=10) and patients with dif-
fuse Jarge cell lymphoma before therapy (DLCLbt; n=10) and afier
therapy (DECLat; n=6) Results indicate median levels Nymbers
in brackets indicate upper and lower limst valuzs

observed in normal subjects (tnedian numbers were 3
CFU-F/10° MNC in DLCL before chemotherapy vs 7
CFU-F/10° MNC in normal BM; Figure 3). Such lev-
cls were further reduced in patients at complete hema-
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tological remission. Indeed, CFU-F were observed in
only one patient (! CHU-E/16° MNC) after chemo-
therapy (Figure 3).

In keeping with the lower numbers of CFU-F in
DLCL patients, as compared to normal subjects, the
development of stomal cell layers in LTMC from
such patients was also deficient. After 5 weeks of cul-
ture, the numbers of adherent cells in DLCL-before
chemotherapy cultures were about 74% of those
observed in normal LTMC (Table V). These numbers
were funther reduced in LTMC from DLCL patients
after chemotherapy (32% of the levels observed in nor-
mal cultures; Table V). It is also noteworthy that in
LTMC from lymphoma patieats -both before and afier
chematherapy- there was a total absence of adipocytes,
even afier 7 weeks of culture. This is in sharp contrast
10 normal LTMC, in which adipocytes developed in all
of them after § weeks of culiure (not shown).

JIn order to assess some functional aspects of the
hematopoietic microenvironment developed in vitro,
the levels of SCF, TNFo and [L-6 were measured in
LTMC from nermal subjects and lymphoma patients,
after 5 weeks in culure. As shown in Table V, the
median levels of SCF were reduced by 24% in
DLCL-before chemotherapy cultures, as compared to
normal LTMC. Thesc levels were shightly increased at
the time of complete remission, but were stll Jower (by
16%) than in normal LTMC. IL-6 levels were also
reduced (by 42%) in LTMC from DLCL patients, both
before and after chemotherapy (Table V). Finaliy,
TNFa levels showed great variability, both in normal
and lymphoma cultures; however, their median levels
observed in DLCL culwres, both before and after
chemotherapy, were not significanly different from
those in normal BM cultures (Table V). In all the cascs,
the cytokine levels observed before and afier chemo-
therapy were not significantly different.

DISCUSSION

For the last two decades, malignan: lymphoma has
been widely studicd in terms of its cytogenctics and
molecular genetics. To date, however, the composi-
tion and function of the hematopoictic system in lym-

phoma patients is still not fully understood. In order
lo gan some new insights into the biology of this
group of hematological disorders, in the present study
we have cultured BM mononuclear cells from ten lym-
phoma patients and (i} determined their content of
hematopoictic progenitors, (i) characterized the prolifer-
ation kinetucs of these cells in iong-term marrow cul-
tares, and (ui) studied some aspects related to their
hematopoictic microenvironment developed in vitro. We
further extended our study to patients that have achieved
compiete clinical rermission after chemotherapy.

It is clear that malignant lymphoma comprises a
variety of lymphoid disorders with different grades of
severi[y.“'zl Thus, in order to avoid further variability
in our study, due o different clinical conditions of the
patients, we focused only on patients with diffuse
large-cell lymphoma (DLCL.). To our knowledge, this
is the first siudy devoted 1o the in vitro charactenza-
tion of the hematopoietic system in malighant lym-
phoma, in which all patients studied corresponded to
the same type of iymphoma (DLCL).

All 1en patients included in this study were adulis
between 48 and 69 years old. Most of them showed
normal hematological parameters in peripheral blood
(i.c., hemoglobin, hematocrit, leukocyte and platelet
levels) both before and after chemotherapy. Interest-
ingly, our results indicate that in spite of this, all the
patients showed alterations in their hemalopoiclic
system, both in terms of progenitor cells and their
microenvironment.

As compared to normal BM, DLCL patients
showed a 35% reduction in their median relative lev-
cls of progenitor cells, including mycloid, erythroid
and multipotent progenitors. Although this was a con-
sistent finding, this reduction was nol as severe as in
other hematelogical disorders, such as acute myeloge-
nous leukemia, aplastic anemia or myelodysplastic
syndromes, in which progenitor cells can be com-
pletely absent in semisolid cullres. 2022 1 is also
noteworthy that this reduction was similar for all
three types of progenitors, which is also in contrast to
other hematological disorders, such as aplastic anc-
mia?!) and myclodysplastic syndromcs,m] in which
the erythroid arm of hematopoiesis is affected 10 &
significantly greater extent than the mycloid lincage.
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TABLE IV Tota] aumber of erythroid progemitors (non-adherent + adherent) in LTMC from normal subjects and pavuents with diffuse

largc-cell lymphoma

Day Normal Bone Marrow (n=10]

DLCL before Chemotherapy (n=10]

DLCL after Chemothe rapy (n=6)

0 5913 {3130-8550] 3560 [480-8700) 2250 [720-8700}5
2 116 [10-240] 29 [8-184)° 10 [6-2601°

35 4[0-164] 6 [0-144] bd

a9 Bd bd b4

Results represent median [range of the indicated pwmber of samples and comrespond to the number of pregemitor cells per well. bd, below

deicction.

a. p«<0.05 as compared 10 DLCL before chemotherapy on the same day.

b.  p<0.025 as compared to normal BM cultures on the sams day

TABLE V Total number of adherest eells and cytokine levels in LTMC (week 5} fron nommal subjects and patients with diffuse large .cel

tymphoma

Marrew Sample Adherent Celis (x10P well) SCF (pg/mi} TNFa (pg/mi} IL-6 (pg/mi)

Normz] bone Marrow 235 486 113 269
{n=8) [100-665] [450-350] 13.9-16.0] [24 4-23.9]

DLCL s ki 99 157
Before Chemothicrapy (n=10) [120-340] [360-390] [1.2-26.0) [13.7-11.0]

DLCL 5 410% 97 150
After Chemothetapy {n=6) [40-420] [340-450) [10-15.9] [13.3-18.0]

Resulis represent median {range] of he indicated number of samples and comespond 10 the number of adhzrent cells pet well or the levels

the —5%%

of wge indicated cytokine in LTMC supematant

a. p«<0.05 as compared to normal BM cutiumes

Interestingly, not only quantitative but also qualita-
tive alterations of hematopoictic progenitors were
obscrved in this study. In all the cases analyzed, pro-
genitor cells from DLCL paticnts showed a deficient
proliferation in LTMC. Their numbers throughout 7
wecks of culture were significantly reduced, as com-
pared to normal BM-derived LTMC, and this was
obscrved both at the level of non-adherent and adher.
ent progenitor cells. Although such deficient prolifer-
ation kinetics were particularly evident for erythroid
and multipotent progenitors, which is in keeping with
other hematological disorders,?%-*! mycloid progen-
itors also showed a deficient proliferation capacity in
LTMC. Indeed, on day 0 their lovels corresponded to

LTMC. Indeed, on day O the cnded 1o
65% of those in normal cultures; in contrast, on days
35 and 49, their levels corresponded to only 5% and
6% of those observed in normal LTMC, respectively.
It has bcen demonstrated that CFC produced in
LTMC alter 5 weeks of culture are derived from a

more primitive progenitor c¢ell type known as
Long-Term Cutwre Initiating Cell (LTC-IC).I2Y

» Thus, the reduced number of CFC in DLCL-derived

LTMC on days 35-49 may be due to quanutative
and/or qualilative defects in LTC-1C from DLCL
patients. Taken together, our results indicate that in
DLCL, significant alierations exist in terms of
BM-derived hcmatopoictic progenitor cell content
and function in vitro. These results are in kecping
with the study by Soligo et all?*lwho showed
decreased numbers of both mycloid CFC and LTC-IC
in 26 lymphoma patients. These authors also noticed a
deficient proliferation of such cells in cytokine-sup-

It is not clear, however, whether the reduced num-
bers  and  aliered  in vitro  proliferation  of
DLCL-derived progenitors, observed in the present
study, are the result of intrinsic abnormalities of these
cells or due to deficiencics in the hematopoictic
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microenvironment. Indeed, we consistently observed
significant alterations in the hematopoictic microen-
vironment of DLCL patients. Both the number of
fibroblastic progenitors in BM and the number of
adherent cells developed in culture were significantly
reduced, as compared to normal subjects. This corre-
lated with a 24% and a 42% reduction in the median
levels of SCF and IL-6, respectively, two stimulatory
cytokines produced mainly by fibroblasts in the mar-
row microenvironment. In contrast, the levels of
TNFx -a cytokine produced by macrophages and
other cells- were not statistically different to those in
normal BM cultres. It is, then, possible that the
reduced levels of SCF and IL-6 in DLCL-derived
LTMC contribute, at least in part, to the deficient pro-
fiferation of hematopoietic progenitor cells in this cul-
ture system,

The results presented above, however, need to be
taken with caulion since there was an age disparity
between the group of lymphoma patients (48 — 69
years old; median = 51 years) and the contro! group
(20 — 57 years old; median = 29 ycars). In the group
of normal subjects, we did not observe any significant
differences in the levels of hematopoietic progenitors
between cullures from young (20 — 36 years old;
n = 7) and mature (45 — 57 years old; n = 3} individu-
als, thus, suggeting that the differences observed
between normal and lymphoma cultures were due to
the disease ilsell, however, we can not rule out the
possibility that the differences in age had something
to do with the hematopoietic differences observed in
culture.

It is noteworthy that the hematopoietic and micro-
cnvironmental abnormalities described above were
still present in all the patients studied at the time of
complete clinical remission. In these patients, the lev-
els of mycloid progenitors were similar to those secn
in patients during active disease, whereas a further
decrease in erythroid and multipotent progenitors was
observed. CFU-F and LTMC adherent cell numbers
were also lower than in patients before chemotherapy
and the levels of SCF and IL-6 in LTMC were similar
to those in LTMC from paticnts in active disease. [t
has 10 be kept in mind, however, that the analyses at
complete clinical remission were performed 6 — 12

months after chemaotherapy. Since we were unable to
perform studics after more than one year pust-lreal-
ment we are not certain that a complete hematopoictic
recovery was achieved later on. Previous studies in
patients with lymphoid malignancies {i.c.. Hodgkin's
disease and Acute Lymphoblastic Leukemia) have
shown evidence of impaired BM [unction -including
both hematopoietic progenitors and their microenvi-
ronment- in patients at complete clinical remission.
Furthermore, such abnormalitics were observed in
patients several years aficr thc completion of the
treatment.[25-27] Although the nature of these dis-
cases is different to the onc of DLCL, our results are
in keeping with the above obscrvations.

The fact that in sevcral hcmalological disorders
(including Aplastic Ancmial?!! Hodgkin’s  dis-
case.!Pl Acute Lymphoblastic Leukemial?Mand
DLCL -this study-) a significam reduction in progeni-
tor cell levels and function has been observed, even
though the hematological paramcicrs of palicnls are
normal, implies that certain [uncticnal changes have
occurred in the hematopoictic sysiem of such patients,
so that lower numbers of progenitor cells are capable
of generating normal numbers of mature cells. It
would be interesting to study the cxpression of profif-
cralion- and apoptosis-rciaied genes in HPC, both
before and after chemotherapy. and scarch for specific
gencs that may control the proliferation potential of
these cells under differcnt physiological conditions.
Evidently, these studies would be of great clinical rel-
evance.

In summary, in the present study we have demon-

strated significant deficiencics in the composition and ek
function of the hematopoictictin patients with diffuse YSem

large-cell lymphoma, both during active discase and
at the time of complcete clinical remission. The altera-
tons observed after treatment might be due to pro-
longed (permanent?) effects of chemotherapy on BM
elements (e.g., stromal cells), a notion that has been
supported by a number of cxperimemal evi-
dences.[282% A( this moment, however, we do not
know the origin of the hematopoictic alicralions
cccurming during aclive discase. Because none of the
patients included in this study showed cvidence of
marrow infiltration, the alicrations obscrved did not
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seem to be duc to the presence of malignant lym-
phocytes in the marrow sample. However, the malig-
nant lymphoma cells could be implicated in such
alterations by secreting cytokines thal exert a
long-lasting inhibition of the growth of normal pro-
genitor cells, or cytokines that act on stromal cells
inducing a long-term modification of their cytokinc
production pattern. Further studies should be con-
ducted to address these issues.
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