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RESUMEN

Las c6lulas progenitoras  mesenqujmaticas forman  parte del estroma  de

la  medula  6sea,  pueden  ser mantenidas y amplificadas  ex v/-vo,  e inducidas  a

diferenciar a celulas de distintos tejidos 6seo,  cartilaginoso,  muscular,  adiposo,

nervioso y estroma hematopoy6tico.

Las   c6Iulas   progenitoras   mesenquimaticas   establecen   una   estrecha

relaci6n  funcional  con  otra  poblaci6n  de  c6lulas  troncales  presentes  en   la

m6dula  6sea,   Ias   hematopoy6ticas.   Se  desconoce   la   relaci6n   entre  estas

poblacjones   celulares   durante   el   desarrollo   fetal    del   conj.unto   sistemas

hematopoy6tico    y    mesenquimatico    (ontogenia    de    la    relaci6n    progenitor

mesenquimatico - progenitor hematopoy6tico).  Sobre la base que la sangre de

cord6n  umbilical  contiene  c6Iulas  progenitoras  hematopoyeticas,  este  trabajo

tiene como hip6tesis que las c6lulas progenitoras mesenquimaticas tambi5n se

encontrarfan presentes a este nivel.

El trabajo desarrollado en este tesis demuestra que la sangre de cord6n

umbilical     humana    contiene    c6Iulas    progenitoras     mesenquimaticas    con

caracteri'sticas  morfol6gicas,  inmunofenotrpicas  y  funcionales  equivalentes  a

las  de  c6lulas  obtenidas  de  m6dula  6sea  adulta.  Adicionalmente,  a trav6s  de

estudios   de   xenotrasplante   se   demostr6   que   estas   c6lulas   pueden   ser

trasplantadas  y se  localizan  en  la  m6dula  6sea  y  otros  tejidos  del  organismo

receptor.  Esta  observaci6n  sugiere  que  estos  progenitores  representan  una

xvii



poblaci6n    de    c6lulas    en    tfansito,    en    conjunto    con    los    progenitores

hematopoy6ticos presentes a este nivel, dirigida a colonizar la m6dula 6sea.

Durante la  vida  adulta,  sera  este tejido  el  que  sustentafa  los  procesos

hematopoy6tico  y  mesenquimatico  para  lo  cual  se conforman  microambientes

especificos,    ricos   en    sefiales    que    regulan    la   funcionalidad    de   ambas

poblaciones  celulares.  Asi,  en  este  trabajo  se  demuestra  tambi6n  que  IL-6,

citoquina  reguladora  del  metabolismo  6seo,  puede  modular  la  diferenciaci6n

ostog6nica  de  los  progenitores  mesenquimaticos,  mecanismo  regulado  por  la

expresi6n y biodisponibilidad de la citoquina y las cadenas de receptores en el

microambien{e.

La  presencia  de  c6Iulas  progenitoras  mesenquimaticas  en  sangre  de

cord6n  umbilical  representa una  nueva visi6n  de la  ontogenia de los sistemas

hematopoy6tico  y  mesenquimatico,  y  en  conj.unto  con   la  modulaci6n  de  la

capacidad    osteogenica    de    los    progenitores    mesenquimaticos    por    IL-6,

representan  una  valiosa  opci6n  para  el  desarrollo  y  uso  de estas  c6lulas  en

terapias biol6gicas de estos sistemas.
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ABSTRACT

The    mesenchymal    stem    cell    has    been    isolated,    expanded    and

characterised   ex   v7.vo,   mainly   by   its   differentiation   properties   into   several

mesenchymal  lineages  like,  bone,  cartilage,  muscle,  adipose,  neural  and  cells

of-the hematopoietic-supporting stroma.  It has been reported that the adult bone

marrow  is  the  unique  site  of  residency  of  mesenchymal  stem  cells,  where  it

established a close relationship with the hematopoietic stem cell.

Since  umbilical  cord  blood  is the  vehicle  by which  during  development,

hema{opoietic  stem  cells  reaches  the  new  forming  marrow,  we  hiphote{yzed

that mesenchymal stem cells may also be present in the cord blood,  mimicking

what   happens   in  the  adult  marrow.   In  this  thesis  we  investigated  for  the

presence of mesenchymal stem cells in cord blood at different gestational ages

and  whether the  putative  cells  exhibited  the  same  characteristics  of  marrow-

derived mesenchymal stem cells.

Results    demonstrate    that    human    umbilical    cord    blood    contains

mesenchymal  stem  cells with  morphological,  immunophenotypic and functional

characteristics equivalent to those of cells obtained from adult  bone marrow.   In

addition,  xenotransplant  studies  demonstrated  that  human  cord  blood  derived

mesenchymal  stem  cells,  can  be  transplanted  and  located  both  jn  the  bone

marrow and selected   tissues of the recipient. These observations suggest that

cord blood derived mesenchymal stem cells, as it occurs with the hematopoietic

XIX



Stem    cells,    represent   a   population    of   progenitor   cells    travelling    during

development from undetermined sites into the newly formed   marrow.

In   term,   in   the   adult   marrow  the  coexistence   of  hematopoietic  and

mesenchymal      stem      cells      suggests      the      conformation      of      specific

microenvironment   (s)   rich   in   signals   that   regulate  the  functionality   of  both

cellular populations.  One of these signals is  IL-6,  which  is produced  by several

Cells in the marrow stroma,  including the mesenchymal cell itself.  ]n this work it

is   demonstrated   that   lL-6,    despite   its   effect   as   a   potent   modulator   of

osteogenesis,   does   not   affect   mesenchymal   stem   cell   osteodifferentiation.

However,  after  mesenchymal  stem  cells  commit  to  osteogenic  lineage,   IL-6

enhances osteodifferentiation  of these cells  by a  mechanism  that depends  on

the  availability  of  the  cytokine,   its  soluble   receptor  subunit  and   membrane

associated-gpl 30.

The presence of mesenchymal. progenitors cells in  human  umbilical cord

blood    represents    a    new    ontogenic    vision    for    the    hematopoietic    and

mesenchymal systems, which in conjunction  with the observed effect of lL-6 (a

common   "microenvironmental   modulator"),   seems  to     represent  a   valuable

option for the derivation of  adults stem cells and its uses in biological therapies.

XX



lNTRODUCCION

La  capacidad  de  un  organismo  adulto  para  mantener  la  homeostasis

celular de sus tej.idos u 6rganos,  como asimismo,  para reparar o reconstruir un

{ejido dafiado, se sustenta .en poblaciones de c6lulas troncales indiferenciadas.

Una  c6lula  troncal   debe  tener  la  capacidad  de  proliferar  y  mantener  una

poblaci6n   con   estas   caracterfsticas   (autorenovaci6n)   y  frente   a   estimulos

especiflcos,   proliferar  y  diferenciar  hacia   un   linaje  celular  determinado.   EI

desarrollo   del   proceso   de   diferenciaci6n   de   una   c6lula   troncal   implica   la

transici6n desde un estado pluri o multipotente hacia un estado de compromiso

con un determinado linaje.  La progresi6n a trav6s de la via de diferenciaci6n de

estos  progenitores  comprometidos,  culminafa  con  la  maduraci6n  y  expresi6n

del  fenotipo terminal  (Figura  1)(Hall,1983;  Potten  y  Loeffler,  1990;  Morrison  y

col,1997)

La m6dula 6sea (MO) contiene dos poblaciones de c6lulas troncales:  a)

las    celulas    progenitoras    hematopoy6ticas    que    sustentan    el     proceso

hematopoy6tico  (Orkin,  1995),  y  b)  Ias  c6lulas  progenitoras  mesenquimaticas

(CPM),   que  sustentan  el  proceso  mesenquimatico  (Caplan,   1994;   Prockop,

1997).   La   caracterizaci6n   del   proceso   de   diferenciaci6n   hematopoy6tica,

cumple  con  el  modelo  celular  planteado  en  la  Figura  1,  sin  embargo  estos

eventos no han sido establecidos para la diferenciaci6n mesenquimatica.

Las CPM fueron  identificadas originalmente como c6lulas  presentes en

la MO con  capacidad para  diferenciar al linaje osteog6nico (Friedenstein y col,
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1968;   Friedenstein  y  col,   1976;  Castro-Malaspina  y  col,   1980;  Sale  y  Storb,

1983;  Piersma y col,1985). Posterjormente se ha logrado determinar que estas

son   c6lulas  multipotencjales,   con  capacidad  de  diferenciar  a  varios  linajes

mesenquimatjcos  que  forman  tejidos  tales  como:   hueso,   cartl'lago,   tend6n,

mdsculo,   tejido   adiposo   y   estroma   hematopoy6tico.   (Pereira   y   col,   1995;

Galmjche,   1993;   Ferrari  y  col,   1998;  Conge[  y  Minguell,   1999;  Dennis  y  col,

1999;  Pittenger y col,1999)  Distintas denominaciones  nan  sido  uti]izadas  para

identificar  a  esta  poblaci6n  celular.  CFU-F  ("colony  forming   unit-fibroblast"),

MSF  ("marrow  stromal  fibroblast"),  MSC  ("mesenchymal  stem  cells`'),  o  MPG

("mesenchymal    progenitor    cells")    corresponden     a    algunas    de    estas

denominaciones (Castro-Malaspina y col,1980;  Pjersma y col,1985;  Kuznetsov

y col,1997).  EI  uso de la denominaci6n  CPM,  permjte considerar la existencia

tanto de una celula troncal mesenquimatica   (CPM no comprometida) como de

progenitores  mesenquimaticos  con  algdn  grado  de  compromiso  hacia  ]inaj.es

determinados (Zohar y col  1997;  Minguell y col, 2001).

En  los  dltjmos  afios  la  investigaci6n  con  CPM  ha  estado  centrada  en

establecer   los   potenciales   de   diferenciaci6n   de   estas   celulas   y   posibles

proyecciones  para  su  uso terap6utico (Prockop,  1997;  Bordignon  y col,  1999;

Wejssman,  2000;  Mingue» y col,  2000).  Existe  una  limitada,  aunque creciente

cantidad   de   informaci6n   respecto   a   la   caracterizaci6n   de   estas   c6Iulas

(expresi6n  de  marcadores  especificos,  fuentes  de  origen,  trasplantabilidad,

reguladores biol6gicos de sus procesos de diferenciaci6n,  etc)  (Dominici y col,

2001;    Minguell   y   col,    2001).   Al   iniciar   este   {rabajo   de   tesis   (1998),    Ia
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informaci6n    disponible    permitia    establecer    un    esquema    parcial    de    las

caracteristicas,  fisiologfa  y  rol  de  las  CPM  en  el  organismo,  Io  cual  ha  sido

complementado por el desarrollo de este y otros trabajos en los dltimos afros.

1.    MESENGENESIS

Durante  el  desarrollo  embrionario,   el  mesodermo  diferencia  a  tejidos

tales como hueso,  cartilago,  mdsculo,  tendon,  estroma de m6dula 6sea,  tejido

adiposo,   dermis   y  otros  tejidos   conectivos.      La   genesis   de   estos   tejidos

mesod6rmicos es denominada Meseng5nes;.s (Caplan,  1994)(Figura 2).

El  proceso  meseng6nico  continda  a trav6s  del  desarrollo  y vida  adulta,

con   la   funci6n   de   mantener   los   tej.idos   mesenquimaticos   y   asegurar   su

adecuada   reparaci6n   frente   a   una   injuria.   Tales   procesos   implicarfan   la

reedici6n     de     los     eventos     celulares     asociados     a     la     diferenciaci6n

mesenquimatica  observado  en   el   embri6n.   Sin   embargo,   en   el   organismo

adulto,  el proceso mesenquimatico esta sustentado por una poblaci6n de CPM

ubicada en la MO (Friedenstein y col,1976;  Owen y col,1985;  Caplan,1991).

Frente    al    requerimiento    regenerativo    o    reparador    de    un    tejido

mesenquimatico,  el proceso de diferenciaci6n comprende el compromiso de la

CPM   trocal   a   seguir   un   linaje   mesenquimatico   especl'fico,   y   la   posterior

maduraci6n a trav6s de esta via .  Paralelamente al proceso de diferenciaci6n,

debe existir una migraci6n de las CPM comprometidas desde la  MO,  hacia los

sitios  de  regeneraci6n/reparaci6n  donde  el  fenotipo terminal  es  requerido  y
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expresado    (Caplan,     1994).    Los    mecanismos    reguladores    tanto    de    la

diferenciaci6n  de  un  linaje  en  particular,   como  de  la  migraci6n  de  las  CPM

desde la MO,  son  desconocidos,  aunque algunas citoquinas podrian  participar

en este proceso (Urist,1983; Ahrens y col,1993;  Gimble y col  1995;  Kuznetsov

y col,1997)

2.    RESIDENCIA DE LAS CPM.

En  el  organismo  adulto  las  CPM  troncales  residen  en  el  estroma  de  la

MO  y  desde  este  lugar sustentan  el  proceso  mesenquimatico  (Caplan,  1994;

Prockop,   1997).  Adicionalmente  se  han  detectado  CPM  comprometidas  en

otros   tejidos     tales   como   hueso,   cartflago   y   mdsculo   (Urist  y   col,   1978;

Grigoriadis  y  col,1988;  Bernard-Beaubois  y col,1997;  Caplan  y  col,1997),  Io

que  es  interpretado  como  la  migraci6n  de  estos  progenitores  que  se  han

movilizado desde la  MO en  respuesta al  requerimiento del tejido en  particular.

Cualquiera sea el caso,  es evidente que las CPM  pueden  movilizarse a trav6s

de  la  sangre,  lo  cual  ha  sido  demostrado  en  ratones  (Piersma  y  col,  1983)  y

observado en humanos bajo cjertas condiciones (Fernandez y col,1997).

Los  sitios  de   residencia,   funcionalidad   y   posible   migraci6n   de   CPM

durante  el  desarrollo  fetal  no  han  sido  evaluados.  De  ocurrir,  el  proceso  de

migraci6n debiese ser a trav6s de la circulaci6n fetal.  Por ello,  la presencia de

CPM   en   la   sangre   de   cord6n   umbilical   (SCU)   puede   representar  valiosa

informaci6n   para  el   uso  de  estas  c6lulas  en  el  desarrollo  y  aplicaci6n  de
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terapias  biol6gicas.  Es  el  caso  de  lo  que  actualmente  ocurre  con  las  c6lulas

progenitoras hematopoy6tjcas presentes en SCU  (Rubinstein,1995),  Io que ha

permjtido la existencia de bancos de SCU que se utilizan en procedimjentos de

trasplantes de estas c6Iulas (Dennis-Kendall y col,  1996).

3.- CARACTERIZACION  DE CPM DE MO.

La  CPM  que se  encuentra  en  el  estroma  de  la  MO,  puede  ser aislada,

mantenida   y   expandida   ex   v/.vo   (Bruder   y   col,    1997a).   Originalmente   fue

identificada sobre la  base de su  morfologfa fibroblastoide,  capacidad adhesiva

y   potencial   osteog6nico   (Friedenstein,    1976;    Castro-Malaspina,    1980).    EI

potencial proliferativo presenta como requerimiento el uso de medios de cultivo

enriquecidos   con   suero   fetal   bovino   (SFB)   seleccionado   (Prockop,    1997),

aunque  algunos  reguladores fisiol6gicos  de  la  proliferaci6n  tales  como  PDGF,

TGFf},   bFGF,   EGF     han  sido     postulados  (Kimura  y  col,   1988,   Kuznetsov,

1997).

Se han  identificado algunos  marcadores definidos como especfficos del

linaje  mesenquimatico  y  que  son  expresados  por  las  CPM:  antigenos  de  la

familia  SH   (SH2,   SH3  y  SH4),   or-smooth   muscle  actin   (actina  de   mt]sculo

esquel6tico,  ASMA)  y STRO-1  (Simmons  y Torok-Storb,1991;  Haynesworth  y

col,   1992;  Galmiche  y  col,   1993).  Por  otra  parte,  estas  c6lulas  no  expresan
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marcadores   de   linaje   hematopoy6tico   (CD14,   CD34   y   CD45)   o   endotelial

(CD31,  VWF).

Estas  c6lulas  producen  mol6culas  de  matriz  extracelular  (fibronectina,

laminina,  colagenos tipo  I,  lil,,  lv,  VI)  y expresan  mol6culas de adhesi6n  en  su

superficie   (VCAM-1,   ICAM-1)   (Prockop,   1997;   Chichester  y  col,   1993),   Ias

cuales  han  sido  asociadas  a  su  rol  como  soporte  fisico  y  regulador  de  la

biodisponibiljdad de citoquinas reguladoras de la hematopoyesis (Gordon y col,

1987)

Se ha demostrado que las CPM producen algunas citoquinas o factores

de  crecimiento  hematopoy6ticos  tales  como  IL-6,  G-CSF,  M-CSF,  SCF  y  LIF

(Hayneswoth  y col,1996;  Majumdar y col,1998),  lo cual refleja su contribuci6n

en  la  constituci6n  del  estroma  de  la  MO.   Por  otra  parte,   expresan  en  su

superficie  algunas  cadenas  de  receptores  para  factores  como  PDGF,   EGF,

IGF-1,  NGF (Gronthos y Simmons,1995;  Conget y Mjnguell,1999;  Satomura y

col,1998;  Pittenger y col  1999),  aunque el rol de 6stos en la fisiologfa de estas

c6Iulas no ha sido evaluado.

4.  POTENCIAL DE DIFERENCIACION DE CPM.

Las primeras evidencias sobre el potencial de diferenciaci6n de las CPM

fueron obtenidas en forma secundaria a ensayos /-n w.vo de trasplantes de MO

(Friedenstein    y    col,     1968;    Sale    y    Storb,    1983;    Prockop,     1997).    Con

posterioridad,   estudios  i.n  vj.fro  o  ;.n  vino  realizados  con  CPM  han  permitido



demostrar  que  estas  c6lulas  tienen  el  potencial  para  diferenciar  a  fenotipos

correspondientes a tejidos tales  como  hueso  (Goshima  y col,1991;  Pereira  y

col,1995;  Kadiyala  y col,1997),  cartilago  (Pereira  y  col,1995;  Kadiyala  y col,

1997),  tend6n  (Young y col,1998),  mrisculo (Ferrari y col,1998),  tejido adiposo

(Nuttall  y col,1998)  y estroma  de  MO  (Kuznetsov y col,1997;  Majumdar y col,

1998).

Los cultivos de CPM estan conformados por una poblaci6n  heterog6nea

de c6lulas dentro de las cuales una subpoblaci6n corresponde c6lulas troncales

mesenquimaticas  no  comprometidas,  y  las  demas  representan  progenitores

con  djstinto grado de  compromiso  hacia  los  linajes  mesenqujmaticos  (Zohar y

col,   1997;   Colter  y  col,   2000;   Muraglia  y  col,   2000).   Trabajo   realizado  en

nuestro  laboratorio  ha  permitido  postular  un  esquema  de  diferenciaci6n  en  el

que  se  establece  una jerarqufa  divergente de  progenitores  mesenquimaticos,

desde la c5lula troncal hasta los linajes (Minguell y col,  2001)(Figura 3) En este

esquema  de  diferenciaci6n,  a  partir  de  la  c6lula  troncal  mesenquimatica  se

generan  distintos  progenitores  que  adquieren  un  compromiso  hacia  un  linaje

mesenquimatico,   y  como  consecuencia  de  ello   restringen   su   potencial  de

diferencjaci6n.    (Figura    1).    Los    progenitores    comprometidos        presentan

caracterfsticas  jntermedias  entre  la  c6Iula troncal  y  los  progenitores  maduros,

pueden compartir algunas caracteristicas comunes en{re sf,  aunque   adquirifan

caracterfsticas  especfficas  a  medida  que   maduren   y  expresen  el  fenotipo

terminal.
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FIGURA 3:  Distribuci6n I.efarquica de los progenitores mesenquimaticos.

En  este  esquema  de diferenciaci6n  los  progenitores  mesenqujmaticos
se   encuentran    subdivididos    en    tres    subpoblaciones:    c6Iulas   troncales
mesenquimaticas  correspondientes  a  CPM  no  comprometidas,  progenitores
mesenquimaticos  comprometidos  con   un   linaje   mesenquimatico  y  c6lulas
maduras.   Los   progenitores   comprometidos   han   sido   denominados   como
unidades formadoras  de colonias  (CFU)  y su  potencial  de diferenciaci6n  por
S,  estroma  hematopoyetico;  0,  osteoblastos;  C,  condrocitos;  T,  tenocitos; A,
adipocitos;  skM,  c6Iulas  de  mdsculo  esquel6tjco;  smM,  c6Iulas  de  mtisculo
liso; cM,  c6Iulas de mtlsculo cardiaco; As,  astrocitos;  01,  oligodendrocjtos y N,
neuronas.  El esquema  ha sido estructurado en  base a estudios con  cultivos
expandidos  de  celulas  progenitoras  mesenquimaticas  de  la  m6dula  6sea
adulta (Minguell,  JJ y col,  2001,  anexo 3).
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El   compromiso   de   las   CPM   hacia   un   linaje   especi'fico   implica   la

expresi6n  y/o  activaci6n  de  factores  de  transcripci6n  determinados. Asf, los

factores Cb fa-1,  PPARy2 y MyoD que no se expresan en  la  CPM troncal,  si lo

hacen    en    CPM    comprometjdas    hacia    los    linajes    osteo/condrog6nico,

adipog6nico  y    muscular  .  respectivamente  (Ducy  y  col,   1997;   Nuttall  y  col,

1998)

La  maduraci6n  implica  la expresi6n  y/o activaci6n de genes  y proteinas

asociadas   a   la   funcionalidad   del   fenotipo.    De   esta   forma,    para   la   via

osteog6nica se observa la expresi6n de los genes que codifican para fosfatasa

alcalina,  osetocalcina,  osteopontina,  sialoprotefna del hueso y colageno I (Stein

and Lian,1993) En el caso de la via condrog6nica, se expresan colageno I,I y IX

y   proteoglicanes   y  en   la   via   adipog6nica,   ap2,   adipsina,   leptina   y   lipasa

lipoproteica   (Ailhaud   et   al,   1990).   La   via   miogenica   se   caracteriza   por   la

expresi6n de miogenina,  MRF4 y miosina (Smith et al,1993).

La expresi6n de estos marcadores de compromiso y maduraci6n permite

evaluar el curso del proceso de diferenciaci6n.  Finalmente,  tambi6n es posible

analizar   el   fenotipo   maduro   de   cada   linaj.e   al   evaluar   la   aparici6n   de

caracterfsticas especfficas como la acumulaci6n de dep6sitos de hidroxiapatita

en  la  matriz  extracelular,  gotas  de  grasa  en  el  citoplasma  o  la  formaci6n  de

miotubos   multinucleados   para   la   diferenciaci6n   osteog6nica,   adipog6nica  o

miog6nica  respectivamente  (Friedenstein,  1976;  Owen,   1988;  Wakitani  y  col,

1995)
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5.-6EXISTEN MICROAMBIENTES MOLECULARES MESENQUIMATICOS?.

Existe   escasa   informaci6n   respecto   a   los   mecanismos   moleculares

involucrados  en  la  regulaci6n  de  la  diferenciaci6n  de  las  CPM  a  los  linajes

mesenquimaticos.   Algunos  de   los   inductores   utilizados   en   los   ensayos  de

diferenciaci6n  f.n  v7fro  son  estl'mulos  fisiol6gicos,  tales  como  glucocorticoides

(Beresford y col,1992)  y miembros de la super-familia de los TGFP,  entre los

que  destacan  BMP-2  y  BMP-4  (Ahrens  y  col,  1993;  Gimble  y  col,   1995)  que

promueven la diferenciaci6n osteo/condrog6nica.  Otros moduladores como LIF

y  lipoprotefna  de  baja  densidad  oxidada  (LDL),  han  mostrado  capacidad  para

inducir la diferenciaci6n adipog6nica (Aubert y col,1999;  Parhami y col,1999).

La   mayor  parte  de  los   inductores   utilizados  t.n   vt.fro  corresponden  a

estfmulos qufmicos artificiales  sin  relevancia fisiol6gica  (dexametasona,  IBMX,

indometacina,  a-glicerofosfato,  acido asc6rbico,  5-azacitidina,  etc.)  (Grigoriadis

y   col,   1988;   Wakitani   y   col,   1995;   Bruder  y   col,   1997b).   Sin   embargo   la

existencia    y    composici6n    de    microambientes    moleculares    comunes    o

exclusivos     para     modular     la     diferenciaci6n     a      los     distintos     linajes

mesenquimaticos no se conoce.
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6.  PROYECCIONES TERAPEUTICAS PARA EL USO DE CPM.

Los potenciales de autorenovaci6n  y diferenciaci6n  de las CPM  ofrecen

interesantes   proyecciones   para   su   uso   en   terapias   biol6gicas   dirigidas   a

reemplazar o  reparar un tejido determinado. Asr,  se han  desarrollado variadas

lfneas  de  investigaci6n  para  estimular aplicaciones  terap6uticas  dirigidas  a  los

tejidos mesenquimaticos o indirectamente al sistema hematopoy6tico.

Las  primeras  observaciones  respecto  de  la  transplantabilidad  de  las

CPM  han  sido obtenidas en  forma  secundaria  a transplantes  de  medula  6sea

en    los    cuales    se    han    observado    no    s6Io    la    reconstituci6n    del    linaj.e

hematopoy6tico,   sino  tambi6n   de  algunos  tej.idos   mesenquimaticos   (Sale  y

Storb,1983;  Horwitz y col,1999)

La posibilidad  de utilizar CPM en aplicaciones clfnicas ha  sido evaluada

considerando  la  posibilidad  de  dirigir. Ias  c6lulas  a  tejidos  mesenquimaticos

definidos,  ya  sea  por  inyecci6n  directa  o  implante  local,  proceso  que  busca

producir   la   reparaci6n   o   regeneraci6n   local   del   tejido   aprovechando   su

potencial   de   diferenciaci6n.    Esta   alternativa   ha   sido   utilizada   en   hueso

(Goshima y col,1991;  Richards y col,1999),  cartflago (Johnstone y Yoo,1999)

y  tend6n  (Young  y  col,1998).  Alternativamente  han  sido  infundidas  en  forma

sist6mica con el fin de obtener la destinaci6n hacia la MO (Lazarus y col,1995)

y repoblar el organismo con una nueva dotaci6n de CPM orientada a sustentar

un    nuevo   proceso    meseng6nico   en    reemplazo   de   uno   funcionalmente
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deficiente  o  dafiado,  aprovechando  su  capacidad  de  ser  trasplantable  y  su

potencial de autorenovaci6n (Figuras 2 y 3).

EI    uso    de    las    CPM    en    terapias    biol6gicas   debe    ser   ampliado

considerando  el  atractivo  blanco  que  este  modelo  celular  representa  para  la

terapia  g6nica.   En  este  contexto  se  logrado  transducir  eficientemente  CPM

humanas  con  un  vector  retrovirales  y  adenovirales  (Li  y  col,  1995;  Conget  y

Mingue,,'  2000).

PROPOSITOS DE ESTA TESIS.

La propuesta original de esta tesis fue estructurada sobre la base de la

informaci6n    existente    has{a    1997.    Considerando    la    fapida    evoluci6n    y

generaci6n  de  informaci6n  en  el  ambito  de  las  CPM  de  MO,   Ia  propuesta

original  present6 algunas  redefiniciones a fin  de dirigir el  desarrollo de  la tesis

hacia aspectos no abordados por otros estudios.

Los  objetivos  principales  de  este .trabajo  son  detectar  la  presencia  de

CPM   en   la   SCU   humana   y   evaluar  la   posible   constituci6n   molecular  de

microambientes   especificos  que   regulen   la   capacidad   de   proliferaci6n   y/o

diferenciaci6n de la CPM
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Sobre la  base de lo propuesto,  el trabajo  realizado tuvo  como objetivos

especrficos:

1.-   Evaluar   la   presencia   de   CPM   en   SCU,   y   realizar   la   caracterizaci6n

fenotipica y funcional de estas c6Iulas.

2.-  Evaluar  el  impacto  de  citoquinas  de  la  familia  IL-6  en  la  proliferaci6n  y

diferenciaci6n  osteog6nica de CPM  humanas,  como alternativa  para definir un

microambiente molecular regulador para estas c6Iulas.

3.-  Realizar  estudios  de  trasplante  de  CPM  para  evaluar  su  capacidad  de

reconocer y establecer residencia en la MO y/u otros tejidos mesenquimaticos.

4.-  Evaluar el  potencial  uso  de  CPM  en  aplicaciones  terap6uticas  dirigidas  al

sistema    hematopoy6tico   o   mesenquimatico,    por   medio   de   estudios   de

xenotrasplante.



MATERIALES Y METODOS

A.   MATERIALES.

De AB/C, se obtuvo 5-FU.

De   B/.o-f3ad   se   obtuvo. acrilamida,    bis-acrilamida,    marcadores   de    peso

molecular para proteinas,  membrana para transferencia de proteinas PVDF,  kit

para determinaci6n de concentraci6n de proteinas.

De Chem/.con, se obtuvo el anticuerpo monoclonal MA81470.

De  Daho,  se  obtuvieron  los  anticuerpos  anti-CD14    y  anti  CD-34  conjugados

con  PE,  anti-CD38 conjugado con  RPE,  anti-CD45 conjugado con  RPE-Cy5,  y
\

las respectivas inmunoglobulinas controles de isotipo.

De Hyc/one, se obtuvo SFB definido.

De Merck, se obtuvo acido ac6tico glacial, etanol absolute, formaldehrdo, urea.

De IVEIV se obtuvo 32P_uTp.

De  i/fe  Techno/og/.es,  se  obtuvo  Ch-MEM,  M199,  DMEM,  lMDM,  PBS,  TGFP1,

estandar de peso molecular ^DNAIHindlll.

De Operon Tech. /nc, se obtuvieron los partidores para amplificar P-actina.

De Os/.r/.s, se obtuvieron los anticuerpos monoclonales SH2, SH3, SH4.

De Pftarm/.ngen,   se obtuvo el anticuerpo anti-CD130 conjugado con RPE,  el kit

para  ensayo  de  protecci6n  a  ribonucleasa  Riboquant,  los  set  de  templados

hcK-4 y hcR-2 para transcripci6n /.n v/.fro.

De Po/arof.d, se obtuvo pelfcula instantanea en blanco y negro tipo 667.

16
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De Promega.  /nc.,  se obtuvo  rag DNA poljmerasa,  dATP,  dGTP,  dTTP,  dcTP

estandar de  peso  molecular DNA  ladder  100  bp  y  los  kit  para  purificaci6n  de

RNA "SV total RNA Isolation System", para RT-PCR "Access RT-PCR System"

De  SJ.gma   Chem/.ca/s  Co.,  se  obtuvo  Ficoll-Hypaque,  tripsina,   BSA,   EDTA,

HEPES,  Tris,  IBMX,  indometacina,  FDA,  X-Gal,  DEPC,  agarosa,  bromuro  de

etidio,  Pl,  AO,  Crjstal Violeta,  Azul  Tn-pan,  Nile  Red,  Oil  Red  0,  Sudan  Black,

Alizarin  Red  S,  Ios  kits  para  determinacj6n  citoqufmica  de  actividad  fosfatasa

alcalina,   fosfatasa   acida,   or-naftil   acetato   esterasa   y   naftol   AS-D   acetato

esterasa, de polisacaridos (acido pery6dico/SchifD y lfpidos (Sudan black a)

De  R&D   Systems  se  obtuvieron   los  anticuerpos  anti-IL6   receptor,   anti-LIF

receptor,  anti-gpl30,  las protefnas  lL-6,  LIF,  sgpl30,  SCF,  y los kit ELISA para

determinaci6n de IL-6,  LIF, sgpl30 y slL-6R.

De Sanfa Cruz Bj-ofechno/ogy se obtuvo el anticuerpo monoclonal contra stat-3

fosforilado (8-7).

De Stem Ce//s medjo de cultivo Mesenculth,  kit para selecci6n de progenitores

hematopoy6ticos Rosettep.
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a.  METODOS.

1.   CULTIVOS CELULARES.

1.a.  Obtenci6n y cultivo de CPM humanas desde SCU.

CPM  humanas  se  ajslaron  a partjr de  cosechas de  SCU  obtenidas  de

partos  con  rangos  de  edad  gestacjonal  entre  28  y  42  semanas,  siguiendo

protocolos  de  los  Comit6  de  Etica  de  los  Hospitales  Salvador y  Barros  Luco,

Santiago.

Las muestras  de SCU fueron  colectadas  en  botellas conteniendo  10  ml

de medio de cultivo M-199 con heparina (2.500 Ul),  y fueron procesadas dentro

de las  24  horas siguientes a  la  cosecha.  A cada  muestra se  realiz6  recuento

celular   y   de   progenitores   hematopoy6ticos   por   citometrfa   de   flujo.   Cada

muestra  fue  dilufda  con  un  vommen  de  M-199  y  luego  se  separaron  c6lulas

mononucleadas (CMN) en una gradiente continua de Ficoll-Hypaque (densidad

1,077 g/cm2) y se centrifug6 a 400 x g por 30 min a temperatura ambiente (TA).

Las  CMN  fueron  extrafdas  desde  la  interfase  de  la  gradiente,  lavadas  con  Ch-

MEM,  centrifugando  a  700  x g  por  10  min  a  TA.  Las  CMN  asf obtenidas,  se

resuspendieron  en   Ch-MEM  suplementado  con   suero  fetal  bovino   (SFB)  20

%(v/v)     y  se  sembraron  a  una  densidad  de  1   x  106  CMN/cm2.   Cuando  la

monocapa de c6Iulas adherentes establecida se hizo confluente  (dfas 20-25),

se eliminaron las c6Iulas no adherentes y las adherentes se tripsinizaron.  Para

ello,  Ias  monocapas  se  incubaron  con  tripsina  0,25%(p/v)  en  tamp6n  fosfato
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salino  (PBS,  50  .ul/cm2)  por  10  -20  min  a  37  °C  y  luego,  la  tripsina  se  inhibi6

agregando  1  volumen  de  er-MEM  +  SFB  10%  (v/v)  y se  elimin6  centrifugando

las c6lulas a 600 x g por 10 min a TA. Los subcultivos de CPM se establecieron

a    partir    de    estas    c6lulas,    las    cuales    se    resuspendieron    en    or-MEM

suplementado  con  SFB   1.0°/o(v/v)   (medio  completo)   y  se  sembraron   a   una

densidad   de   10.000   celulas/cm2.   Los   cultivos   expandidos   de   CPM   fueron

subcultivados cada 5 dias aproximadamente, evitando alcanzar confluencia.

Luego  del   segundo  subcultivo  las   c6lulas  fueron   utilizadas   para   los

experimentos  o  cripreservadas.  Para esto,  las  CPM  fueron  resuspendidas  en

medio    de    criopreservaci6n    (or-MEM,    10°/o    dimetilsulfoxido,    80%    SFB)    y

congeladas    (fase    gaseosa    de    nitr6geno    liquido,    40    minutos)    y    luego

mantenidas en nitr6geno lfquido.

1.b.  Obtenci6n y cultivo de CPM humanas desde MO.

CPM humanas se aislaron a partir del material sobrante de cosechas de

MO   obtenidas   de   individuos   sanos,   que   participaban   como   donantes   en

trasplantes  alogeneicos,   de  acuerdo  a  protocolos  del   Comit6  de   Etica  de

Clinica Las Condes, Santiago

Las  c6lulas  de  MO  fueron  colectadas  usando  heparina  100  U/ml  como

anticoagulante  y  luego  se  diluyeron  3 veces  con  or-MEM.  Tres volt]menes  de

esta  suspensi6n  celular se  cargaron  sobre  dos  voldmenes  de  una  gradiente

continua de Ficoll-Hypaque segdn ha sido previamente descrito (1.a).  El inicio y
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mantenci6n  de los cultivos generados a partir de estas  muestras fue similar al

procesamiento de muestras de SCU.

1.c.  Separaci6n de c6lulas quiescentes de los cultivos de CPM.

Para   seleccionar   las   c6Iulas   quiescentes    GO,    desde   los    cultivos

expandidos, se sembraron  12.500 CPM/cm2 en Ch-MEM + SFB  10%(v/v).  Uno o

2  dfas  mss  tarde,  el  medio se  reemplaz6  por  medio  de cultivo  suplementado

con  5-fluorouracilo  (5-FU)  0,6  mg/ml  y  se  incub6  15  h  a  37  °C.     Luego,  se

elimin6  el  5-FU  y  las  c6Iulas se cultivaron  por 7  dfas  mas,  cambiando  todo  el

medio   cada   48   h,    para   eliminar   asf   las   c6Iulas   muertas.   Estas   dltimas

corresponden  a  todas  aquellas  c6Iulas que  estaban  en  las fases  activas   del

ciclo celular (G1,  S,  G2 o  M),  al  momento  de exponerlas al  5-FU.  A los  7 dias

de cultivo, las c6Iulas quiescentes (GO) resistentes al 5-FU se analizaron segdn

M6todos 4.

1.d.  Obtenci6n y cultivo de CPM murinas.

Las  CPM   murinas   se  obtuvieron   a   partir  de   MO  de  ratones   balb/c

inmunodeficientes    (nude).    Para    ello,    los    animales    se    sacrificaron    por

dislocaci6n cervical y, en condiciones as6pticas, se disectaron los femures y las

tibias.  Luego de cortar las epifisis de estos huesos se hizo pasar  1,5  ml de or-

MEM   a   presi6n   utilizando   una   aguj.a   de   26G   por  el   interior  de   ellos.   La
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suspensi6n  de c6lulas  asf obtenida se cultiv6 directamente en forma  similar a

las CMN obtenidas de SCU humanas.

1.e.  Cultivo de c6Iulas 3T3.

Las celulas  3T3  (AT.CC CRL-1658) corresponden  a  una  lfnea  celular de

fibroblastos  murino  .Estas  c6lulas  se  cultivaron  en  DMEM  suplementado  con

SFB    10%(v/v).    Para    subcultivar,    las   c6lulas    se    incubaron    con    tripsina

0,25°/o(p/v)  en  PBS  (50  ul/cm2)  5  min a 37  °C,  se lavaron en  medio con  SFB y

luego,   se  resembraron  al   10°/o  de  la  densidad  inicial.   Estas  c6lulas  fueron

utilizadas  como  controles  para  ensayos  de  sustento  de  hematopoyesis  en

ensayos de colonias y ensayos de PCR y RT-PCR.

1.i.  Ensayos de colonias hematopoy6ticas.

La   capacidad   de   proliferaci6n. de   progenitores   hematopoy5ticos   fue

evaluada  por  ensayos  de  formaci6n  de  colonias  de  granulocitos-macrofagos

(CFU-GM) en medio semis6lido (agar)(Coutinho y col,1993).

Para ello  se  purificaron  c6Iulas progenitoras  hematopoy6ticas  CD34+  a

partir  de  SCU,  utilizando  un  sistema  de  selecci6n  negativa  (Rosettep,  Stem

Cells).    Este   consiste   en   un   conjunto   de   anticuerpos   monoclonales   que
\

reconocen antigenos de c6lulas  hematopoy6ticas  maduras  (CD2,  CD3,  CD14,

CD16,  CD19,  CD24,  CD56, CD66b, glicoforina A).  Las muestras de SCU fueron

incubadas  20  minutos  con  los  anticuerpos,  dilufdas  con  PBS  2%  SFB  (1:1),

separadas  luego separadas en  una gradiente continua de  Ficoll-Hypaque  y la
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poblaci6n enriquecida de progenitores hematopoy6ticos CD34+ fue recuperada

de la interfase.

Los ensayos  de colonias se  iniciaron  sembrando  10.000  c6lulas  CD34+

en  placas  de  35  mm  en  medio  suplementado  con  medios  condicionados  de

cultivos de CPM-SCU, c6lulas 3T3 o con GM-CSF.  Luego de 10 dias de cultivo

se contabilizaron colonias CFU-GM formadas por mss de 20 c6lulas.

Todos los cultivos celulares se mantuvieron  bajo atm6sfera hdmeda 02-

C02  95/5°/o  a  37  °C   y  los  medios  de  cultivo   utilizados   inclufan   sulfato   de

gentamicina 80 mg/I.

2.  RECUENTOS CELULARES.

2.a.      La    f6rmula    hematol6gica    (hematocrito,    blancos    totales,    recuento

diferencial de blancos, etc) de las muestras de sangre,  MO y SCU se determin6

en contador e]ectr6nico de particulas Cell-Dyne.

2.b.      Para  muestras de sangre,  MO y SCU,  el  ndmero  de  c6lulas  nucleadas

se  determin6  en  camara  de  Neubauer.  Para  ello,  las  c6lulas  se  diluyeron  10

veces con acido ac6tico 5%  (v/v) + Cristal Violeta 0,05%(p/v) y se contaron en

4  cuadrantes  de  la  camara  de  Neubauer.   La  concentraci6n  de  c6Iulas  se

calcul6 usando la f6rmula:
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concentraci6n de c6Iulas (106/ml) = recuento promedio x 104 x 10.

2.c.  Para  cultivo  en  botellas  o  placas  de  100  mm,  el  ndmero  de  c6lulas  se

determin6  en  camara  de  Neubauer.  Para  ello,  las  c6lulas  se  soltaron  de  la

placa de cultivo,  se diluyeron 2 veces con Azul Tripan  0,4%  (ver M6todos 3) y

se contaron  en 4 cu.adrantes de  la camara de  Neubauer.  La concentraci6n  de

c6lulas se calcul6 usando la f6rmula:

concentraci6n de c6lulas (106/ml) = recuento promedio x 104 x 2.

2.d.  Para cultivos en pozos (placas de 24 o 96 pozos),  el ndmero de c6lulas se

determin6  espectrofotom6tricamente  tifiendo  las  c6lulas  adheridas.  Para  ello,

Ias  c6lulas  se  lavaron  con  PBS  (250  prl/cm2)  y  se  tifieron  con  Cristal  Violeta

0,2%(p/v)  + etanol  10°/o(v/v)  (100  lil/cm2)  por 5  min  a TA.  Despu6s  de  lavar 4

veces con PBS (250 prl/cm2),  para remover el exceso de tinci6n,  se solubiliz6 el

colorante unido a las c6lulas incubandolas con una mezcla 50/50 de NaH2P04

0,1   M  pH  4,5  y  etanol  500/o(v/v)  (100  prl/cm2)  por  5  min  a  TA.  Finalmente,  se

determin6  Ia  absorbancia  a  570  nm  en  lector  de  microplaca  y  se  calcul6  el

ndmero de c6lulas interpolando los datos en curva estandar (A57o {0,1  -0,5} vs.

ndmero de c6lulas {1  -6 x 103})  obtenida a partir de recuentos en camara de

Neubauer (M6todos 2.c).
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El criterio de viabilidad  utilizado fue la exclusi6n  de colorantes vitales.  Para

ello   las   c5Iulas   se   tripsinizaron,   se   lavaron   y   resuspendieron   en   medio

conteniendo SFB (Ch-MEM + SFB  10°/a(v/v) o PBS + SFB 2%(v/v)) y luego:

3.a       se  diluyeron  con  Azul  Tripan  0,4%  (1:1)  y  se  determin6  el  ndmero  de

c6Iulas vivas y muertas (azules) en camara de Neubauer (M6todos 2.c).

3.b       se  les  agreg6  yoduro de  propidio  (Pl)  10  LLg/106  c6lulas  y se  analizaron

inmediatamente en cit6metro de fluj.o (FACscan,  Becton Dickindon,  CA,  USA).

La fluorescencia emitida por PI  se detect6 en el canal  FL-3 y las c6lulas que la

emiten corresponden a c6Iulas muertas.  que incorporaron el PI.  Se adquirieron

al   menos   10.000   eventos,   los   cuales   se   analizaron   utilizando   el   software

CELLQUEST.

La VB se calcul6 usando la siguiente formula:

VB (%) = c6Iulas totales -c6Iulas due no excluyen el colorante vital    x 100
c6lulas totales
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4.   CARACTERIZACION   DE   POBLACIONES   CELULARES   EN   DISTINTAS

FASES DEL CICLO CELULAR.

4.a.  Distribuci6n  de  la  poblaci6n  celular en  las  distintas fases  del  ciclo  celular

por   cuantificaci6n    del    contenido   total    de    DNA   gen6mico    (Juan    y

Darzynkiewicz,1998).

Las CPM se tripsinizaron,  se lavaron con  PBS  (1ml/106 c6lulas) y luego,

Se  permeabilizaron  con  etanol  70%(v/v)  (0,6  ml/106  c6lulas),   10  min  a  4  °C,

agitando  cada  5  min.   Posteriormente  se  lavaron  con  PBS,  centrifugando  a

2.000  x g  por  15  min  a TA,  y se tifieron  con  PI  10  Hg/ml  durante  la  noche a 4

°C.  Para eliminar el  RNA,  que tambi6n se ti fie con  PI,  las c6lulas se incubaron

con  RNAsa  libre de  DNAsa  0,1  mg/ml  15  min  a 37  °C.    Finalmente,  Ias c6Iulas

se analizaron  en  cit6metro de fluj.o.  La fluorescencia emitida  por PI  se  detect6

en   el  canal   FL-3.   Se  adquirieron  al  .menos   10.000  eventos,   Ios  cuales  se

analizaron utilizando el software ModFIT.

Cada fase del ciclo celular fue asignada en funci6n del contenido total de

DNA gen6mico,  asf fue posible distinguir c6Iulas  normoploides que es{aban en

las  fases  Go/G1   (2n,  2c)  de  aquellas  que  estaban  en  G2/M  (2n,  4c)  y  de

aquellas que estaban en fase S (2n, xc;  donde 2 < x < 4).

4.b.  Cuantificaci6n  simultanea  de  DNA  y  RNA  para  identificaci6n  de  c6Iulas

quiescentes GO (Juan y Darzynkiewicz,  1998).
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Dado  que  con  la  metodologia  anterior  no  se  puede  discriminar  entre

c6lulas que tiene el mismo contenido de DNA pero estan en distintas fases del

ciclo celular,  en especial  Go vs G1,  se utiliz6 la tinci6n  con  naranjo de acridina

(AO) para discriminar ambas fases.

Las  CPM  se tripsinizaron  y resuspendieron  en  PBS  +  SFB  2°/o(v/v)  (0,5

ml/106  c6Iulas).   Luego,  se  incubaron  con  la  soluci6n  de  permeabilizaci6n  y

denaturaci6n de acidos nucleicos (Triton X-100 0,1°/a(v/v)  + Hcl 80  mM + Nacl

0,86%(p/v);  0,5  ml/106  c6Iulas)  por  15  s  a  4  °C  y  con  la  soluci6n  de  tinci6n

(acido  citrico  37  mM  +  Na2HP04126  mM  pH  6  +  EDTA  0,034%(p/v)  +  NacI

0,86%(p/v)  +  AO  6  pug/ml;   1   ml/106  c5lulas)  por  2  min  a  4  °C.   Durante  los

siguientes   8   min,   las   c6lulas   se   analizaron   en   cit6metro   de  flujo.   En   las

condiciones  experimentales  usadas,  la  AO  unida  a  DNA  emite  fluorescencia

que se detecta en el canal FL-1  y unida a RNA, fluorescencia que se detecta en

canal  FL-3.  Se adquirieron  al  menos  1.0.000 eventos,  los  cuales  se analizaron

utilizando el software CELLQUEST.

Las c6lulas quiescentes G0  corresponden  a aquellas  normoploides  (2n,

2c)  con  un  baj.o contenido de  RNA (FL-3H  <  300).  Las  c6Iulas  en  ciclo  celular

(fases activas) corresponden a c6Iulas normoploides con contenido variable de

DNA y RNA.
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5.  INMUNOMARCACION.

5.a.  Inmunodetecci6n de antigenos de superficie.

Las muestras de sangre se marcaron directamente para lo cual 100 ul de

cada   muestra   se   incubaron   con   10   ul   de   anticuerpos   marcados   (1   a   3

anticuerpos  simultaneamente)  durante  30  min  a  4  °C.  Los  g16bulos  rojos  se

lisaron  por incubaci6n  con  soluci6n  de lisis  durante  10  min  a TA,  y  las  c6lulas

fueron     lavadas    con     PBS    +    SFB    2%(v/v)    dos    veces.     Las    c6Iulas

inmunomarcadas  se  analizaron  en  cit6metro  de fluj-o.  La fluorescencia  emitida

por FITC se detect6  en  el  canal  FL-1,  la de  PE en  FL-2,  y  la  de  RPE-Cy5  en

FL3.   Se  adquirieron  30.000  eventos,   los  cuales  se  analizaron   utilizando  el

software CELLQUEST.

Las CPM se  lavaron 2 veces con  PBS  y luego se  incubaron  con  EDTA

0,07%(p/v)  (50 prl/cm2) o con Cell  Dissociation  Solution  (CDS,  50 Hl/cm2)  por 30

-  60   min  a  37   °C.  Alternativamente,   Ias   CPM   se  tripsinizaron  y  luego  se

incubaron con agitaci6n en Ch-MEM + SFB  10°/o(v/v) por 1-3 h a TA para permitir

la  recuperaci6n de las moleculas de superficie sensibles a la tripsinizaci6n.  En

ambos  casos,  una  vez  lavadas  con  PBS  +  SFB  2%(v/v),  1  x  105  c6lulas  se

incubaron  con  20  Hl  de  diluciones  6ptimas  de  los  anticuerpos  listados  en  la

Tabla  1  por 30  min  a 4 °C.  En  el  caso de las  inmunofluorescencias  indirectas,

Ias c6Iulas se  lavaron  nuevamente para eliminar el  primer anticuerpo y  luego,

se incubaron con 20 prl anti-lgG murina total conjugado con FITC o PE (Tabla 1)
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TABIA 1. Anticuerpos utilizados en esta tesis.

clon (fluorocromo) Antfgeno Ori9en
M®P9 (PE) CD14 Beckton Dickinson
P4C10 CD29 Sigma
9G11 CD31  (PECAM-1) R&D Systems
8G12 (PE) CD34 Becklon Dickinson
F7101  (FITC) CD38 DAKO
2D1  (FITC) CD45 Beckton Dickl-nson
C7099 (RPE-Cy5) CD45 Dako
L25 (PE) CD49d (or4) Beckton Dickinson
PID6 CD49e (Ch5) Gibco, BRL
23C6 (FITC) CD51/CD61  (ovp3) Pharmingen
PIF6 CD51/f}5  (Civf}5) Gibco, BRL
BBIG-11  (FITC) CD54 (ICAM-1) R&D Systems
BBIG-V3 (FITC) CD106 (VCAM-1 ) R&D Systems
SH2 Antigeno (Ag) asociado a CPM Osiris Therapeutics
SH3 Ag asociado a CPM Osiris Therapeutics
SH4 Ag asociado a CPM Osiris Therapeutics
MA81470 Ag especi'fico endotelial Chemicon
202D3 Factor von Willebrand (VWF) Dr.  M.R.Bono
1A4 cractina  de mdsculo liso Sigma

(ASMA)
a-7 Santa Cruzp-stat-3
28126.111 gpl30 Biotechnology
17506.111 IL-6 receptor R&D Systems
IST4 Fibronectina R&D Systems
LAM-89 Laminina Sigma
COL-15C6 Colageno tipo 1 Sigma

Colageno tipo 6 Sigma

X38 Control isotipo
GibcoBRLBecktonDickinson

X39 (PE) Control isotipo Becklon Dickinson
X40 (FITC) Control isotipo Beckton Dickinson
X9055 (RPE-Cy5) Control isotipo DAKO
FITC anti-lgG murina total DAKO
PE anti-lgG murina total Sigma
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por 30 min a 4 °C.  Las c6lulas inmunomarcadas se analizaron en cit6metro de

fluj.o.  La fluorescencia emitida por FITC se detect6 en el canal FL-1  y la de PE,

en  FL-2.  Se adquirieron  10.000  eventos,  los  cuales  se  analizaron  utilizando el

software CELLQUEST.

5.b.  Inmunodetecci6.n de antigenos intracelulares.

Las CPM se tripsinizaron,  se lavaron con  PBS  (1ml/106 c6lulas) y luego,

se  permeabilizaron  con  etanol  70%(v/v)  (0,6  ml/106  c6lulas),   10  min  a  4  °C,

agitando  cada  5  min.   Posteriormente  se  lavaron  con  PBS  +  SFB  2%(v/v),

centrifugando a 2.000  x g  por  15  min  y  1  x  105 c6lulas se  incubaron  con  20  LLl

de diluciones 6ptimas de los anticuerpos listados en  la Tabla  1  por 30  min  a 4

°C.  En  el  caso  de  las  inmunofluorescencias  indirectas,  las  c6lulas  se  lavaron

nuevamente para eliminar el primer anticuerpo y luego,  se incubaron con 20 prl

anti-lgG murina total conjugado con FITC o PE por 30 min a 4 °C.

Las  c6Iulas  inmunomarcadas  se  analizaron   en  cit6metro  de  flujo  tal

como se describi6 para marcaci6n de CPM en M6todos 5.a.

5.c.  Inmunodetecci6n de mol6culas de matriz extracelular.

Las CPM se sembraron a una densidad de 2.500 celulas/cm2 en Ch-MEM +

SFB   100/o(v/v)   sobre   cubreobjetos   de   vidrio.   Al   dra   siguiente,   las   c6lulas

adheridas se lavaron 2 veces con  PBS y se fijaron con formaldehido 0,5%(p/v)

(0,1   ml/cm2)    por 20  min  a  TA.  Despu6s  de  lavar  3  veces  con  PBS  +  SFB
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2%(v/v),   las  c6lulas  se  incubaron  con  200  prl  de  diluciones  6ptimas  de  los

anticuerpos  monoclonales  anti-fibronectina,  anti-colageno  I,  anti-colageno  Vl,

anti-Iaminina  por 30  min  a 4 °C.  Luego,  Ias  c6Iulas  se  lavaron  para  eliminar el

primer  anticuerpo  y  se  incubaron  con  200  prl  anti-lgG  murina  total  conjugado

con   FITC   (Tabla   1)   por  .30   min   a  4  °C.   Las   c6lulas   inmunomarcadas   se

analizaron   en    microscopio   de   epifluorescencia   equipado   con   filtro   para

fluoresceina (470 -490 nm).

En  todas  las  inmunomarcaciones  se  incluyeron  controles  negativos  sin

primer anticuerpo y/o usando un control de isotipo para el primer anticuerpo.

6.          EXPRESION DE MARCADORES CITOQuiMICOS.

Utilizando c6Iulas adheridas,  se analiz6  la expresi6n  de los  marcadores

citoqurmicos fosfatasa  alcalina,  fosfatasa  acida,  Sudan  black  8,  periodic acid-

Schiff,   naftol  AS-D  cloroacetato  esterasa  y  Ch-naftil  acetato  esterasa.   Estos

ensayos   fueron   realizados   utilizando   sistemas   de   detecci6n   comerciales

siguiendo las instrucciones del fabricante (Sigma Diagnostic Kits).
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7.      EXPRESION      GENICA      DE      MARCADORES      MOLECULARES      DE

COMPROMISO A LOS LINAJES OSTEO 0 ADIPOGENICO.

La  presencia,  en  los  cultivos  de  CPM,  de  c6Iulas comprometidas  a  los

linajes adipo u osteog6nico se determin6 evaluando la expresi6n g6nica de los

marcadores de compromiso PPARy2 y Cbfa-1, respectivamente.  Para ello:

7.a.  se extrajo  RNA total  a  partir de cultivos de  CPM  utilizando  el  kit SV Total

RNA Isolation System siguiendo las instrucciones del fabricante.    Brevemente,

las c6Iulas se lavaron con  PBS y se lisaron directamente en la placa de cultivo

agregando 17,5 prl/cm2 de soluci6n de lisis que contenfa tiociana{o de guanidina

4  M  +  Tris-Hcl  0,01   M  pH  7,5  +  P-mercaptoetanol  0,97°/o(v/v).  Despu6s  de

centrifugar  a  12.000  x  g  por  10  min  a  TA,  para  eliminar  los  precipitados  de

protefnas  y  los  restos  celulares,  el  R.NA  se  precipit6  con  0,4  voldmenes  de

etanol 95%(v/v) y se uni6 a una membrana de silica centrifugando a  12.000 x g

por  1   min  a  TA.   Para  eliminar  el  DNA  gen6mico  contaminante,   se  agreg6

directamente a la membrana de silica DNAsa I libre de RNAasa y se incub615

min  a TA.  Finalmente,  el  RNA unido se  lav6 con  acetato de  potasio 60  mM  +

Tris-HCI  10 mM pH  7,5 + etanol 60°/a(v/v) y se eluy6 de la  membrana de silica

con  agua  libre  de  nucleasas.   La  pureza  del  RNA  se  estim6  determinando

simultaneamente la  absorbancia  a 260  y 280  nm  en  espectrofot6metro  Gene

Quant,  Pharmacf.a.  Se  consideraron  puros  aquellos  RNA que  presentaban  un
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Cuociente  A26o/A28o  entre  1,7  y  2,1.  La  recuperaci6n  se  calcul6  a  partir  de  la

relaci6n SSRNA (RNA hebra simple)  (pug/ml)= A26o x 40,  fue 5-10 L[g/106 c6Iulas.

7.b.   Se   realiz6   RT-PCR   utilizando   el   kit   Access   RT-PCR   System   y   los

partidores mostrados en Tabla 2.  Brevemente,  en  un dnico tubo cuyo volumen

final  de reacci6n  era 25  lil,  se agregaron  500  ng  de  RNA total,  Mgs04  1  mM,

una  mezcla de dNTPs 0,2 mM cada uno,  partidores sentido y antisentido  1  prM

cada uno, transcriptasa reversa AMV 0,1  U/lil,  77y DNA polimerasa 0,1  u/prl y el

tamp6n de reacci6n comdn, todo a 4 °C.  La transcripci6n reversa se realiz6 por

45  min a 48  °C y luego,  Ios templados generados se denaturaron  por 2  min a

94 °C.  La reacci6n de PCR se realiz6 con la siguiente programaci6n:  30 ciclos

de 30 s a 94°C,  30 s a 55° C y 3o s a 72° C y extensi6n final de 7 min a 72° C.

7.c.   Los   productos   de   la   reacci6n   de   RT-PCR   (10   Hl)   se   analizaron   por

electroforesis en geles de agarosa 2%(p/v) en TAE que contenfan bromuro de

etidio  0,5  LLg/ml.  La  electroforesis  se  realiz6  a  corriente  constante  de  60  rnA

durante 2 h a TA. Se utiliz6 como esta.ndar de peso molecular DNA ladder 100

bp  (100  -1500  bp).  Los  geles  se  visualizaron  en  un  transiluminador  UV (312

nm) y se fotografiaron con pelfcula blanco y negro.

Como  controles   positivos  se  utilizaron   cultivos  de  CPM   inducidos  a

diferenciarse a adipocitos u osteoblastos (ver Metodos 8).  En estas condiciones

se detectaron los fragmentos del tamafio esperado para cada gen (Tabla 2).
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TABLA 2:   Partidores utilizados para RT-PCR.

Partidores utilizados para evaluar la expresi6n g6nica de  marcadores
de compromiso y diferenciaci6n  a  los  linajes  adipo y osteog6nico.  Se indica  la
parej.a de partidores usados (5' -3') y el tamafio del amplificado generado (pb).

Marcador partidor sentido partidor antisentido pb

PPARy2 cagtggggatgctcataa cttttggcatactctgtgat 390

Cb fa-1 ccgcacgacaaccgcaccat cgctccggcccacaaatctc 267

Leptina gctttggccctatcttttct cacgtttctggaagcaac 227

OCN gcagcgaggtagtgaagagacccag gaagcgccgataggcctcctgaaag 164

GAPDH cccacagtccatgccatcac tccaccaccctgttgctgta 540
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8.     DIFERENCIACION         TERMINAL    DE    LOS         LINAJES         OSTEO    0

ADIPOGENICO.

El potencial de diferenciaci6n de las CPM fue determinado en funci6n de

la capacidad de estas celulas de generar /.n  v/.fro y bajo estimulos adecuados,

osteoblastos o adipocitos maduros.

Para evaluar el potencial de diferenciaci6n osteog6nico:

Se sembraron  CPM a  una densidad de 25.000  celulas/cm2 en Ch-MEM  +

SFB   10°/o(v/v).  Al  dfa  siguiente,  el  medio  de  cultivo  fue  reemplazado  por  el

medio  de  diferenciaci6n  que  contenfa dexametasona  0,1  uM  +  P-glicerofosfato

10 mM + acido asc6rbico 50 Hg/ml,  este dltimo se agreg6 diariamente y el medio

total se cambio cada 4 dfas. La aparici6n de osteoblastos fue evaluada:

8.a.   midiendo   la   expresi6n   de   la   actividad   fosfatasa   alcalina   por   metodo

citoqufmico (Metodos 6.a.)  .

8.b.   midiendo   la   expresi6n   de   la   actividad   fosfatasa   alcalina   por   m6todo

espectrocolorim6trico.  Para esto  las c6lulas adheridas se  lavaron  2 veces con

TBS  (Tris-Hcl  20  mM  pH  7,5  +  Nacl  150  mM;  0,15  ml/cm2),  se  fijaron  con

etanol:formaldehfdo  (90:10;  0,15  ml/cm2)  incubando  30  s  a  TA  y  se  lavaron

nuevamente 3 veces con TBS.  Luego, se agrego el sustrato p-nitrofenilfosfato 1



35

mg/ml  en  tamp6n  bicarbonato  100  mM  pH  9,6  +  Mgc121  mM  (0,15  ml/cm2i)  y

se  incubo  20  min  a  37  °C.   La  reacci6n  enzimatica  se  detuvo  sacando  la

soluci6n  anterior  de  los  pozos  y  agregandole  0,5  voldmenes  de  NaoH  3  N.

Finalmente,  se determin6 la absorbancia a 405 nm en lector de microplaca.  La

actividad  enzimatica  se  expres6  en  funci6n  de  la  formaci6n  del  producto  p-

nitrofenol   (PNF)  cuya  concentraci6n  se  calcul6   interpolando  los  valores  de

absorbancia  en  curva  estandar obtenida  a  partir de  PNF  puro  (A4o5 {0,2  -1,4}

vs.   nmoles  PNF  {3  -  25}).   Los  resultados  se  expresaron  como  nmoles  de

PNF/min/106 c6lulas,  para lo cual el ndmero de c6lulas analizadas se determin6

tifi6ndolas directamente en los pozos con cristal violeta (M6todos 2.d.).

8.c.  midiendo  la  producci6n  del  mensajero  de  RNA  para  osteocalcina  por  RT-

PCR  a   partir  del   7°  dfa   de   estimulaci6n.   Las   condiciones   experimentales

utilizadas  son  equivalentes  a  las  descritas  en   la  secci6n   M6todos  7  y  los

partidores utilizados se muestran en la Tabla 2.

8.d. evaluando la capacidad de formar dep6sitos de calcio (mineralizaci6n de la

matriz) por tinci6n von Kossa (despu6s de dos semanas).  Para ello,  las c6Iulas

se lavaron 2 veces con  PBS frio,  se fijaron  con formaldehido  10%(p/v)  por 30

min  a TA y se  lavaron  nuevamente 2 veces  con  agua  bidestilada.  Luego,  se

agreg6  nitrato  de  plata  2%(p/v)  preparado  en  agua  y se  incubo  en  oscuridad

por 10 min a TA. Despu6s de lavar 5 veces con agua, las placas se expusieron

a  luz  brillante  (100 W)  por  15  min  a TA sobre  papel  aluminio.  Finalmente,  se
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Iavaron 3 veces con agua y se deshidrataron con etanol absoluto.  Los focos de

mineralizaci6n   se   visualizaron   en   microscopio   de   luz,   apareciendo   como

precipitados negros.

Para evaluar el potencial de diferenciaci6n adipogenico:

Las  CPM  se  sembraron  a  una  densidad  de  25.000  celulas/cm2  en  OC-

MEM + SFB 10%(v/v). AI dia siguiente, el medio de cultivo fue reemplazado por

el  medio de diferenciaci6n que contenia dexametasona  1  uM + IBMX 100 ug/ml

+  insulina  5  ug/ml  +  indometacina  60  mM,  el  cual  se  cambi6  cada  4  dfas.  La

aparici6n de celulas con el fenotipo de adipocitos fue evaluada por:

8.e.   observaci6n   de   celulas   que   acumulaban   gotas   de   lfpidos,   Io   cual   fue

monitoreada a diario observando los cultivos en microscopio de luz invertido.

8.i. tinci6n de lfpidos acumulados con Oil Red O,despu6s de 10-15 dias.  Para ello

las c6lulas se lavaron 2 veces con PBS y se incubaron con Oil Red 0 saturado

en  isopropanol  60%(v/v)  (0,15  ml/cm2)  por  1   h  a  TA.  Luego,  se  lavaron  con

PBS  (0,25  ml/cm2)  y  se  visualizaron  en   microscopio  de  luz.   Los  adipocitos

aparecen  como  c6lulas  grandes  con  abundantes  gotas  tefiidas  intensamente

de color rojo.
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8.g.   evaluando  la  expresi6n  g6nica  de  !eptina  por  RT-PCR.   Las  condiciones

experimentales   utilizadas   son   equivalentes   a   las   descritas   en   la   secci6n

M6todos 7 y los partidores utilizados se muestran en la Tabla 2.

9. TRANSFERENCIA GEN]CA POR VECTORES ADENOVIRALES.

En esta tesis se utiliz6 el vector Ad5CMVGFP, gentilmente donado por el

Dr.    Rainier    de    Martin    (University    of   Vienna,    vienna,    Austria).    El    virus

recombinante  derivado  del  serotipo  Ad5  es  deficiente  en  su  replicaci6n  y  la

expresi6n  del  transgen  reportero  codificante  para  proterna  fluorescente  verde

(GFP)  esta   bajo   el   control   del   promotor  de   citomegalovirus   (CMV),   61   cual

funciona eficientemente en c6lulas de estroma de MO.

9.a.   Infecci6n de CPM-SCU con Ad5CMVGFP.

Uno  a  dos  dfas  antes  de  la  infecci6n  se  sembraron  las  CPM  a  una

densidad de 25.000 celulas/cm2 en  Ch-MEM + SFB  10%(v/v)  directamente sobre

la  placa  de  cultivo  o  sobre  cubreobjetos  de  vidrio.  El  dia  de  la  infecci6n,  Ias

c6lulas se lavaron con or-MEM y se incubaron con diluciones de Ad5CMVGFP en

medio libre de SFB (0,1  ml/cm2) por tiempos variables (12 h) a 37 °C.  La cantidad

de  Ad5CMVGFP  agregada  se  ajust6  para  que  la  MOI  (multiplicity  of infection,

raz6n   partfculas   adenovirales/c6Iulas)   final   fuera   500   pfu/c6Iula   (Conget   y

Mingue[I 2000).
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Una vez infectadas,  Ias c6Iulas se cultivaron por 48 horas para permitir la

expresi6n  de  los  transgenes.   El  medio  utilizado  para  ello  fue  Ci-MEM  +  SFB

2°/o(v/v), en el cual las c6Iulas no proliferan.

Como  controles  negativos  de  la  infecci6n  alternativamente  se  utilizaron

celulas:

•     no infectadas.

•    expuestas al solvente en el cual se almacenaAd5CMVGFP.

9.b. Analisis ;.n s;.fu de la expresi6n del transgen GFP.,

Las c6Iulas adheridas a cubreobjetos se lavaron con PBS, se montaron en

portaobjetos   de   vidrio   usando   el   medio   Quantafluor   y   se   visualizaron   en

microscopio de epifluorescencia   equipado con filtro para fluoresceina (470 -490

nm).    Las   c6lulas   transducidas   presentan   fluorescencia   verde   en   todo   el

citoplasma.

9.c. Analisis de la expresi6n del transgen GFP por citometrfa de flujo.

Las c6lulas se tripsinizaron,  se lavaron, se resuspendieron en PBS + SFB

2%(v/v)   conteniendo   PI   5   pug/ml   (0,3   x   106   c6Iulas/ml)   y  se   analizaron   por

citometria de flujo. La fluorescencia emitida por GFP se detect6 en el canal FL-1  y

la de PI en FL-3. Se adquirieron al menos 10.000 eventos y se analizaron s6Io las

c6Iulas  vivas  (Pl-)  usando  el  software  CELLQUEST.   Puesto  que  el  perfil  de

autofluorescencia  de  las  c6lulas  no  infectadas  es  polidisperso,  s6Io  las  c6lulas
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con  intensidad  de fluorescencia  mayor que  el  limite  superior del  coeficiente de

variaci6n para la autofluorescencia fueron consideradas como transducidas.

10.   ESTUDIOS   PARA   EVALUAR   LA   MOVILIZACION   Y   RESIDENCIA   DE

CPM-SCU TRASPLANTADAS SISTEMICAMENTE.

La capacidad de las CPM-SCU para movilizarse y reconocer la sitios de

residencia,  fue  estudiada  en  un  modelo  de  xenotrasplante,  utilizando  como

receptores ratones balb/c inmunodeficientes.  La pu{ativa presencia de CPM en

tejidos  murinos  de  destinaci6n,  se  realiz6  a  traves  de  amplificaci6n  de  una

secuencia g6nica humana especifica correspondiente a P-globina.

10.a. Trasplante a ratones inmunodeficientes.

En estos experimentos se utilizaron ratones balb/c nude de 3 a 5 meses

que   pesaban   entre   15-25  g.   Los   ratones  fueron  trasplantados   inyectando

intravenosamente 5 x  105  CPM/animal.  Para ello,  Ios animales se mantuvieron

temperados (27 °C) e inmovilizados y recibieron en la vena de la cola, hasta 0,5

ml  de  suspensi6n  celular en  medio  de  cultivo  libre  de  SFB.  Los  animales  se

mantuvieron bajo control diario hasta por 6 meses.

10.b.  Presencia de CPM humanas en cultivos secundarios de MO murina.
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A partir de  MO  extraida  de  ratones trasplantados  se  realizaron  cultivos

de colonias secundarias (CPM-secundarias humanas) segdn se ha descrito en

M6todos   1.d.    Estos   cultivos   fueron   expandidos   y   se   purific6   DNA   para

amplificar la secuencia g6nica humana especffica correspondiente a P-globina.

10.c.  Detecci6n de CPM humanas trasplantadas en tejidos murinos.

Luego de 6  meses post-transplante los animales fueron sacrificados por

dislocaci6n  cervical  y  se  obtuvieron  (en  condiciones  as6pticas)  muestras  de

sangre,  MO,  bazo,  oreja,  cerebro,  pulm6n,  coraz6n,  hrgado,  rifi6n,  g6nadas,

mdsculo  esquel6tico  y  cola,  los  cuales  fueron  congelados  a  -20°C  hasta  su

procesamiento.  La bdsqueda de c6lulas humanas en  estos 6rganos se  realiz6

por  amplificaci6n  por  PCR  de  la  secuencia  humana  especi'fica  de  I)-globina

(Conget y col. 2001).

10.d.  Purificaci6n de DNA a partir de tejidos murinos.

A  partir  de  los  6rganos   procurados  se  purific6   DNA  gen6mico  total

utilizando   el    sistema   Wizard    (Genomic    DNA    Purification    Kit,    Promega)

siguiendo las recomendaciones del fabricante.

La integridad del DNA purificado se determin6 por electroforesis en geles

de  agarosa  0,8%(p/v)  en  TAE  que  contenfan  bromuro  de  etidjo  0,5  pug/ml.  La

electroforesis se realiz6 a corriente constante de 60  rnA durante  1  h.  Se utiliz6

como estandar de peso molecular el DNA del bacteriofago lambda cortado con
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la  enzima  de  restricci6n  Hind]lI  (^DNAIHindll]).  Los  ge[es  se  visualizaron  en

transiluminador UV (312 nm),  se fotografiaron y se analizaron  en  densit6metro.

La pureza del  DNA se estim6 determinando simultaneamente la absorbancia a

260  y  280   nm  en   espectrofot6metro  Gene  Quant.   Se  consideraron   puros

aquellos   DNA  que  presentaban   un  cuociente  A26o/A28o  entre   1,7  y  2,1.   La

recuperacj6n   se  calcul6  a  partir  de  la  relaci6n  dsDNA  (DNA  doble  hebra)

(Hg/ml)  = A26o x 50.

10.e. Amplificaci6n de la secuencia g6nica humana especffica de a-globina.

La btlsqueda de CPM humanas se realiz6 mediante PCR de tiempo real

en el sistema Lightcycler,  utilizando el kit Lightcycler-DNA Master SYBR Green

I.  Brevemente,  la reacciones de amplificaci6n se realizaron en un volumen final

de  20  prl  que  contenia  200  ng  de  DNA,   Mgc12  4  mM,   partidores  sentido  y

antisentido (Ia secuencia de estos partidores no puede ser presentada debido a

proteccion.es por patentes comerciales del fabricante,  Roche) 0,5 prM cada uno

y  mezcla de  PCR  Lightcycler-DNA  Master Sybr Green  1  x que contiene:  Taq

DNA polimerasa,  buffer de reacci6n,  mezcla de dNTPs  (0,2 mM cada  uno con

duTP  en  vez  de  dTTP),  Mgc1210  mM,  Sybr  Green  que  al  intercalarse  en  la

doble hebra de DNA emite fluorescencia a 490 nm.

La programaci6n usada para la PCR fue:  1  ciclo de denaturaci6n de 30 s

a 94 °C con un variaci6n de temperatura de 20 °C/s, 40 ciclos de amplificaci6n

de 0 s a 95 °C, 5 s a 64 °C,10 s a 72 °C todos con variaci6n de temperaura de
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20  °C/s,   1   ciclo  de  melting  de  0  s  a  95  °C,   15  s  a  65  °C  con  variaci6n  de

temperaura de 20 °C/s,  0 s a 95 °C  con variaci6n  de temperatura de 0,1  °C/s.

La fluorescencia del  Sybr Green fue detectada en  el  canal  Fl  al final  de cada

ciclo   de   amplificaci6n   y   durante   toda   la   etapa   de   melting,   utilizando   los

siguientes valores de ganancia F15,  F215,  F3 30.

Como controles se utilizaron los siguientes:

•     blanco:  sinDNA.

•     negativo: 200 ng de DNA de rat6n que no recibi6 CPM humanas.

•     positivo:  3  pg  de  DNA  humano  que  corresponde  a  la  cantidad  minima  de

DNA humano amplificable.

•     positivo:  3  pg  de  DNA humano  en 200  ng  de  DNA de  rat6n  que  no  recibi6

CPM humanas.

La   presencia   de   c6lulas   humanas   en   los   distintos   tejidos   murinos  fue

determinada de acuerdo a la aparici6n de un pico de amplificaci6n  por sobre el

control  negativo,  con temperatura de denaturaci6n  de 84.5-85.5°C en  la curva

de  melting  (temperatura  °C  vs  fluorescencia  (-dF/dT)).  En  las  condiciones  de

analisis  descritas,  Ia  sensibilidad  de  este  m6todo  fue  de  1  c6lula  humana  en

70.000 c6Iulas de rat6n.
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11.-EXPRESION   GENICA   DE   CITOQUINAS   DE   LA  FAMILIA   IL-6   Y  SUS

RECEPTORES.

Para  estos  estudios  se  utiliz6  un  ensayo  de  protecci6n  a  ribonucleasa

comercial  (RiboQuant,  Pharmingen),  el  cual  permite  la  detecci6n  de  mdltiples

especies de RNA mensajeros en forma simultanea.  Las muestras de RNA total

utilizadas   en   estos   ensayos  fueron   obtenidas   de   cultivos   de   CPM   segdn

M6todos  7.a.  El  ensayo  consta  de  tres  etapas,  Ias  cuales  fueron  realizadas

siguiendo las instrucciones del fabricante.  Brevemente:

11.a.   Sfntesis   de  sonda:   se   utiliz6   un   conjunto   de   plasmidios   linearizados

codificantes para secuencias de RNA antisentido de los mensajeros a estudiar.

La sintesis de estas secuencias se encuentra bajo el control del promotor del

bacteriofago T7, fue realizada utilizando la RNA polimerasa T7 en presencia de

32p_UTP y posteriormente purificadas.

11.b.   Hibridizaci6n:   exceso   de   sondas   sintetizadas   fueron   hibridizadas   en

soluci6n con las mensajeros de RNA presentes en  las  muestras de RNA total

(12-16 horas).

11.c.  Ensayo de protecci6n a ribonucleasa:  EI RNA y las sondas no hibridadas

fueron    digeridas   con    RNAsa.    Los    hfbridos   de    RNA   protegidos   fueron

purificados, analizados por separaci6n en geles denaturantes de poliacrilamida.
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y  autorradiografl'a.   La  identificaci6n  de  las  especias  de  RNA  protegidas  fue

asignada sobre la base del tamafio del fragmento protegido.

Se utilizaron los set de templados:

-hcK-4  para  mensajeros .de  RNA de citoquinas  (lL-3,  IL-6,  lL-7,  GM-CSF,  G-

CSF, M-CSF,  LIF,. SCF,  OSM), y

-  hcR-2  para  cadenas  de  receptores  de  citoquinas  (lL-3RCi,  IL-5Rch,  lL-6Ror,

GM-CSFRCh,  LIFRci,  G-CSFRCh,  GM-CSFRCi,  gpl 30,  Pc).

12.-   PRODUCCION    DE   CITOQUINAS   DE   LA   FAMILIA   IL-6   Y   DE   SUS

CADENAS DE RECEPTORES.

12.a.  Producci6n de citoquinas y de cadenas solubles de receptores.

La producci6n  de las protefnas correspondientes a  las citoquinas  IL-6  y

LIF,  y a las cadenas solub

a  trav6s  de  ensayos  ELI![
de los receptores slL-6R y sgpl30, fue evaluada

(R&D  Systems)  especfficos  para  las  especies

humanas de estas mol6culas.

Se analizaron muestras de medios de cultivos de CPM,  los cuales luego

de ser obtenidos, fueron centrifugados (12.000 rpm,  4 °C,  5 min) y mantenidos

a -20 °C hasta el momento del ensayo.
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La  concentraci6n   de   las  especies   encontradas  fue  normalizada  con

respecto a la concentraci6n total de protefnas en el medio.

12.b.  Detecci6n de cadenas de receptores.

La  detecci6n  de  las cadenas  IL-6R,  LIFR  y  gpl30  en  la  membrana  de

CPM fue analizada por inmunofluorescencia segdn M6todos 5.

En  forma  alternativa  se realiz6 Ia detecci6n  por western  blot.  Para  esto

cultivos de CPM fueron lavadas con PBS frfo y lisadas directamente en la placa

(tamp6n de lisis:  PBS,  EDTA 2 mM,  Nonide{  NP-4010%,  NEM 200  mM,  PMSF

100  mM,  P-glicerofosfato  200  mM,  orto-vanadato  200  mM,  fluoruro  de  sodio

200  mM).  El  lisado fue centrifugado  para eliminar el  material  insoluble  (12.000

rpm,  5 min, 4 °C) y se midi6 el contenido de protefnas en el sobrenadante (Bio-

Rad).   Cantidades   equivalentes   de   proterna   fueron   separadas   en   gel   de

poliacrilamida   8%   con   SDS,   en   condiciones   reductoras.   Los   geles   fueron

electrotransferidos   a   membranas   de   PVDF,    y   6stas   utilizadas   para   la

inmunodetecci6n de IL-6R,  LIFR y gpl30.  Los sitios de uni6n inespecffica en  la

membrana fueron bloqueados por incubaci6n en TBS-Tween con 5% de leche

descremada (2 horas, temperatura ambiente,  con agitaci6n).  Posteriormente la

membrana fue lavada con TBS-Tween dos veces y luego incubada en la misma

soluci6n  de  bloqueo  suplementada  con  los  anticuerpos  contra  lL-6R,  LIFR  o

gpl30 (diluciones 1/1000,12 horas, 4 °C,  con agitaci6n).  Los sitios de uni6n del
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anticuerpo     en     la     membrana    fueron     revelados     utilizando    el     sistema

quimioluininiscente ECL (Amersham.  Pharmacia)

13.-   EFECTOS      DE      C[TOQUINAS      DE      LA      FAMILIA      IL-6      SOBRE

PROLIFERACI.ON Y DIFERENCIACION DE CPM.

La capacidad  de  IL-6 y  LIF  para  regular la  proliferaci6n  y diferenciaci6n

de  CPM  fue  evaluada  en  cultivos  suplementados  con  estas  citoquinas,  y  los

efectos analizados por:

13.a.  Ensayos  de  proliferaci6n  en  presencia de  IL-6,  LIF  y/o  cadenas  solubles

de receptores:

Para  los  ensayos  de  proliferaci6n  se  sembraron  CPM  a  baja  densidad

(2.500  c6lulas/pozo),  se  incubaron  en  medio  completo  durante  3  horas  para

permitir  su  adhesi6n  y  luego  se  cambio  el  medio  por  or-MEM  +  0,1%  BSA  o

SFB  suplementado  por  las  citoquinas  y/o  cadenas  solubles  de  receptores.

Como  controles  se  utilizaron  c6Iulas  incubadas  en  medio  completo,   Ch-MEM

0,1%  BSA  sin  suplementaci6n  de  citoquinas.    Duplicados  de  cada  condici6n

fueron utilizados para el recuento diario de c6lulas como se especifica en 2d.
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13.b.  Ensayos de diferenciaci6n en presencia de IL-6,  LIE y/o cadenas solubles

de receptores:

Los  ensayos  de  diferenciaci6n  se  injciaron  con  cultivos  confluentes  de

CPM,  segdn  se ha descrito  (M6todos 8).   Para evaluar el efecto de citoquinas

sobre  la  diferenciaci6n  osteog6nica  o  adipog6nica,  IL~6  y  LIE,  solos  o  en  las

respectivas  combinaciones  con  las  cadenas  de  receptores  solubles  slL-6R,

SLIFR  o  sgpl30,  fueron  adicionadas  al  medio  de  cultivo  o  a  los  medios  de

djferenciaci6n,  y  se  evalu6  la  expresi6n  de  los  marcadores  de  diferenciaci6n

hasta los 15 dfas de exposici6n.  Para la diferenciacj6n osteog6nica se evalu6 Ia

actividad  fosfatasa  alcalina  y  la  mineralizaci6n  de  matriz  por  tinci6n  de  von

Kossa,  y para la diferenciaci6n osteog6nica se evalu6 Ia acumulaci6n de gotas

de  lipidos  por  visualizaci6n  directa  o  tinci6n   Oil  red  0   (M6todos  8).   Como

controles  positivos  se  utilizaron  cultivos  de  CPM  inducidos  a  diferenciarse  a

adipocitos u osteoblastos.  En cada caso se realiz6 el  recuento de c6Iulas para

cada medici6n, segdn se ha descrito en 2.d.

13.c.  Inhibici6n de la actividad biol6gica de IL-6/slL-6R.

Para evaluar la especjficidad de los efectos observados por IL-6/slL-6R,

se realizaron  los ensayos de diferenciaci6n descritos en  13.a.  en  presencia de

mol6culas  con  capacidad  de  inhibir la  actividad  del  complejo  lL-6/slL-6R.  Las

mol6culas utilizadas fueron anticuerpos monoclonales dirigidos contra slL-6R o

gpl30, y sgpl30. Para los ensayos, Ios cultivos fueron suplementados con lL-6,

sola  o  en  conjunto  con  slL-6R,  mas  una  de  las  mol6culas  inhibitorias:  Este
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medio  fue  cambiado  cada  dos  dias  por  medio  fresco  preparado  de  la  misma

forma.   A  djstintos  tiempos   se   evalu6   Ia   actividad   fosfatasa   alcalina   como

expresi6n de diferenciaci6n osteog6nica.

13.d. Activaci6n de gpl30 por el complejo IL-6/slL-6R.

La  activaci6n  de  gpl30  de  membrana  por  lL-6  gatilla  intracelularmente

vias   de   transducci6n    de   sefiales.    La   activaci6n    de    la   via   JAK-STAT,

particularmente fosforilaci6n  de stat-3,  fue evaluada  por western  blot luego  de

la  exposici6n  de CPM al  medio  de  estimulaci6n  osteogenica  e  IL-6.    Para ello

CPM  man{enidas  en  medio  de  estimulaci6n  osteog6nica  fueron  estimuladas

con    IL-6   sola   o   en   presencia   de   slL-6R   durante    10   minutos,    lavadas

fapidamente  con  PBS  frfo  dos  veces  y  lisadas  directamente  en  la  placa.  La

presencia de stat-3 fosforilado fue evaluada por western blot segdn descripci6n

en M6todos  12.b.



RESULTADOS

1.-   CULTIVOS   DE   CELULAS   PROGENITORAS   MESENQUIMATICAS   DE

SANGRE DE CORDON  UMBILICAL HUMANA (CPM-SCU):

A  pesar  que  la  SCU  es  una  fuente  exquisita  de  progenitores

hematopoy6ticos   que   circulan   en   busca   de   su   localizaci6n   y   residencia

definitiva en la MO, Ia presencia de CPM a este nivel no habia sido demostrada

al iniciar este trabajo de tesis.

1.1.-6Existen CPM en la SCU humana?

Para  evaluar  la  presencia  de  CPM,  se  iniciaron  cultivos  con  CMN  de

muestras  de  SCU  (n=82),  bajo  las  condiciones  de  cultivo  habituales  de  CPM

(Conget y Minguell,  1999).  Las  poblaciones de c6lulas adherentes  resultantes

en estos cultivos fueron utilizadas para realizar los estudios de caracterizaci6n.

a)   Caracterizaci6n morfol6gica:

Las CMN  de SCU fueron  cultivadas en  medio suplementado s6lo  con  SFB

20%,  y la aparici6n  de c6lulas adherentes fue  monitoreada diariamente.  En  el

95%  de  las  muestras  se  obtuvo  c5lulas  adherentes.  De  estos  cultivos,  en  el

70°/o   se   obtuvo   c6lulas   adherentes   con   caracteristicas   morfol6gicas   de

osteoclastos  o  sus  precursores  (GPO)  (Figura 4A).  En  el  30%  de  los  cultivos

restantes  se obtuvo  colonias  o focos  de celulas con morfologia fibroblastoide
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(CPM),   las   cuales  proliferaron   hasta  alcan ar  una  confluencia   homogenea

(Figura 48).

Las    CPO    aparecen    tempranamente    en    los    cultivos    (5-7    dfas),

observandose  una  transici6n  desde  formas  celulares  alargadas  (fibroblastos

bipolares)   a  formas  ovoides-redondeadas  (25-30   dfas).   No  se  observa  un

incremento  num6rico  significativo  de  la  poblaci6n  de  estas  c6Iulas,  sino  mss

bien se produce un crecimiento del tamafio celular acompafiado de la fusi6n de

ellas.  De  esta  forma  se  generan  grandes  c6lulas  multinucleadas,  de  bordes

irregulares  que  no  proliferan  (Figura  5A).  Estas  c6lulas  son  resistentes  a  la

tripsinizaci6n   y   a  la   liberaci6n   con   EDTA,   y   no   pueden   ser  subcultivadas

exitosamente.     Estas    caracterfsticas,     similares    a    las    de    progenitores

osteoclasticos,   fueron   confirmadas   por  la   expresi6n   de   marcadores   linaje

especificos    (fosfatasa    acida    tartrato    resistente   TRAP+,    CD45++/CD14+'-,

CD51/CD61+)  y  la  ausencia  del  antfgeno  CD64  (Figura  58).  Estas  c6lulas  no

expresan marcadores del linaje mesenquimatico como el antigeno SH2 (Figura

58).

Por  otro  lado,  las  CPM,  aparecen  como  pequefias  colonias  de  10-15

c6Iulas a partir de los 15 dias de iniciado el cultivo.  Proliferan hasta formar una

monocapa   homog6nea   (20-30   dfas),   para   lo   cual   presentan   como   dnico

requerimiento    la    suplementaci6n    con    SFB    y    pueden    ser    facilmente

subcultivadas y criopreservadas.  En estas c6lulas se estudiaron las siguientes

caracterfsticas:
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b) Proliferaci6n y estado del ciclo celular:

Los subcultivos de estas c6lulas proliferan con  un tiempo de duplicaci6n

poblacional  de  40-48  horas  (Figura  6A).  El  analisis  de  ciclo  celular  de  estos

subcultivos muestra que el 85% de estas c6Iulas se encuentran en fase GO/G1

(Figura  68),  y  al  disociar  metodol6gicamente  las  c6lulas  en  GO  (tinci6n  con

naranjo de acridina),  se  pudo  determinar que aproximadamente el  5%  estarfa

en estado quiescente GO (Figura 6C).

c) Selecci6n de c6lulas quiescentes:

Utilizando  el  analogo  de  base  5-FU,  es  posible  seleccionar c6Iulas  que

se encuentran en fase G0 de aquellas en fases activas del  ciclo celular.  Dado

que este analogo se incorpora s6lo a c6lulas  en  las fases del  ciclo celular,  se

produce  la  muerte  de  6stas  al  finalizar la  exposici6n  al  5-FU.  Los  resultados

muestran   que   antes   de   la   exposici6n   a   5-FU,   los   cultivos   de   CPM-SOU

contienen 5-10% de c6lulas quiescentes GO, Ias que presentan un contenido de

DNA diploide  y bajo  contenido de  RNA.  Luego  de  la  incubaci6n  con  5-FU,  un

90-95°/o  de  la  poblaci6n  celular  resultante  tiene  estas  caracterfsticas  (Figura

6D).

d)  Inmunotipificaci6n:

EI estudio inmunofenotfpico en CPM-SCU revel6 expresi6n de antigenos

tipicos de ce]ulas mesenquimaticas, como aquel]os de la familia SH (SH2, SH3,
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FIGURA 6:  Proliferaci6n y distribuci6n en etapas del ciclo celular de cultivos de
CPM-SCU.

Los cultivos de CPM-SCU presentan una cin6tica de proliferaci6n con un
tiempo de duplicaci6n poblacional de 48  horas (A).   La poblaci6n de c6Iulas en
estos  cultivos  se  encuentra  mayoritariamente  de  las  fases  GO/Gl   del  ciclo
celular (8).    La  poblaci6n  de c6Iulas quiescentes  G0  alcanza  a  un  5%  en  los
cultivos de CPM  (C)  y puede ser enriquecida hasta con  un  90-95°/o  de pureza
luego de la selecci6n con 5-FU (D).
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SH4),  ASMA  (Ch-sma)  y  MA81470  (Figura  7).  Ademas  estas  celulas  expresan

los   antfgenos   CD13,    CD29,    CD49e,    CD54,    CD90,    CD117,    fibronectina,

laminina y colagenos  I  y Vl  (Tabla 3).  Estas c6lulas no expresan  los antigenos

hematopoy6ticos   CD14,   CD34   y   CD45,   endoteliales   CD31    y   factor   yon

Willebrand,  ni CD49d,  CD106 y   HLA-DR (Figura 7 y Tabla 3).

e) Caracterizaci6n citoqufmica:

Las  CPM-SCU  expresan  los  marcadores  citoqufmicos  er-naftil  acetato

esterasa no especifica y acido peri6dico-Schiff, y no fosfatasa acida, fosfatasa

acida   tartrato-resistente,   fosfatasa   alcalina,   sudan   black   8   y   naftol   AS-D

cloroacetato esterasa (Tabla 4). Considerando que al inicio los cultivos de GPO

presentan    c6Iulas   con    morfologfa   fibroblastoide,    Ia    expresi6n    de   estos

marcadores permiti6 diferenciar CPO y CPM-SCU.

i) Marcadores moleculares y potencial de diferenciaci6n:

Las  CPM-SCU  expresan  d6bilmente  marcadores  de  compromiso  hacia

linajes  osteog6nico   (cbfal   y  osteocalcina)   y  adipog6nico   (ppar-y  y  leptina)

(Figura   8),   segdn   analisis  por  RT-PCR,   pero   no   presentan   caracteristicas

fenotfpicas de los linajes mesenquimaticos maduros (Figura 9A).  Sin embargo,

cuando    son    cultivadas    en    condiciones    que    inducen    la    diferenciaci6n

osteog6nica  se  observa  que  estas  c6Iulas  sufren  un  cambio  morfol6gico  y

adquireren  una  forma  cuboidal (2-3 dias). Conjuntamente,   se  induce  de una
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FIGURA 7:  Caracterizaci6n inmunofenotfpica de CPM-SCU.

CPM-SCU   fueron   marcadas   con   anticuerpos   monoclonales   y   luego
analizadas  por  citometrfa  de  flujo.   Las  CPM-SCU  expresan  marcadores  del
linaje     mesenquimatico     y    `no     expresan     marcadores     de     progenjtores
hematopoy6ticos.   Los  histogramas  muestran  el   ndmero  relativo  de  celulas
(counts) versus la intensidad media de fluorescencia (IMF).
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TABLA 3:  lnmunofenotipo de CPM-SCU

La  caracterizaci6n  inmunofenotipica  se  realiz6  por  inmunofluorescencia
a   traves   de   citometrfa   de   flujo   y/o   microscopfa   de   epifluorescencia.   (+/-:
expresado por una fracci6n de la poblaci6n).

INMUNOFENOTIPO DE CPM-  SCU

enos

Mesenquimaticos:
SH2, SH3, SH4
ASMA
MA81470

Hematopoy6ticos:
CD14
CD34
CD45

Mol6culas de adhesi6n:
er4
or5

PI
chvp3
chvp5

Mol6culas de matriz extracelular:
Colageno I
Colageno VI
Fibronectina
Laminina

Endoteliales:
CD31
VWF

Otros:
CD13
CD126 (IL-6R)
CD130 (gpl 30)
HLA-DR

+

+
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TABLA 4:  Caracterizaci6n  citoqufmica  dde  c6lulas  adherentes  en  cultivos  de
SCU.

Cultivos  de  c6Iulas  adherentes  derivadas  de  SCU  conteniendo  GPO  o
CPM fueron tefiidas j.n s;.fu para:  TRAP: fosfatasa acida tartrato-resistente;  FA:
fosfatasa acida;  NSE:  Ch-naftil  acetato  esterasa  (esterasa  no  especffica);  PAS:
acido pery6dico-Schiff;  SBB:  sudan  Black 8;  Falc: fosfatasa alcalina;  SE:  naftol
AS-D cloroacetato esterasa (esterasa especffica).

Tipo Celular TRAP FA NSE PAS SBB Falc SE

CPO                 +               +                 +

CPM                                                       +                  +
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FIGURA  8:   Expresi6n   de   marcadores   moleculares   de   diferenciaci6n   en
cultivos de CPM-SCU.

La  expresi6n   de   marcadores   moleculares   de   diferenciaci6n   a   los
linajes  osteo    y  adipogenico  fue  analizada  por  RT-PCR  y  los  amplificados
obtenidos  como  producto  de  la  reaccci6n  fueron  analizados  en  geles  de
agarosa.  Las  CPM-SCU  expresan  los marcadores osteog6nicos cbfal  (1) y
osteocalcina   (2)   y  d6bilmente  los  marcadores  adipog6nicos  pparty  (3)   y
leptina  (4).   La  expresi6n  de  GAPDH   (5)  fue  utilizada  como  control  y  la
identificaci6n  de  los  amplificados  se  realiz6  con  respecto  a  la  migraci6n  de
los marcadores de tamafio molecular (6).
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manera tiempo dependiente la expresi6n de marcadores del linaje osteog6nico;

entre  los  4-7  dfas  la  inducci6n  de  fosfatasa  alcalina  (marcador  temprano),

(Figura   98)   y   sobre   los   15   dfas   se   observa   el   dep6sito   de   una   matriz

mineralizada  de  fosfato  de  calcio   (marcador  tardi'o,   tinci6n   de  von   Kossa)

(Figura   9C).   De   manera.similar,   cuando   las   c6lulas   son   expuestas   a   un

estrmulo  adipog6nico  (2  7  dfas),   6stas  se  diferencian  a  adipocitos,   con   la

consiguiente  acumulaci6n  intracelular gradual  de  gotas  de  lipidos  que  pueden

ser visualizados directamente al  microscopio  o  despu6s de tinci6n  con  Oil  red

0,  (Figura 9D).

EI  conjunto  de  estos  resultados  muestra  que  la  SCU  contiene  c5lulas

adherentes con  las  mismas propiedades y caracterfsticas descritas  para  CPM

de MO.  Por lo tanto,  la denominaci6n utilizada de CPM-SCU, es correcta.

1.2.-cEstan  las  CPM  en  la  SCU  presentes  durante  todas  las  etapas  de  la

gestaci6n?

La composici6n celular de la SCU  humana es variable durante la

vida  intrauterina.  Entre  otras  variaciones  es  sabido  que  el  contenido  total  de

c6lulas   progenitoras   hematopoy6ticas   CD34+,   varfa   con   el   curso   de   la

gestaci6n,  disminuyendo   al aumentar la edad gestacional  (Shields y Andrews,

1998).
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FIGURA  9:   Diferenciaci6n   terminal   de   los   linajes   osteo   o   adjpogenico   en
cultivos de CPM-SCU.

Cultivos   de   CPM-SCU    (A)   fueron   expuestos   a    los   estimulos   de
diferenciaci6n   osteogenico   y   adipogenico.   Los   procesos   de   diferenciaci6n
fueron    monitoreados   peri6dicamente.    Luego   de   7   dfas   de   estimulaci6n
osteog6nica  se  evalu6  la  actividad  de  fosfatasa  alcalina  (8)  la  cual  resulta
expresada  en  todas  las c6lulas del  cultivo.  Luego  de  15 dias  la  diferenciaci6n
terminal  en  condiciones  osteog6nicas  se  caracteriza  por  el  dep6sito  de  una
matriz   mineralizada   visualizada   por  tinci6n   von   Kossa   (C).   En   condiciones

:edi::ge6nnt!:::'ei:paapa:'CL°anduyraac?:nm:|a:!s6t:;i:°3:a%#eart:Cnac,£:.6gn?tEstadsep'i%j8::
ser mejor visualizadas con  Oil  red  0  (D).  En  las  CPM-SCU  no estimuladas no
se observa ninguno de estos marcadores.
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Esta   caracteristica   gener6   la   interrogante   sobre   la   constancia   del

contenido  de   CPM   en   SCU   durante  el   dltimo  trimestre   de  gestaci6n.   Por

razones de acceso a muestras de SCU,  s6Io se recolectaron  muestras  (n=82)

de  partos  ocurridos  entre  las  28  y  42  semanas  de  gestaci6n.   Para  cada

muestra  obtenida  se  realiz6  recuento  diferencial  de  leucocitos,  eritrocitos  y

plaquetas,  se determin6 el  contenido de c6lulas progenitoras hematopoyeticas

(CD34+/CD38+  y  CD34+/CD38-)  y  se  evalu6  la  aparici6n  de  CPM  en  cultivo.

Las caracteristicas   celulares de las distintas muestras de SCU son resumidas

en  la   (Tabla  5).   Las  muestras  de  termino  (2  37  semanas)     tienen   mayor

celularidad,  hematocrito  y  porcentaje de  c6lulas  mononucleares,  aunque  una

menor   cantidad   de   progenitores   hematopoy6ticos   CD34+.   Al   evaluar   la

aparici6n   de  CPM   se  observ6  que  esta  correspondia   mayoritariamente  a

muestras de SCU provenientes de embarazos con edad estacional menor a 37

semanas   (70%).   Asf,   tanto   el   contenido   de   CPM   como   de   progenitores

hematopoy6ticos parecen estar relacionados con la edad gestacional.

1.3.      Transducci6n adenoviral de CPM-SCU.

Las   CPM   de   MO   han   sido   consideradas   como   atractivos   blancos

celulares para protocolos de terapia g6nica.  Para evaluar si CPM-SCU tambi6n

pueden  ser  modificadas  gen6ticamente, se evalu6 la posibilidad de transducir
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TABLA 5: Caracterfsticas de las muestras de SCU utilizadas en cultivos.

Algunos  parametros  analizados  en  las  muestras  de  SCU  pueden  ser
correlacionados  con  el  tipo  de  cultivo,  CPM  o  CPO,  originado  a  partir  de  la
muestra.

Caracterfsticas de SCU Tipo de cultivo originado
(n° muestras que originaron cada cultivo)

CPM CPO

Edad gestacional (semanas) 15 7
28 - 36 (n=22) 63 5445
37 -41  (n=60)

Contenido CD34+ (%)
<0,5
20,5 15 19
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estas  c6lulas  con  un  vector  adenoviral.  Esta  alternativa  fue  considerada  en

base  a  que   las   CPM-SCU   expresan   las   integrina  orv83  y  ervp5   (Tabla   3)

reconocidas por vectores adenovirales para  la  union  y posterior internaci6n de

partfculas virales a la c6Iula.  Para los estudios de transducci6n de CPM-SCU, se

utiliz6  el  vector  Ad5CMVGFP,   que  codifica  para  protefna  fluorescente  verde

(GFP).

Las   CPM-SCU   son   eficientemente   transducidas   por   el   vector,    sin

observarse efectos sobre la viabilidad celular, ni en caracteristicas morfol6gicas .a

la dosis de infecci6n  utilizada.  Luego de 24  horas de transcurrida la infecci6n,  la

expresi6n   del   gen  reportero  permite  observar  una  abundante  y  homog6nea

distribuci6n citoplasmatica de GFP (Figura  10A).  EI analisis por citometria de flujo

muestra que un  15-25°/o de las CPM, fueron transducidas por el vector adenoviral

(Figura  108).

1.4.- 6Son equivalentes las CPM de MO y SCU?

En forma previa y/o paralela a los estudios con CPM-SCU,  se realizaron

cultivos de CPM  de MO  (CPM-MO)  para evaluar similitudes o diferencias entre

ambas  poblaciones  celulares.   Las  caracteristicas  de  las  CPM-MO  han  sido

reportadas   en   la   literatura   y   complementadas   por   el   trabajo   de   nuestro

laboratorio,  por   lo  cual   [os estudios  realizados   tenian  como  dnico  obj.e{ivo
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FIGURA 10:  Transducci6n adenoviral de CPM-SCU.

CPM-SCU fueron transducidas con el vector Ad5CMVGFP.  La expresi6n
del transgen GFP fue analizada 48 horas luego de la infecci6n.  La detecci6n de
c6Iulas expresando GFP fue analizada  por microscopia de fluorescencia  (A)  o
citometrfa de flujo (8).
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comprobar que  las  CPM-MO  y  CPM-SCU  corresponden  a  un  mismo  fenotipo

celular.

Morfol6gicamente las CPM-MO y CPM-SCU son indistinguibles, y ambas

presentan   perfiles  similares  de  expresi6n   de   marcadores   mesenquimaticos

(SH, A-SMA,  Mabl470),  y de otros antfgenos intracelulares y de membrana. Al

igual  que  las  CPM-SCU,  las  CPM-MO  expresan  marcadores  moleculares  de

linaje osteog6nico y adipog6nico, y se diferencian in vitro a estos tipos celulares

cuando  son  estimuladas  apropiadamente.  Una  comparaci6n  resumida  de  las

caracterfsticas mss relevantes de ambas poblaciones celulares es mostrada en

la Tabla 6.

La expresi6n de otros marcadores de linaje como condrog6nico o

miog6nico,   no   fue   analizada.   Sin   embargo,   tanto   CPM-SCU   y   CPM-MO

producen  sefiales  que  sustentan  la  proliferaci6n  y  diferenciaci6n  de    colonias

granulocito-macr6fago en ensayos de colonias CFU-GM.  Como se observa en

la Tabla 7,  el ntlmero de colonias obtenidas con  medios de cultivo provenientes

de    CPM-SCU    y    CPM-MO    es    similar,    y    muy    superior    al    control    sin

suplementaci6n  de  GM-CSF.   0  suplementado  con   medio  condicionado  por

c6lulas 3T3.

EI conjunto de estas observaciones muestra que tanto SCU como

MO adulta, contienen CPM con caracteristicas equivalentes.
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TABIA 6: Analisis comparativo de caracterrsticas de CPM-SCU y CPM-MO.

Caracteristica                               CPM-SCU                                  CPM-MO

Morfologia

lnmunofenotipo
Positivo

Negativo

Proliferaci6n
(tiempo de duplicaci6n)

Celulas quiescentes GO
(%  GO)

Marcadores moleculares
de diferenciaci6n

Potencial de diferenciaci6n
(estudiado i.n v7.fro)

Transducci6n con
adenovirus

Fibroblastoide

SH2, SH3, SH4
ASMA, Mabl470

CD14, CD34,  CD45

35 - 40 horas

5-10

cbfa-1, ppar-y
osteocalcina

leptina

osteog6nico
adipog6nico

SI

Fibroblastoide

SH2, SH3, SH4
ASMA, Mabl470

CD14, CD34, CD45

30 - 35 horas

10 -20

cbfa-1, pparty
osteocalcina

leptina

osteog6nico
adipog6nico

condrog6nico

Sl
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TABIA 7: Ensayo de unidades formadoras de colonias.

La  capacidad  de  CPM-SCU  para  sus{entar  hematopoyesis  /.n  v/.fro  fue
evaluada por un ensayo de formaci6n de unidades de colonias.10.000  c6Iulas
CD34+ aisladas por selecci6n negativa fueron sembradas en medio semis6Iido
suplementado con sobrenadantes de cultivos de CPM-SCU,  sobrenadantes de
cultivos  de  c6Iulas  3T3,  GM-CSF  recombinante  humano  o  medio  solo.  Luego
de   10   dfas   se   contaron   las   colonias   generadas   en   cada   condici6n.   Los
resultados corresponden  a un  ensayo  realizado con  3  muestras de  CPM-SCU
analizadas en duplicado.

Cultivo suplementado con Ndmero de colonias/10.000 CD34+

Medio solo (control negativo 4±1
Medio condicionado CPM-SCU 45±7
Medio condicionado 3T3 5±2
GM-CSF  (10  Ul/ml) 53±6
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Utilizando  un  modelo  de  xenotrasplante  humano-murino  se  evalu6  Ia

capacidad  de  las  CPM-SCU  de  movilizarse a trav6s  del  sistema  circulatorio y

reconocer y establecer residencia en sitios (tejidos u 6rganos) particulares.

Ratones   inmunodeficientes  j6venes   recibieron   5xl05   CPM-SCU   por

inyecci6n    intravenosa,    procedimiento   que   no   represent6   riesgo   para   la

sobrevida  del  animal.  Luego  de  6  meses  los  animales  fueron  sacrificados,  se

obtuvo muestras de sangre, MO y se procuraron distintos 6rganos para evaluar

la presencia de celulas humanas, tanto en cultivo de MO como en  los 6rganos

directamente,  por amplificaci6n  de  una secuencia  humana especffica por PCR

(Figura  11).

2.1.  Presencia  de  c6Iulas  humanas  en  MO  de  ratones  trasplantados  segdn

estudios de generaci6n de colonias secundarias.

La presencia de c6Iulas humanas viables y funcionales en  la  MO

de   los   ratones  trasplantados   con   CPM-SCU   fue   evaluada   en   cultivos   de

colonias secundarias.  Para esto se iniciaron cultivos a partir de MO obtenida de

estos ratones (n=3).  Las muestras fueron sembradas en placas de 24 pozos y

diariamente se monitore6 la aparici6n de colonias de c6Iulas adherentes.  Luego

de 15 dfas de cultivo se observ6 que en el 80% de los pozos (35/44) habia una

o mss colonias de c6Iulas adherentes con morfologfa fibroblastoide. Algunas de

las colonias  obtenidas  proliferaron   (11/44), alcanzando   la confluencia (Figura
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FIGURA 11 :  Modelo de xenotrasplante utilizando CPM-SCU.

CPM-SCU  fueron  trasplantadas  a  trav6s  de  la  infusi6n  sist6mica  por
inyecci6n en  la cola de ratones balb/c nude jovenes  (3 - 5  meses  de edad).
Luego de 6 meses,  Ios animales fueron sacrificados y se obtuvo muestras de
MO  para  realizar  cultivos  de  colonias  secundarias     de  CPM.   Del   mismo
animal se obtuvo muestras de distintos 6rganos y tejidos. Tanto las muestras
de  MO,  Ias  colonias generadas  a  partir de 6stas  y  las  muestras  de tejido y
6rganos  se  utilizaron  para  pesquizar  la  presencia  de  c6lulas  humanas  a
trav6s de  la amplificaci6n  de  la  secuencia especie especifica  del  gen  de  8-
globina a trav6s de PCR.
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12A).   Estos  cultivos  pudieron  ser  subcultivados  exitosamente  y  se  utilizaron

Para:

a) ensayos de diferenciaci6n osteog6nica en colonias secundarias:

La c6lulas fueron cultivadas en medio de diferenciaci6n osteog6nica y se

evalu6   la   inducci6n   de   la   actividad  fosfatasa   alcalina   como   marcador  de

diferenciaci6n.  Aunque  al  inicio  del  ensayo  los  cultivos  son  positivos  para  la

actividad  de  esta  enzima,   Iuego  de  4  dfas  de  estimulaci6n  se  observa  un

incremento tanto del  ndmero de c6lulas como de la actividad  relativa en 6stas

(Figura  12 8 y C)

b)  bdsqueda de c6lulas  humanas a trav6s de la amplificaci6n  de  la secuencia

del gen de P-globina humana:

DNA  obtenido  de  estas  c6lula  fue  utilizado   para  amplificar  la

secuencia del gen de P-globina humana.  De las muestras analizadas el 27% de

las   muestras   provenientes   de   ratones  trasplantados  con   CPM-SCU   (3/11)

amplific6   la   secuencia   para   el   gen   de   B-globina   humana   (Figura   13).   Es

necesario considerar que la sensibilidad de nuestro sistema es  1/70000,  lo que

significa que en 3 muestras existiria mss de una c6lula humana por cada 70000

en cultivo.

Como  control  de estos cultivos  se  utilizaron  muestras  de  MO  de

ratones que no fueron trasplantados con CPM-SCU (n=2).  Las muestras fueron

procesadas de la misma  forma, obteni5ndose resultados  similares en cuanto a
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FIGURA 12:  Diferenciaci6n   osteog6nica    de  colonias    secundarias derivadas
de MO de ratones trasplantados con CPM-SCU.

A partir de MO de ratones trasplantados con CPM-SCU se obtuvo colonias
secundarias    de    c6lulas    adherentes    (A).         Estas    c6lulas    presentaban
caracterfsticas morfol6gicas de CPM,  proliferaron hasta alcanzar la confluencia
y pudieron ser expandidas.  Para evaluar el potencial de diferenciaci6n de estas
c6Iulas, se midj6 Ia respuesta al estfmulo osteog6nico.  En condiciones basales,
estas celulas presentaron una actividad fosfatasa alcalina minima (8  muestras:
1  - 8). Sin embargo, al ser expuestas al estrmulo osteog6nico durante 4 dfas se
produjo   un   incremento   de   esta   actividad   enzimatica   (a).   Los   valores   de
actividad enzimatica fueron obtenidos de un experimento realizado en triplicado
para cada muestra, con una desviaci6n estandar menor al 5%.
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las  caracteristicas  morfol6gicas,  proliferaci6n  y  diferenciaci6n  osteogenica  de

las c6Iulas en estos cultivos.  DNA de estas c6lulas tambi6n fue utilizado para el

analisis   de   la   secuencia   del   gen   de   P-globina   humana   sin   encontrarse

amplificaci6n de la secuencia humana en ninguna de ellas (0/8).

Esta observaci6n muestra que la MO de ratones trasplantados es

una quimera de c6Iulas humanas y murinas, por cuanto existe una poblaci6n de

c6lulas  humanas  viables  y  funcionales  luego  de  6   meses  de  realizado  el

trasplante.  Esto sugiere que las CPM-SCU trasplantadas se han  localizado en

la MO murina, logrando establecer una residencia permanente en este tejido.

2.2.  Presencia  de  c6lulas  humana§  en  tejidos  de  ratones  trasplantados  con

CPM-SCU.

Al  momento del sacrificio de los  ratones trasplantados con  CPM-

SCU,  ademas de obtener MO,  se  procuraron  los siguientes tejidos  u  6rganos:

sangre,  bazo,  higado,  coraz6n,  pulm6n,  hueso,  diente y cerebro.  Muestras de

DNA de cada  uno de estos tejidos fueron  utilizadas para analizar la  presencia

de c6lulas humanas a trav6s del  ensayo  de amplificaci6n  de  la  secuencia del

gen de P-globina humana.

De   los  tejidos  analizados  se  obtuvo   amplificaci6n   en:   m6dula

6sea,    mdsculo   cardiaco,    diente,    bazo   y   pulm6n    (Figura    14).    No   hubo

amplificaci6n   en:   sangre,   hueso,   cola,   oreja,   mdsculo   esqueletico,   hfgado,

cerebro, rifi6n   y  g6nadas. La Tabla 8  resume los  resultados  obtenidos  de la
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FIGURA  14:  Detecci6n     de   c6Iulas     humanas     en    6rganos     de    ratones
trasplantados con CPM-SCU.

DNA  extraido  de  tejidos  y  6rganos  obtenidos  de  ratones  trasplantados
(n=3)  con  CPM-SCU  fue  utilizado  para amplificar el  gen  P-globina  humano.  En
la  figura  se   muestra   la   amplificaci6n   obtenida   con   medula   6sea,   mdsculo
cardiaco,  diente,  bazo y pulm6n. Cada muestra fue analizada en al  menos dos

Sxperi mentos separados.
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TABIA 8: Detecci6n de c6lulas humanas en 6rganos de ratones trasplantados.

Organos positivos Organos negativos

M6dula Osea Sangre
Mdsculo cardiaco Hueso
Diente Cola
Bazo Oreja
Pulm6n Mdsculo esquel6tico

Higado
Cerebro
Rifi6n
G6nadas
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amplificaci6n  de la secuencia del gen de P-globina humana en  los 6rganos de

los ratones trasplantados.

Esta  observaci6n  sugiere que c6Iulas  humanas derivadas de las

CPM-SCU  trasplantadas,  que  corresponderfan  a  progenitores  comprometidos

con   un   determinado   linaje,   pueden   reconocer  y  probablemente  establecer

residencia en algunos tejidos murinos.

El  conjunto  de  los  estudios  presentados  en  1  y  2  demuestra  la

SCU   humana contiene CPM con propiedades y caracteristicas equivalentes a
(

las descritas para aquellas obtenidas a partir de la MO humana.  En base a ello,

ambas  poblaciones celulares  pueden  ser utilizadas  indistintamente  para  o{ros

estudios en consideraci6n a la disponibilidad de una u otra fuente celular.  Esta

situaci6n tiene un  precedente similar en  uso de  progenitores  hematopoy6ticos

provenientes de SCU o MO.

3.- DEFINICION Y CARACTERIZAC16N DE UN  PUTATIVO MICROAMBIENTE

MOLECULAR MESENQUIMATICO.

EI   estroma   de   la   MO   es   un   ambiente   rico   en   sefiales   solubles

(citoquinas,    factores   de   crecimiento,    quimioquinas,    etc)       y   no   solubles

(mol6culas  de  adhesi6n,   matriz  extracelular)  que  pueden  regular  no  solo  la
(
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diferenciaci6n  de  c6lulas  hematopoy6ticas,  sino  que  la  de  otras  poblaciones

celulares presentes,  como las CPM (Orkin,1995).  Por lo tanto,  Ia conformaci6n

de   un   microambiente   mesenquimatico,   puede   depender  tanto   de   sefiales

paracrinas   provenientes   de  las   c6lulas  presentes  en   el   entorno   (estroma,

endotelio,     progenitores    hematopoy6ticos)    cbmo    de    sefiales    autocrinas

generadas por la misma CPM.

La informaci6n existente al inicio de este trabajo era escasa respecto a

conocer  el   posible   rol   modulador  de   citoquinas   y  factores   de   crecimiento

(presentes en el estroma de la  MO),  sobre la diferenciaci6n de las  CPM hacia

los  dis{intos   linajes   mesenquimaticos.   Sin   embargo,   dada   la   existencia  de

antecedentes  que  sugerfan  la  participaci6n  de  citoquinas  de  la  familia  lL-6,

especfficamente  lL-6  y  LIF,  en  la  maduraci6n  de  precursores  osteoblasticos

derivados  del  tejido  6seo   (Bellido  y  col,   1997;   Nishimura  y  col,   1998),   los

estudios se enfocaron  en  evaluar la  capacidad  regulatoria  de estas citoquinas

en la diferenciaci6n de CPM.

3.1.-Producci6n de citoquinas de la familia lL-6 por CPM.

Para   comprobar  si   CPM   producen   citoquinas   de   la   familia   lL-6,   la

expresi6n  de  RNA  mensajeros  para  citoquinas  y factores  de  crecimiento  fue

analizada a trav6s de un ensayo  mdltiple de  protecci6n a ribonucleasa. Asf se

pudo  determinar  que  las  CPM  expresan  mensajeros  de  RNA  para.IL-6,  LIF,

OSM  G-CSF,  GM-CSF,  M-CSF  y  SCF.  (Figura  15).  A trav6s  de  ensayos  de

ELISA y  utilizando medios  de cultivos  de CPM en condiciones confluentes, se
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FIGURA  15:  Expresi6n      de
cultivos de CPM.

i GM-CSF
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`.   +  OSM

GADPH

mensajeros     de    RNA     para   citoquinas   en

La  expresi6n  de  mensajeros  de  RNA  para  citoquinas  en  cultivos  de
CPM   fue   analizada.   por   un   ensayo   de   protecci6n   a   RNAsa   mdltiple.   La
autorradiografi'a  muestra  el  patr6n  de  bandas  correspondientes  a  las sondas
sintetizadas  (1)  y  el   patr6n  de  protecci6n  obtenido  indicando  las  especies
correspondientes para cada banda (2).
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confirm6  la  producci6n  de  lL-6  (4,8  ±  1,1  ng/mg  proteina)  y  LIF  (50,3  ±  13,2

pg/mg protefna).

3.2.-6Las CPM expresan receptores para IL-6 y LIF?

De   manera   similar   a   la   utilizada   para   estudiar   la   producci6n   de

citoquinas, se analiz6 Ia expresi6n de mensajeros para cadenas de receptores

de estas mol6culas.  En este caso,  el ensayo de protecci6n a ribonucleasa s6lo

detect6  la  expresi6n  del  mensajero  de  RNA  para  la  subunidad  comdn  gpl30

del    receptor    de    citoquinas    de    la    familia    IL-6    (Figura    16),    y    no    los

correspondientes  a  las  cadenas  especificas  de  receptores  lL-6Rch,  LIFRch,  G-

CSFRor,  lL-5RCh,  lL-3Rer,  GM-CSFRor y PC.

La  presencia  de  las  cadenas  de  receptores  IL-6R,  LIFR  y  gpl30  fue

evaluada  por inmunofluorescencia  y western  blot.  Confirmando  los  resultados

obtenidos   al   evaluar  ]a   expresi6n   da  los   mensajeros,   s6lo   se   detect6   la

expresi6n de gpl30 en la membrana de la CPM la que pudo ser analizada por

microscopra    de   fluorescencia    y   citometrfa    de    flujo    (Figura    17A).        La

inmunodetecci6n  por western  blot  muestra  la  presencia  de  dos  especies  de

tamafio  molecular correspondientes  a gpl30,  que  podrian  corresponder a  las

formas asociada a membrana y soluble descritas para algunos tipos celulares

(Figura  178)  A traves  de  ensayos  de  ELISA  se  detect6  Ia  producci6n  de  la

cadena  soluble  sgpl30 (212 ± 33 pg/mg  protefna), apoyando  la  observaci6n
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FIGURA16:Expresi6n      de       mensajeros     de    RNA       para     receptores
de citoquinas en cultivos de CPM.

La expresi6n de mensajeros de RNA para receptores de citoquinas en
cultivos   de   CPM   fue   analizada   por  un   ensayo   de   protecci6n   a   RNAsa
mdltiple.  La autorradiograffa muestra el patr6n de bandas correspondientes a
las sondas sintetizadas  (1)  y a  gpl30  (2).  Ademas,  la  posici6n te6rica  para
las cadenas IL-6R y LIFR es indicada entre patentesis (2).
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FIGURA 17:  Expresi6n de subunidades de receptores.

La   expresi6n   de   los   receptores   gpl30,   IL-6R   y   LIFR   en   CPM   fue
analizada   por  citometrfa   de  flujo   (A)   y  western   blot   (8).   Los   histogramas
muestran el  ndmero relativo de c6lulas (counts)  versus la intensidad  media de
fluorescencia IMF.  La inmunodetecci6n por western blot fue realizada utiljzando
un  lisado  total  de  CPM  y  la  posici6n  de  las  protefnas  buscadas  definida  de
acuerdo a la migraci6n relativa de maroadores de tamaFio molecular.
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obtenida por western  blot,  pero no la producci6n de slL-6R (limite detecci6n 30

pg/ml)

3.3.-    6Pueden    las    cjtoquinas    producidas    por    [a    CPM    conformar    un

microambiente     con     capacidad     de     regular     la     proliferaci6n     y/o

diferenciaci6n de estas mismas celulas?

A).  Efectos  de  citoquinas  IL-6  y  LIF  sobre  la  proliferaci6n  y  diferenciaci6n  de

CPM no comprometidas al Iinaje osteog6nico

Cultivos  de  CPM  fueron  suplementados  con  lL-6  y  LIF  para  evaluar  el

efecto de estas citoquinas sobre la  proliferaci6n  y capacidad de diferenciaci6n

de estas c6lulas.  Ninguna de las dos citoquinas (10-100 ng/ml),  produjo efectos

sobre la proliferaci6n de las CPM, siendo similar a la observada en un medio de

mantenci6n  (or-MEM  +  0,50/o  SFB)  y  muy  inferior a  la  obtenida en  condiciones

6ptimas  de  cultivo    (10%  SFB)  (Figura  18A).  AI  suplementar  los  cultivos  en

presencia  de  citoquinas  en  forma  adicional  con  las  cadenas  solubles  de  los

respectivos  receptores  (lL-6+slL-6R;  LIF+SLIFR),  o bien,  suplementar el  medio

s6lo   con   estas   cadenas   (slL-6R   o   SLIFR),   no   se   modific6   la   actividad

proliferativa de estas c6Iulas (Figura 18A).

Para evaluar el efecto de  lL-6 y LIF sobre la diferenciaci6n osteog6nica

de   las   CPM,   cultivos   confluentes   de   CPM   fueron   expuestos   a   distintas

concentraciones de estas citoquinas (10-100 ng/ml) y se evalu6 la expresi6n de

marcadores  de diferenciaci6n  a distintos  tiempos.  Las c6Iulas  asf tratadas no
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FIGURA 18:  Efecto  de  citoquinas    de   la  familia   lL-6 sobre  la   proliferaci6n y
diferenciaci6n osteog6nica de CPM.

CPM  fueron  cultivadas  en  presencia  de  IL-6  (20  ng/ml),  LIF  (20  ng/ml),
slL6R  (200  ng/ml)  o  lL-6/slL-6R  (20  ng/ml  /  200  Ng/ml)  y  se  evalu6  el  efecto
sobre la proliferaci6n (A) y diferenciaci6n osteogenica (8).  Para los ensayos de
proliferaci6n  las c6Iulas fueron  mantenidas en  medios control  0,5 610  a/o  SFB,
para evaluar el efecto de  las citoquinas estas fueron  suplementadas al  medio
control  0,5%  SFB y el  ndmero de c6lulas fue determinado  a  los  3  y 5  dias de
cultivo.   En  los  ensayos  de  diferenciaci6n,   las  celulas  fueron  mantenidas  en
medio control  10%  SFB,  el  cual  fue suplementado con  las  citoquinas,  y todas
las  condiciones  comparadas  con  el  control  positivo  en   medio  osteog6nico.
Luego de 48  y 96  horas se  realiz6  la  medici6n  de actividad  fosfatasa  alcalina.
Los valores presentados son  representativos de 4 experimentos  realizados en
duplicado.  La  proliferaci6n  es  evaluada  en  forma  relativa  respecto del  ntlmero
de c6lulas al inicio del ensayo.
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expresan    marcadores   de   diferenciaci6n   osteogenica   (actividad   fosfatasa

alcalina  a  lo  4  dras,  minera[izaci6n  de  [a  matriz  luego  de  15  dfas),  Io  que  si

ocurri6    con    los    cultjvos    control    expuestos    al    estfmulo    osteog6nico    de

dexametasona   (Figura   188).   Cuando   las   c6lulas   fueron   expuestas   a   las

citoquinas  en  presencia de  las  cadenas  solubles  de  sus  receptores  (lL-6+slL-

6R;   LIF+SLIFR),   o   a   las   cadenas   de   receptores   solas   (slL-6R   o   SLIFR),

tampoco se observ6 actividad fosfatasa alcalina (Figura 188).

Estas  observaciones  sugieren  que  ni  IL-6   ni  LIF  constituyen   per  se,

factores  de  estimulaci6n  para  la  proliferaci6n  o  diferenciaci6n  osteog6nica  de

CPM.

8)  6Pueden  las  citoquinas  lL-6  y  LIF  modular  la  proliferaci6n  y  diferenciaci6n

de CPM comprometidas el linaje osteog6nico?.

Datos de la literatura sefialan  que las CPM expuestas a dexametasona

inician el proceso de diferenciaci6n que implica  un  primer paso de compromiso

hacia  el  linaje  osteog6nico,   el  que  puede  ser  evaluado  experimentalmente

midiendo cambios en la actividad de fosfatasa alcalina.  El proceso anterior que

culminafa  con  la  maduraci6n  y  expresi6n  del  fenotipo  terminal.  Por  esto,  la

pregunta  planteada en  la secci6n  anterior,  fue reformulada  para  una  situaci6n

en la cual las CPM fueron expuestas dexametasona.

a)  Efecto de citoquinas IL-6 y LIE sobre la actividad fosfatasa alcalina de CPM

estimuladas con dexametasona.
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Cultivos   confluentes   de   CPM   fueron   expuestos   simultaneamente   a

dexametasona  (medio  osteog6nico)  y a  las  citoquinas  lL-6  y  LIF  para  evaluar

un    posible   efecto   regulador   de   estas   citoquinas   sobre   el    proceso   de

diferenciaci6n  osteog6nica  de  las  CPM   iniciado  por  dexametasona.   En   las

c6Iulas asi tratadas no se observ6 ningdn efecto sobre la actividad de fosfatasa

alcalina inducida por el estfmulo osteog6nico de dexametasona,  ni tampoco en

la  proliferaci6n  que  6sta  per  se,  induce  en  estas  c6lulas  (Figura  19A).   Esto

sugiere que estas citoquinas no tienen la capacidad para modular el proceso de

diferenciaci6n osteog6nico de las CPM, iniciado por dexametasona.

En  forma  complementaria  se  determin6,  por citometrfa  de flujo,  que  el

esti'mulo  osteog6nico  no  produce  un  cambio  cualitativo  ni  cuantitativo  en  la

expresi6n de subunidades de receptores para estas citoquinas.

b)   Efecto  de   lL-6   +  slL-6R   sobre   la   actividad  fosfatasa   alcalina   de   CPM

estimuladas con dexametasona:

Cuando IL-6 es agregada en presencia de su respectiva cadena soluble

de receptor (IL-6+slL-6R) y siempre en presencia del estfmulo osteog6nico,  los

resultados  son  distintos  a  los  obtenidos  con  lL-6  sola.   En  presencia  de  lL-

6+slL-6R     (complejo     lL-6/slL-6R),     la     actividad     fosfatasa     alcalina     es

significativamente mayor que la obtenida con dexametasona sola  (Figura  198)

Este efecto cuantitativo,  puede ser tambi6n visualizado en  un orden temporal,

por  cuanto  la  activaci6n  de  fosfatasa  alcalina  es  detectable  primero  en  los

cultivos  expuestos  al complejo  lL-6/slL-6R, mientras  es  minima  en  aquellos
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FIGURA  19:  Efecto    de  citoquinas    de  la  familia  IL-6  sobre  la  proliferaci6n  y
diferenciaci6n osteog6nica de CPM expuestas a dexametasona.

CPM expuestas a dexametasona fueron cultivadas en  presencia de  IL-6
(20  ng/ml),   LIF  (20  ng/ml),   slL6R  (200  ng/ml)  o  IL-6/slL-6R  (20  ng/ml  /  200
ng/ml)   y   se   evalu6   el   efecto   sobre   la   proliferaci6n   (A)   y   diferenciaci6n
osteogenica (a).  Para ambos ensayos las celulas fueron mantenidas en  medio
control 0,5 610% SFB o medio osteog6nico (10% SFB, dexametasona 0,1  uM +
P-glicerofosfato  10  mM  +  acido  asc6rbico  50  ug/ml).  EI  ndmero  de  c6Iulas  y  la
actjvidad fosfatasa alcaljna como marcador de diferenciaci6n osteogenica fueron
determinados  a   las  48  y  96   horas.   Los  valores  son   representativos  de  4
experimentos  realizados  en  duplicado.  La  proliferaci6n  es  evaluada  en  forma
relativa respecto del ndmero de c6lulas al inicio del ensayo.
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s6lo expuestos a dexametasona.  EI efecto es{imulador de  IL-6/slL-6R tambi6n

se  acompafia  de  un  aumento  en  la  actividad  proliferativa  de  las  c6lulas  del

cultivo,    por   sobre   el   efecto   producido   por   el   estfmulo   osteog6nico   de

dexametasona (Figura 19A).

c)  Efecto  de  slL-6R  sobre  la  actividad fosfatasa  alcalina  de  CPM  estimuladas

con dexametasona:

Cuando   c6lulas   en    presencia   de   dexametasona,    son    expuestas

adicionalmente   a   la   cadena   slL-6R   sola   (50-200   ng/ml),   se   produce   una

activaci6n de fosfatasa alcalina y un esti'mulo en la proliferaci6n (Fjguras  19 A y

8).  Estos efectos son mayores que los obtenidos con dexametasona sola,  pero

inferiores a los observados con la suplementaci6n de IL-6 + slL-6R.  Este efecto

debe  ser entendido  considerando  la  capacidad  de  producci6n  de  IL-6  por las

CPM  (ensayo  de  proteccj6n  a  ribonucleasa,  ELISA),  Ia  cual  puede  formar  el

complejo  IL-6/slL-6R  y  actuar  asf  como  una  serial  autocrina  sinergista  de  la

proliferaci6n  y  diferenciaci6n  estimulada  por  dexametasona.   La  magnitud  de

este efecto depende exclusivamente de la concentraci6n de  IL-6  en el  medio,

en  este  caso  s6lo  la  producida  por  la  CPM,  a  diferencia  de  los  ensayos  con

suplementaci6n de IL-6 + slL-6R, en los que se obtiene un efecto mayor.

d) Efecto de IL-6 y slL-6R sobre la expresi6n de los marcadores moleculares de

diferenciaci6n osteog6nica cbfa-1  y osteocalcina.
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La expresi6n de mensajeros de cb fa-1  y osteocalcina,  es inducida en las

CPM expuestas al estfmulo osteog6nico de dexametasona sola o en presencia

del  complejo  lL-6/slL-6R  o  slL-6R  solo  (Figura  20).  Sin  embargo,  debido  a  la

metodologfa     utlizada    (RT-PCR)     no    es    posible    determinar    diferencias

cuantitativas entre las distintas condiciones.

e) Efecto de LIF sobre proliferaci6n y diferenciaci6n osteog6nica de CPM:

AI contrario de lo observado con  lL-6  y su  receptor slL-6R,  LIF  no tiene

ningdn efecto tanto sobre la capacidad proliferativa como sobre la activaci6n de

fosfatasa  alcalina  en  CPM  estimuladas  con  dexametasona  (Figura  19 A y  a).

Tampoco   se   observa   un   efecto   en   presencia   de   su   receptor  SLIFR   (no

mostrado),  que se puede entender considerando que este receptor se une a la

citoquina,  pero  el  complejo  LIF/LIFR no  puede  unirse a gpl30  de  membrana.

En este sentido  LIFR  presenta  un  comportamiento antagonista de  la  actividad

biol6gica de LIE.

C)  Los efectos del complejo IL-6/slL-6R sobre la diferenciaci6n osteog6nica de

CPM   estimuladas   con   dexametasona   dependen   de   la   formaci6n   del

complejo y la activacj6n de la vi'a gpl 30.

El requerimiento tanto de la formaci6n del complejo lL-6/slL-6R como de

la   posterior  activaci6n   de   gpl30   de   membrana,   sobre   los   efectos   antes

descritos,   fue   evaluado   por  ensayos   de   inhibici6n.   Para   ello   se   utilizaron

mol6culas  con capacidad para inhibir: a) la formacj6n  del complej.o IL-6/slL-6R
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FIGURA 20:  Efecto   de   lL-6   sobre   la  expresi6n    de  mensajeros  de  RNA para
cbfa-1  y osteocalcina.

El  efecto  de  lL-6  y  slL-6R  sobre  la  diferenciaci6n  osteog6nica  de  CPM
expuestas      a   dexametasona   fue   analizado   a   nivel   de   la   expresi6n   de   los
marcadores  moleculares  cbfa-1  y  osteocalcina.  Las  CPM  fueron  mantenidas  en
medio  control  10%SFB  (1)  o  medio  osteog6nico  (2-4)    el  cual  fue  suplementado
con slL-6R (200 ng/ml)  (3) o lL-6/slL-6R (20 ng/ml / 200 ng/ml)  (4).  Los cultivos se
mantuvieron  en  estas  condicjones  durante  96  horas,  se  extrajo  RNA  total  y  se
analiz6  la  expresi6n  de  los  mensajeros  por  RT-PCR.   La  identificaci6n   de  los
amplificados se realiz6 en  base a  la  migraci6n  relativa de  marcadores de tamafio
molecular.
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(anticuerpo   monoclonal   dirigido   contra   SIL-6R);   b)   secuestrar   el   complejo

(cadena  soluble  sgpl30),    o  c)  bloquear  la  activaci6n  de  gpl30  (anticuerpo

monoclonal dirigido contra gpl 30).

Las  tres  mol6culas  utilizadas  inhiben  el  efecto  de  IL-6/slL-6R  sobre  la

activaci6n  de  fosfatasa  alcalina  en  CPM  expuestas  a  dexametasona  (Figura

21).  Los anticuerpos contra slL-6R y sgpl30 producen una inhibici6n parcial del

estfmulo,  mientras que con  el  monoclonal  que reconoce gpl30  la inhibici6n  es

de un  100%.

Estos   resultados   muestran   que   el   efecto   del   complejo   lL-6/slL-6R

depende  de  la  formaci6n  de  dicho  complejo  y  la  disponibilidad  de  gpl30  de

membrana.

D)   6Hay  transducci6n  de  sefiales  por  la  activaci6n  de  gpl30  en  las  CPM

estimuladas con dexametasona?

La transducci6n  de sefiales en  respuesta  a  la  activaci6n  de gpl30   de

membrana por el complejo IL-6/slL-6R, fue evaluada a trav6s de la fosforilaci6n

de    stat-3    (activaci6n    de    la    via    JAK-STAT).    Las    CPM    expuestas    a

dexametasona no presentan fosforilaci6n de stat-3. Sin embargo, cuando CPM

que  han  sido  estimuladas  con  dexametasona  son  expuestas  al  complejo  lL-

6/slL-6R,  se  observa  la  fosforilaci6n  de  stat-3  (Figura  22).   Este  efecto  fue

completamente  inhibido  por  la   presencia  del   anticuerpo   monoclonal   contra

gpl30,  lo  que  sugiere  que  la  activaci6n  de  este  receptor  es  requerida  para

obtener el efecto del complejo lL-6/slL-6R sobre la diferenciaci6n de las CPM.
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FIGURA 21:  Ensayos  de  inhibici6n  del  efecto  osteogenico de slL-6R  en  CPM
expuestas  dexametasona.

CPM mantenidas en medio osteogenico fueron expuestas a slL-6R (200
ng/ml) o  lL-6/slL-6R (20 ng/ml / 200 ng/ml).  Para el  inhibir el efecto observado
sobre  la  actividad  fosfatasa  alcalina  de  las  CPM,  se  utilizaron  moleculas con
capacidad   de:   a)   inhibir  la   formaci6n   del   complejo   lL-6/slL-6R   (anticuerpo
monoclonal dirigido contra slL-6R;  10 ug/ml);  b) secuestrar e[ complejo (cadena
soluble  sgpl30;  10  ug/ml),    o  c)  bloquear  la  activaci6n  de  gpl30  (anticuerpo
monoclonal   dirigido   contra   gpl30;   10   ug/ml).   Estas   fueron   agregadas   en
conjunto con slL-6R o IL-6/slL-6R y luego de 96 horas se determin6 la actividad
fosfatasa alcalina.  Los resultados muestran actividad fosfatasa alcalina relativa
respecto de CPM expuetas s6lo al medio osteog6nico y son representativos de
3 experimentos realizados en duplicado.
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FIGURA 22:  Fosforilaci6n de stat-3 en  CPM  expuestas  a  dexametasona  en
respuesta a slL-6R.

CPM  fueron   mantenidas   en   medio   control   100/o   SFB   (1)   o   medio
osteog6nico  (26).  El  ana]isis  por western  blot  muestra  que  no  se  observa
fosforilaci6n de stat-3 en CPM mantenidas en medio control 10%SFB (1 ) o en
medio  osteog6nico  (2).  Sin embargo,  se  detecta  stat-3 fosforilado  (stat-3-p)
en  c6lulas  mantenidas en  medio osteog6nico y expuestas  por 10 minutos a
slL-6R    (200    ng/ml)    o    lL-6/slL-6R    (20    ng/ml    /    200    ng/ml)    (3    y    5
respectivamente). El efecto en estas condiciones fue inhibido completamente
por  una  breve  preincubaci6n  de  10  minutos  en  presencia  de  el  anticuerpo
monoclona[ anti-gpl 30 (10 ug/ml) (4 y 6).



DISCUSION

Durante   los   dltimos   5   afros   diversos   trabajos   han   incrementado   la

informaci6n  disponible  sobre la fisiologfa  de  la  CPM  (Bianco y Gehron  Robey,

2000;  Bia:co y col,  2001;  Dominici y col,  2001;  MingueH  y col,  2001,  anexo  3).

Los principales esfu.erzos han estado orientados a identificar los inductores de

los  procesos  de  diferenciaci6n  a  los  linajes  mesenquimaticos,  establecer  la

amplitud del  potencial  de diferenciaci6n de estas c6Iulas y evaluar el  potencial

uso terap6utico  de  ellas.  El trabajo  pfactico  e  intelectual  desarrollado  en  esta

tesis  contribuye  a  algunos  de  estos  aspectos.   En   particular  los  resultados

obtenidos  durante  mi  tesis  constituyen  la  primera  evidencia  existente  en  la

literatura sobre la presencia de CPM en la SCU  (Erices y col, 2000;  anexo  1),  y

postulan    una    hip6tesis    original    respecto    de    la    ontogenia    del    sistema

mesenquimatico  y  hematopoy6tico.  Esta  observaci6n  junto  a  los  resultados

obtenidos  con  el  modelo  de  xenotrasplante,  tambi6n  representan  una  nueva

visi6n  respecto  de  la  capacidad  de  la  CPM  para  movilizarse  entre  tejidos

mesenquimaticos.  Adicionalmente,  e[  desarrollo  de  es{e  trabajo  incorpora  el

concepto   de   microambiente   mesenquimatico   como   modelo   de   regulaci6n

funcional de la CPM (Erices y col, 2002; anexo 4), se introduce en el analisis de

la jerarquia  los  progenitores  mesenquimaticos  y  de  los  posibles  usos  de  las

CPM   en   el   desarrollo   de  terapias   celulares   dirigidas   hacia   los   sistemas

hematopoy6tico y/o mesenquimatico (Minguell y col,  2000;  anexo 2;  Minguell  y

col, 2001; anexo 3).

94
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1.-CPM-SCU y significado de su presencia a este nivel.

Durante  el  desarrollo,  en  particular  durante  la  vida  embrionaria,  varios

procesos  biol6gicos  son  migratorios,  es  decir  c6Iulas  precursoras  de  varios

tejidos  y 6rganos  se  movilizan  para establecer un  determinado proceso en  un

lugar  distinto  al  de .su  origen.  El  mejor  ejemplo  de  migraci6n  de  precursores

celulares  y  establecimiento  de  focos  de  actividad  biol6gica,  esta  dado  por  el

sistema  hematopoy6tico  fetal  (Tavassoli,   1991).  Durante  la  vida  embrionaria

este proceso es sustentado en una primera etapa por el saco vitelino, Iuego por

el  h{gado y finalmente se establece en la MO,  6rgano  hematopoyetico durante

el  resto de la vida.  La presencia de. progenitores hematopoy6ticos a nivel de la

sangre  fetal   da   cuenta   de  la   migraci6n   del   proceso   hematopoy6tico   fetal

(Broxmeyer  y  col,   1989;   Rubinstein  y  col,   1995).   En   el   caso   del   sistema

mesenquimatico,   en   las   primeras  etapas  del  desarrollo  6ste  se  encuentra

sustentado   por  la  diferenciaci6n   de  c6Iulas  del   mesodermo  y  la   posterior

localizaci6n de las CPM en  la  MO,  6rgano que sustenta el  proceso durante  la

vida adulta (Caplan,1994).  Sin embargor la  migraci6n de las CPM a trav6s de

la   SCU   desde   su   localizaci6n   en  tejidos  fetales   a   la   MO,   no   habia   sido

demostrada con anterioridad al desarrollo de este trabajo.

Los  resultados  obtenidos  en  mi  tesis  demuestran  que  durante  etapas

definidas  de  [a  gestaci6n  humana,  las  CPM  circulan  a traves  de  [a  SCU.  En

cultivo,    estas    celulas    presentan    morfologia    fibroblastoide    y    expresan

marcadores  antig6nicos  caracterfsticos  de  CPM  (antrgenos  de  [a  familia  SH,



96

ASMA,  Mabl470)  (Figuras  4  y  7).  Los  cultivos  de  CPM-SCU  expandidos  ex

vivo,   contienen  un  85%  de  c6lulas  en  fase  GO/Gl   del  ciclo  celular,   y  una

subpoblaci6n  de  estas  se  encuentra  en  estado  quiescente  (GO=  5%).    Esto

significa  que  desde el  punto  de  vista  del  potencial  proliferativo,  Ias  CPM-SCU

se  distribuyen  en  dos  subpoblaciones,  una  de  activa  proliferaci6n  y  otra  en

reposo   proliferativo   o   quiescentes.   Esta   poblaci6n   de   celulas   quiescentes

representarfa  una  subpoblaci6n  de  CPM  troncales  con   mayor  potencial  de

diferenciaci6n (Conget y col, 2001).  Esta caracteristica implica que a pesar que

los     cultivos     de     CPM-SCU     estan     conformados     por     una     poblaci6n

morfol6gicamente   homog6nea,   existirran   subpoblaciones   de   CPM   con   un

distinto grado de compromiso a  las vias  de diferenciaci6n  mesenquimatica.  La

existencia  de   una  subpoblaci6n   de  c6Iulas   comprometidas   con   los   linajes

mesenquimaticos explicaria el porqu6 en los cultivos de CPM-SCU expandidos

he podido detectar la expresi6n  de los marcadores  moleculares tempranos de

compromiso,  cbfal  y  ppar-y,  (Figura  8).  Sin  embargo,  s6lo  cuando  las  CPM-

SCU  son  estimuladas  apropiadamente,  se  produce  la  diferenciaci6n  terminal

hacia   los   linajes  osteog6nico  y  adipog6nico,   y   probablemente  a   otros   no

analizados en esta tesis.

'       Al analizar y comparar las caracterrsticas de las  CPM-Scu  y CPM-MO,

pude  observar que  ambas  poblaciones  presentan  morfologia,  inmunofenotipo,

potencial de proliferaci6n,  distribuci6n en etapas de ciclo celu[ar y potencial de

diferenciaci6n similares (Conget y Minguell,1998;  Pittenger y col,1999).  Sobre
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la base de estas caracterfsticas se logr6 establecer que las CPM-SCU y CPM-

MO,  son  poblaciones  celulares  equivalentes  y corresponden  a  un  mismo  tipo

ce]ular.

En forma similar a lo que ocurre con  los  progenitores  hematopoy6ticos,

los resultados obtenidos permiten establecer una relaci6n entre la presencia de

CPM   en   SCU   y   la   edad   gestacional.   Asf,   en   las   muestras   de   SCU   de

pret6rmino (< 37 semanas), existe una mayor "probabilidad" de obtener cultivos

de  CPM.  En  estas  muestras  el  contenido  de  progenitores  hematopoy6ticos

tambi6n  result6  mayor,  Io  cual  concuerda  con  una  establecida  relaci6n  entre

edad   gestacional   y   contenido   de   estos   progenitores   en   SCU   (Shields   y

Andrews,   1998;  Wyrsch  y  col,   1999).     Por  otra  parfe,  con  las  muestras  de

t6rmino  (>  37  semamas)  hay  una  mayor  probabilidad  de  obtener  cultivos  de

progenitores osteoclasticos.  Su  presencia a este nivel  estaria relacionada con

la  alta  tasa  de  remodelaci6n  6sea  durante  esta  etapa  del  desarrollo  y  la

ausencia de CPO en  SCU  ha sido asociada  con  patologfas del  sistema 6seo

(.Roux y col,1996).

Curiosamente  en  ningtin  cultivo  se  encontraron  ambos  tipos  celulares

CPM  y  CPO  en  forma  conjunta.  Esto  probablemente  puede  representar  un

mecanismo  de  regulaci6n  de  la  proliferaci6n  de  CPM  por  sefiales  generadas

por una poblaci6n con  mayor ndmero de precursores osteoclasticos al finalizar

la vida fetal.
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La  presencia  de  CPM  en  SCU  sugiere  que  durante  la  vida  fetal,   los

progenitores   mesenquimaticos   "vial.arfan",   a   traves   de   la   sangre   fetal,   a

colonizar la  MO  en  formaci6n  para  establecerse  en  el  estroma  y sustentar el

proceso   mesenquimatico   adulto.   Este   proceso   serfa   similar  y   simultaneo,

espacial  y  temporalmente,.  con  el  proceso  de  migraci6n  de  los  progenitores

hematopoy6ticos que viajan a colonizar la futura MO hematopoy6tica.

Es  valido  postular,  como  una  alternativa  no  excluyente  a  la  hip6tesis

anterior,   que  algunas   CPM   presentes  en   la   SCU   pueden   corresponder  a

progenitores    movilizandose    directamente    hacia    tejidos    mesenquimaticos

secundarios   para   realizar   allf   su   diferenciaci6n   terminal.   Asf,   tej.idos   que

presentan  un  intenso  remodelamiento durante  esta  etapa  del  desarrollo,  tales

como hueso y carti'lago,  podrfan ser el destino final  para algunas de las CPM-

SCU en este proceso de migraci6n.

La  identificaci6n  de  CPM-SCU  realizada  en  el  desarrollo  de  mi  tesis

constituye la  primera evidencia reportada en  la literatura sobre caracterizaci6n

de  CPM  en  tejidos  fetales  (Erices  y  col,  2000),  asi  ha  sido  reconocida  en

documentaci6n  sobre  c6lulas troncales  (NIH,  2001;  anexo  5)  y  utilizada  como

base  para  estudios  que  han  comprobado  (Goodwin  y  col,  2001)  y  extendido

estas observaciones describiendo la presencia de CPM en SCU e hfgado fetal

humanos correspondientes al primer trimestre de vida intrauterina (Campagnoli

y col,  2001).



99

El    hallazgo    de    CPM    en    SCU,    producto    biol6gico    habitualmente

desechado,   representa  una  valiosa  alternativa  para  usar  6sta  como  fuente

celular para el  desarrollo y aplicaci6n de terapias biol6gica.  Esta alternativa es

una  realidad  para  los  progenitores  hematopoy6ticos  presentes  a  este  nivel

(Broxmeyer y col,1989;  Rubinstein y col,1995),  y ha sido ampliada por nuevas

observaciones  resp.ecto  de  la  presencia  de  progenitores  no  identificados  o

definidos  para  tejidos  del  sistema  nervioso  en  la  SCU  (Goodwin  y  col,  2001;

Sanchez-Ramos y col, 2001;  Ha y col, 2001).  Paralelamente se ha demostrado

que CPM-MO {ienen el potencial para diferenciar a tejido nervioso (Kopen y col,

1999; Woodbury y col,  2000),  lo que amplia el  uso de estas c6lulas a terapias

para enfermedades del sistema nervioso.

Utilizando el conjunto de estas evidencias se puede postular el uso de la

SCU  en  terapias  celulares  para  problemas  clinicos  que  afecten  el  sistema

hematopoy6tico (Koc y col,  2000) y enfermedades de tejidos mesenquimaticos

como osteog6nesis imperfecta (Horwitz y col,1999), osteoporosis (Rodriguez y

col,  1999)  o    enfermedades  metab6licas  (Baxter y  col,  2002)),  reparaci6n  de

tejido cardiaco (Fukuda y col, 2001 ; Toma y col, 2002) o nervioso (Kopen y col,

1999; Woodbury y col, 2000).  Este amplio potencial se refuerza con una posible

menor  "carga"   inmunol6gica   asociada   a   la   inmadurez  de   los   progenitores

fetales.    Adicionalmente    la    posibi]idad    de    intervenir   terap6uticamente    a

tempranas  edades  del  desarrollo  gestacional,  posibilitan  tanto  el  diagn6stico

como  la  realizaci6n  de  terapias  celulares  que  aprovechen  las  propiedades

migratorias de las CPM (Zanjani y col,1997; Almeida-Porada y col,1999).
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2.-CPM-SCU  son trasplantables,  reconocen y establecen  residencia en la MO

(homing): significado de la presencia de c6Iulas humanas en tejidos murinos.

La  posibilidad  de trasplantar CPM,  aut6logas  o alogen6icas,  representa

una  alternativa  para  el  desarrollo  de  terapias  biol6gicas  dirigidas  a  tejidos

mesenquimaticos. Asi, el implante de CPM por localizaci6n dirigida de 6stas en

tejidos   mesenquimaticos   secundarios   (hueso,   cartflago),   ha   demostrado   la

capacidad de las c6lulas implantadas para realizar la diferenciaci6n terminal del

linaje  correspondiente  (Young  y  col,1998;  Johnstone  y  col,1999;  Richards  y

col  1999).  Sin  embargo,  Ia  posibilidad  de colonizar la  MO  con  CPM  (trasplante

por    via     circulatoria),     permitirfa     reemplazar     la     totalidad     del     proceso

mesenquimatico,   ya   sea   porque   6ste   es   funcionalmente   deficiente   o   ha

resultado  dafiado.  De esto  surge  la  necesidad  e  importancia  de  establecer si

las CPM  pueden ser infundidas en forma sist6mica,  para que luego realicen  la

extravasaci6n hacia la MO, establezcan residencia en ella y finalmente reinicien

el proceso mesenquimatico (homing).

La infusi6n de CPM-SCU  humanas en  ratones inmunodeficientes

es un procedimiento que no representa riesgo para el animal,  por cuanto no se

observaron  signos  de toxicidad  asociados  al  procedimiento  de trasplante,  los

ratones sobrevivieron en condiciones normales y no se encontraron evidencias

de dafios, compromiso o malformaci6n de tejidos u 6rganos al  momento de su

muerte.



2.A.  cQu6 significa la presencia de c6Iulas humanas en la MO murina?

La  detecci6n  de  c6lulas  humanas  en  la  MO  de  los  ratones  luego  de  6

meses de haber sido trasplantados,  representa  la capacidad de las CPM-SCU

para  reconocer  este  tejido  y  establecerse  en  61  (homing).  Considerando  el

tiempo  post-trasplante transcurrido,  es  posible  suponer que  una  pob]aci6n  de

CPM-SCU  no  comprometidas  presentes  en  la  poblaci6n  celular trasplantada,

logr6  establecerse  en  la  MO  murina.  Durante  este  periodo  expres6  tanto  su

potencial     de     proliferaci6n     (autorenovaci6n)     como     de     diferenciaci6n,

manteniendo asi una poblaci6n de c6Iulas no comprometidas (autorenovaci6n)

en  la  MO  murina  y  generando  progenitores  comprometidos  con  los  distintos

linajes mesenquimaticos.

La  presencia  de  c6Iulas  humanas  en  la  MO  murina  indica  que

CPM-SCU    pueden    repoblar    la    MO    y    establecer    en    ella    un    proceso

mesenquimatico  con  las  caracterfsticas  celulares  del  donante.  Esto  coincide

con recientes observaciones realizadas en trasplantes de MO humanos, en los

cuales  se   ha  observado  que  en   la  MO  del   receptor  se  encuentran  tanto

progenitores  hematopoy6ticos  como  mesenquimaticos  con  caracteristicas  del

donante.  En estos casos,  y en casos de trasplantes de MO en otras especies,

se ha observado la presencia de c6lulas del donante tanto en el estroma de la

MO  como  en  la formaci6n  de tejidos  mesenquimaticos  secundarios  (Almeida-

Porada  y col,  1999;  Koc y  col,  2000;  Conget  y  col,  2001).  En  virtud  de  estas

observaciones  se  ha  utilizado  la  infusi6n  de  CPM  expandidas  ex  v/.vo  como



102

apoyo  a  la  reconstituci6n  hematopoy6tica  post-trasplante  de  c6lulas troncales

hematopoy6ticas (Koc y col, 2000).

Es  probable  que  el  modelo  de xenotrasplante  utilizado  no  sea  el  mss

permisivo  para evaluar la  migraci6n  y localizaci6n  de  las  CPM-SCU  en  la  MO.

En este modelo no existe un requerimiento particular de CPM,  raz6n por la cual

las  CPM  trasplantadas  deben  competir  por  un  espacio  ya  ocupado  por  la

poblaci6n  celular  propia  del  animal.  Probablemente  una  MO  con  un  estroma

dafiado o deficiente en CPM, podrra representar un entorno mss favorable para

la  localizaci6n  de  las  CPM  trasplantadas.   Esta  alternativa  no  fue  analizada

durante el desarrollo de esta tesis.

2.8.   6Qu6 significa la presencia de c6Iulas humanas en tejidos murinos?

La    presencia    de    c6lulas    humanas    en    tejjdos    mesenquimaticos

secundarios   puede   ser   interpretada   como   la   localizaci6n   de   progenitores

mesenquimaticos  comprometidos  con  el  respectivo  linaje,  los  que  se  habrfan

movilizado desde la MO ya sea por el recambio celular normal del tejido o para

regeneraci6n o reparaci6n de 6ste (no existente en este caso).  Probablemente

el  hallazgo de c6Iulas  humanas  en  tejidos  murinos  pueda  estar enmascarado

por  un  lento  recambio  celular,  situaci6n  distinta  a  la  de  regeneraci6n  de  un

tejido por dafio tisular (no evaluado en esta tesis)
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2.C.  Las CPM-SCU son equivalentes funcionales de las CPM-MO.

Los    resultados    obtenidos    con    los    xenotrasplantes    de    CPM-SCU

concuerdan  con  las  observaciones  tanto  de  localizaci6n  de  c6Iulas  humanas

como con la cin6tica de aparici6n de estas c6lulas en los tejidos u 6rganos del

receptor  (Conget y .col,  datos  no  publicados).  Paralelamente,  Ios  estudios  de

caracterizaci6n   i.n   w.fro  tambi6n   muestran   caracterJsticas  equivalentes  para

ambas  poblaciones  celulares.  EI  conjunto de estas caracteristicas  implica  que

las CPM-SCU  representan  una poblaci6n celular equivalente a las  CPM-MO,  y

constituyen  una valiosa  alternativa  para  extender el  uso  propuesto  para  estas

c6lulas en el desarrrollo y aplicaci6n de terapias biol6gicas.

3.-Jerarqufa de progenitores mesenquimaticos.

La   distribuci6n   secuencial   de   progenitores   mesenquimaticos,

desde  la  CPM  no  comprometida  hasta  la  c6lula  diferenciada  madura,  no  ha

sido   establecida.   Algunas   evidencias   surgidas   en   estudios   realizados   por

nuestro  grupo  (Conget y col,  2001)  y otros  (Phinney  y col,1999;  Colter y col,

2000;     Muraglia    y    col,     2000),     revelan     la    existencia    de     poblaciones

funcionalmente  diferentes  dentro  de  cultivos  expandidos  de  CPM-MO.  Estas

observaciones  constituyen   el   primer  soporte  para   establecer  una   putativa

jerarqura  de  progenitores  mesenquimaticos  (Figura  3;   Minguell  y  col,   2001;

anexo  3).  Probablemente  la  distribuci6n  de  estos  progenitores  se  encuentre
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asociada a la localizaci6n de 6stos en tejidos mesenquimaticos secundarios en

los cuales ha de predominar el fenotipo correspondiente a dicho tejido.

En  este  contexto  recientes  antecedentes  han  extendido  la  localizaci6n

de  CPM  a  distintos  tejidos  adultos  (De  Bari  y col,  2001;  Asakura  y  col,  2001;

Zuk y col,  2001).  Estas observaciones permiten postular el uso de CPM no s6lo

para   terapias   dirigidas   a   la   poblaci6n   de   CPM   que   sustenta   el   proceso

mesenquimatico  en  el  estroma  de  la  MO,  sino  que  tambi6n  a  aquellas  que

residen en otros tejidos.

4.- 6Existe/n microambiente/s mesenquimatico/s?

La   funcionalidad    de    las    CPM    debe   estar    regulada    por   sefiales

especificas que  puedan  dirigir el  desarrrollo del  proceso  mesenquimatico.  Las

CPM  residentes en  el estroma de la MO,  estan  expuestas a  rico ambiente en

sefiales tales como citoquinas, factores de crecimiento,  mol6culas de adhesi6n

y  de  matriz  extracelular.  Por  lo  tanto  es  posible  pensar que  se  conforma  un

microambiente   mesenquimatico   similar   al   hematopoy6tico,    probablemente

compartiendo aigunas de estas sefiales,  cuyos efectos son  conocidos  para  la

diferenciaci6n de los progenitores hematopoy6ticos (Orkin,1995),  pero no para

las CPM.

En  un  intento  por evaluar la  informaci6n  existente  sobre   generaci6n  y

efecto de sefiales especfficas para regular la meseng6nesis, se pudo confirmar

que las CPM producen citoquinas IL-6 y LIF.  Nuestros resultados muestran que
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ademas estas c6Iulas expresan  la cadena gpl30 de los receptores para estas

citoquinas  y  no  las  subunidades  especfficas  de  los  receptores  (lL-6R  y  LIFR).

Estas  caracteristicas  restringen  la  posibilidad  de  que  las  CPM  puedan  sufrir

algdn  tipo  de  regulaci6n  por  lL-6  y/o  LIF.  Para  el  caso  de  lL-6,  esto  estaria

condicionado tanto por la ausencia de lL-6R en  la  membrana de estas c6Iulas

como  por  la  falta  de  producci6n  de  la  cadena  soluble  slL-6R.  Los  resultados

obtenidos avalan lo anterior, en cuanto a la incapacidad de estas citoquinas de

modificar la proliferaci6n y potencial de diferenciaci6n de las CPM no expuestas

a   estimulos  de  compromiso   y  diferenciaci6n.   Sin   embargo,   al   realizar  los

estudios  utilizando  CPM  comprometidas  al  linaje  osteog6nico  por la  inducci6n

con dexametasona,  se observ6 que. lL-6 induce la proliferaci6n y diferenciaci6n

de  estas  c6lulas  s6Io  en   presencia  de  slL-6R.   Este  efecto   demostr6  ser

dependiente de la presencia y activaci6n de gpl 30 en la membrana de la CPM.

Sobre la base de estos resultados se puede postular la existencia de un

microambiente  compuesto  por sefiales  autocrinas  (IL-6)  y  paracrinas  (slL-6R)

con  capacidad  de  regular  la  diferenciaci6n  osteog6nica  de  las  CPM.   Este

microambiente  actuarfa  sobre  CPM  comprometidas  con  el  linaje  osteogenico

(experimentalmente  inducidas  con  dexametasona,  sin  conocerse  el  estimulo

fisiol6gico  equivalente)  las  cuales  tendrfan  la  capacidad  de  responder  a  IL-6

s6lo cuando esta presente slL-6R,  mecanismo que dependeria de la presencia

y activaci6n de gpl30 de membrana.

Asi,  considerando los mecanismos moleculares que regulan  la actividad

biol6gica   de   lL-6,   Ios   efectos   de   esta   citoquina   sobre   la   diferenciaci6n
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osteog6nica de las CPM comprometidas a este linaje, dependera de los niveles

y expresi6n  de  IL-6,  slL-6R,  gpl30  de membrana  y sgpl30.  Los  mecanismos

de acci6n de IL-6R/slL-6R sobre las CPM han sido graficados en la Figura 23.

Los efectos observados  con  lL-6 en  este trabajo,  estan  limitados  a  una

poblaci6n  celular  particular,  cual  es  CPM  que  ya  han  adquirido  un  grado  de

compromiso  con  el  linaje  osteog6nico.  Se  desconoce  cual  es  la  situaci6n  /-n

v/.vo,  pero algunas evidencias sugieren que en la MO la poblaci6n existente de

CPM  esta  formada  s6lo   por  c6Iulas   no  comprometidas  y  en   GO   (Castro-

Malaspina y col,1980).  Asi, estas CPM no tendrfan la capacidad de responder

al  estfmulo  osteog6nico  lL-6/SIL-6R,  capacidad  que  se  expresarfa  s6Io  en  la

CPM  luego  de  comprometerse  al  linaje  osteog6nico.  Para  que  esto  ocurra,  la

CPM debera migrar desde su sito de residencia hacia los sitios de si'ntesis 6sea

fuera  del  estroma,  entorno  en  el  cual  podria acceder a  slL-6R y  responder al

estfmulo del complej.o IL-6/slL-6R.

Los   resultados   obtenidos   muestran   que   las   CPM   participan   en   la

producci6n  de  sefiales  reguladoras  que  pueden  tener  un  importante  rol  en

mecanismos   autocrinos  o   paracrinos   de   regulaci6n   de   la   proliferaci6n   y/o

diferenciaci6n    de    la    misma    CPM    o    los    progenitores    mesenquimaticos

comprometidos en alguna vl'a de diferenciaci6n.  Estas sefiales tambi6n  serfan

dtiles para la regulaci6n del proceso hematopoy6tico.  En este contexto la CPM

contribuye   con   tres   subpoblaciones   celulares:   Ia   CPM   no   comprometida

propiamente tal,  Ia CPM diferenciada madura presente en el estroma de la MO

(fibroblasto    de  MO,   adipocitos)  y  CPM  comprometidas    en  alguna   via  de
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C6Iulai Progenitora Mesenquimatica en el estroma de la M6dula 6sea
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FIGURA 23:  Efecto osteog6nico de IL-6/slL-6R en CPM:  modelo de actividad biol6gica.

La  actividad    biol6gica   de  IL-6    sobre    CPM    estafa  condicionada  por  la
biodisponibildad  de las subunidades  de receptores lL-6R y gpl30.  En el estroma de
la MO,  la CPM  se encontraria "protegida"  del efecto osteogenico de lL-6 por [a falta
de  expresi6n  de  lL-6R  (A)  y  por  la  producci6n  de  sgpl30  que  acttla en forma
antagonista  a la actividad  del complejo lL-6/slL-6R (a). CPM comprometidas con el
linaje  osteog6nico,   movilizadas  y   localizadas  en  los  sitios  de  neosintesis 6sea,
pod fan  responder   al estl'mulo   osteog6nico  de  lL-6  si  encuentran  slL-6R  en  el
mjcroambiente  (C)  o  en  el  proceso  de  diferenciaci6n  adquieren la capacidad de
expresar IL-6R en la membrana (D).  Estas condiciones no son excluyentes entre si,
pueden  ser mecanismos  complementarios  e implican  que durante  e[ proceso  de
diferenciaci6n osteogenica,   la CPM adquiere  la capacidad de responder a IL-6 que
no posee en el estado de CPM no comprometida.
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diferenciaci6n.   Estos  tipos  celulares  podran  formar  parte  de  microambientes

especi'ficos y aportar sefiales definidas a su entorno.

Adicionalmente    a    la    producci6n    de    sefiales    en    el    mismo    tejido

mesenquimatico,    tambi6n    es    posible   postular   la    participaci6n    de    otras

provenientes    de    tejidos.   mesenquimaticos    secundarios    que    "requieren"

estimular la  migraci6n  y diferenciaci6n  de  precursores  de  su  respectivo  linaje.

Tal  podria ser el caso de slL-6R,  detectado en la sangre y cuya producci6n  no

ha  sido  detectada  en  c6Iulas  de  la  MO  (Bellido  y  col,   1996;   Heinrich  y  col,

1998).  slL-6R  podrfa  ser generado  en  un  tejido  secundario,  ya  sea  para  ser

"exportado"  a  otros  tejidos  como  la  MO  o  para  conformar  un  microambiente

mesenquimatico local en su tejido de origen.



CONCLUSIONES

Los resultados generados por esta tesis permiten concluir que:

1.-   La   sangre   de   cord6n   umbilical   humana   contiene   c6Iulas   progenitoras

mesenquimatica.s,  con capacidad de diferenciar j.n  vt.fro a c6lulas de  linajes

osteog6nico y adipog6nico.

2.-  Las  c6lulas  progenitoras  mesenquimaticas  de  sangre  de  cord6n  umbilical

pueden ser transducidas eficientemente por un vector adenoviral.

3.-  Las  c6lulas  progenitoras  mesenquimaticas  de  sangre  de  cord6n  umbilical

pueden ser trasplantadas en un. modelo murino, proceso que resulta seguro

para el receptor, las c6lulas sobreviven en 6ste y pueden ser detectadas en

distintos 6rganos luego de 6 meses de trasplantadas.

4.- Las c6Iulas progenitoras mesenquimaticas de sangre de cord6n  umbilical y

de m6dula 6sea  presentan caracteristicas morfol6gicas,  inmunofenotrpicas

y   potencial   de   diferenciaci6n   similares.   Sobre   la   base   de   esto,   son

poblaciones celulares equivalentes.

5.- Las celulas progenitoras mesenquimaticas producen citoquinas de la familia

lL-6 y la subunidad gpl30 del receptor de las citoquinas de esta familia.

6.-  IL-6  no  produce  efectos  sobre  la  proliferaci6n  y/o  diferenciaci6n  de  las

c6Iulas   progenitoras   mesenquimaticas.   Sin   embargo,   Ia   proliferaci6n   y

diferenciaci6n  de  c6lulas  comprometidas  con  e]  linaje  osteog6nico  si  es
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estimulada por lL-6,  proceso regulado por la biodisponibilidad de slL-6R y

sgpl30.

Las c6Iulas progenitoras mesenquimaticas representan un atractivo

blanco celular para el desarrollo de terapias biol6gicas o g6nicas dirigidas tanto

al proceso mesenqujmatico como hematopoy6tico.
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Summary.  Haemopoiesis is  sustained by two  main cellular
components.  -the   haematopoietic   cells   (HSCs)   and   the
mesenchymal   progenitor   cells   (MPCs).   MPCs   are  multi-
potent  and  are  the  precursors  for  marrow  stroma.  bone.
cartilage.   muscle   and   connective   tissues.   Although   the
presence  of  HSCs  in  umbilical  cord  blood  (UCB)  is  well
known. that of MPCs has been not fully evaluated. In this
study. we examined the ability of UCB harvests to generate
in culture cells with characteristics or MPCs. Results showed
that  UCB-derived  mononuclear  cells.  when  set  in  culture.
gave   rise   to   adherent   cells.   which  exhibited   either   an
osteoclast- or a mesenchymal-like phenotype. Cells with the

Haemopoiesis  is  sustained  by  two  main  cellular  compo-
nents.  the  haematopoietic  cells  (HSCs)  and the mesenchy-
mal  progenitor  cells  (MPCs)  (Tavassoli  &  Minguell.  1991;
Orkin.1995).  MPCs. which are d.iferent from the `typical'
haematopoietic   stromal   cells    (Chichester   ct   ¢J.    1993:
Majumdar ct flJ.  1998). are multipotent and serve as long-
lasting  precursors  for  bone  marrow  stromal  cells.  bone,
cartilage.  muscle  and  connective  tissue  (Prockop,   1997:
Ferrari c[ dl.1998: Conget & Minguell.1999: Pittenger ct dJ.
1999).  During  dctrelopment.  the  migratory  nature  of the
haematopoietic  process  implies  that both  cellular  compo-
nents  should  be  able to  mobilize  through the blood.  thus
allowing the transit of haemopoiesis from an immature into
a more mature haemopoietic Site (Tavassoli.  1991).

The circulatory capacity of the haematopoietic stem cell is
well  documented in  adults by transplantation studies  and
supported by  the  observation  that  these  cells  circulate  in
umbilical cord blood (Rubinstein €t dr,  1995: Wyrsch ef dr.
1999)   and.   under  certain  circumstances.   in  peripheral
blood (Siena et dr. 1989). In turn. although direct evidence
for  the presence  of rmcs  in the blood does not exist.  the
observation  that  after  transplantation  MPCs  functionally
engraft  in  the  marrow  (Horwitz  et  dr,  1999)  has  been
considered   as   proof  of  their   circulatory   and   homing

Correspondence:  Dr Alejandro  Erices,  Unidad  de Blologia  Celular.
INTA. Universidad de Chile. Casilla 13 8. Santiago 11, Chile. E-mail:
aerices@uec.inta.uchile.cl
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osteoclast phenotype were multinucleated. expressed TRAP
activity and antigens CD45  and CD51/CD61. In turn. cells
with the mesenchymal phenotype displayed a fibroblast-like
morphology  and  expressed  several  MPC-related  antigens
(SH2.  SH3.  SH4.  ASMA.  MAB   1470.  CD13.  CD29   and
CD49e). Our results suggest that preterm. as compared with
term.  cord  blood  is  richer  in  mesenchymal  progenitors.
similar to haematopoietic progenitors.

Keywords:   cord  blood.   mesenchymal  progenitors.   osteo-
clasts. cell culture.

capacity.  In addition,  mesenchymal  progenitors  have  been
shown  to  circulate  in  cytokine-mobilized  blood  of cancer
patients (Fernindez ef flJ.  1997).
.   As  there  is  no  information  on  whether  mesenchymal
progenitor cells circulate in umbilical cord blood  (UCB).  in
this study we evaluated the ability of human UCB harvests
to  give  rise  in  vitro  to  a  population  or cells  exhibiting  the
characteristics of mesenchymal progenitors.

MATERIALS  AND  METHODS

Cord  blood  J]arvest  find prcprmtjon  a/ fldhcrent  cells,  Cord
blood harvests  were  obtained,  with the mother.s  consent.
from preterm and term deliveries at tbe time of birth from
HospitalesBarrosLuco-TmdeauandDelSalvador,Santiago.
After removal  of the  placenta. blood was  allowed to  drain
from the severed end of the cord into glass bottles containing
10 ul of M-199 culture medium with 250 U/ml of preserva-
tivgrfree heparfu. In all cases. blood samples were processed
= 24 h after harvest. From each blood harvest. anquots were
set  apart  for  routine  haematological  analysis  (Cell-Dyn
3500  System.   Abbott)   and  for  immunophenotyping  of
haematopoietic progenitors.

Cord blood celts were separated into a low-density fraction
(Hystopaque-1077:   Sigma.   St.   Ifluis.   USA)   and  mono-
nuclear celts were washed.  suspended in culture medium
[cL-MEM  containing   200/o   fetal  bovine  serum  (FB§)   and

© 2000 Blackwell Science Ltd
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All  determina[ions  hereafter  described  were  pert.orm
the respective cell cultures originating from at least fi\.t
blood harvests.

Cuto(heinical  (haracteri-ration.  Cths  in  siti\  were  z\na
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nabhthol   AS-D   chloroacetate   esterase   and   a-nap

EjFgr¥.FeeRE_T¥

gEfgrng=±-¥-i± `T^_3Bi-Sid+&=F=+==_=FseiIrJ 5LE¥E="SE

a-uE=+`*5es

C;ndE)andmesencdymal-likeiB.DandF)cells.(A-D)Uhsrfuedce||s.asvisualizedbyphasecontrastmicroscopy.(EandF)Cell
------- t>--I..~ o.LuvvLLig aunerent cells Iron cultums Of UCB. Photomicrographs, taken after 30 d in cultue. show osteoclast-I

stainingforTRAPandEASrespective|y.Magnification:AandD.100x:a.C.EandF.200X.

a 2000 Blackwell Science I-td. Britjsh Jourml oJ.HaematoJogu  109:  23 i



i,;       1J.`!1

Table 11. I`ytoi.hemiL.al characteristics of oslcoclasl-like i.clls loll.s)
or mescnch}'iml-like cells ( MLl`s ).

Cellt}'pe        TR..\l'         AP         NSE        IAS         SBB        Alk.I'        SE

OLC`s                +                 +           +
M L|'s                             -          +           +

Culturi's cant.lining each t}pc {)I cells (da!'  3()) ``'cre stained I.H sl.{ll
for:  TRAP.  tartrate-resistant  :icid  phosphatase:  ..\P.  acid  phospha-
tase:  .\-SE.  non-specific  a-naphlh}'l  acetate  i`s[er.isc:  FAS.  periodic
acid-Schiff:  SBB.  sudan  black  8:  Alk.I'.  alkaline  phospha[ase:  SE.   f*
specific nEiphthol  AS-a-chloroacetale L.s[erase.

+.  -indiciile that  a 90'}(I of cells ``'ere either positi`.e.or negati`'e
for each marki`r.

CD51 /61

'*"'Mesenclvymal progenitors in coril BIoi)d     237

acetate es[erase. In :Ill cases. analyses as well as the selection
orpositive and negative controls were performed according to
the manufacturer.s guidelines (Sigma Dlagnostii.s Kits).

II\lmlll\ophc'l\ottlpil\g  Of UCB  or  (l\ltun'd  iulhc.rent  i:i!.||s.  r\o
detect  surface  antigens.  aliquo[s  or fresh  UCB  or  cultured
adherent  cells  after  de(achment  with  0.25'yo  EDTh  were
washed `L.ith phosphate-buffered saline ( PBS ) containing 2`?(,
FBS. To detect intracellular antigens. cultured adherent cells
were detached  with  ().25%  lrypsill.  washed  with  PBS  dnd
permeabilized with 70`)(I ethanol ( 10 min at 4°C). For direct
assa.vs.  cells  were immunolabelled with the following anti-
human    antibodies:    CD13-PE.    CD31-FITC,    CD54-PE.
CD90-Frrc..CD5 I/CD61-FITC (Pharmingen. Los Angeles.
CA.    USA).    CD14-PE.     CD38-FITC.    CD34-PE    (Dako.

© 2000 Blackwell Science I,td.  Bn.[I.ch /ozfmaJ a/HacmaloJogy  109: 235-242

Flg 2. Immunocharacterization of osteoclast-
like cells. After 5  weeks in culture. OLCs were
detached with EDTA. labelled with mono-
clonal antibodies and enumerated by flow
cytometry. Data show contour plot analysis for
CD14/CD45 and histograms for CD51/CD61.
CD64. SH2 and CD31  expression. Mean
intensity of fluorescence of the respective
control antibodies was = 5 (not shown).
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Glostrup. Denmzirk). C`D29-FITC. CD4S-Perl`P. CD49d-PE.
CD+9e-FITC. CD64-FITC (Becton Dlckinson. San rose. CA.
USAl iind/or CD106-FITC (R & D S.vstcms. Abingdon. UK).
As  I.ontrols.  mouse  lgGi-PE.  IgGi-FITC.  IgGi-percp  or
lgG2a-PE (Becton Dickinson) ``.ere used. For indirect assa}'s.
cells  were  immunolabelled  with  the  following  anti-human
antibodies:  SH2.  SH3.  SHI  IOsiris Therapeutics.  Baltimore.
MS.  USA).  `'on  Willebrand  factor  (Pharmingen).  a-smooth
musi`Ic   iictin.   ASMA   (Sigmal   or   MAB1+70   (Chemicon.
TemeL`ula.  CA.  USA).  As  secondar}, antibodies.  anti-mouse
lgGu.in-FITC or -PE (Sigmn)  were used.  Labelled cells were
amilysed  either  b.v  epifluorescence  microscopy  or  b.v  flow
c.vtometr}J.  rn  the latter case.  10 ()00 events were acquired
and    aniilysed    in    a   EACscan    flow   criometer    (Becton
Dickinsonl    using    the    CELLQUEST    software.    Note    that
antibodies   against   the   antigens  SH2.   SH3.   SH4.   ASMA
and  \'[AB   1470  have  been  widely  utilized  to  characterize
marrow-derived  mescnch.vmal  progeriitor  cells  (Conget  &
iMinguell.1999:  Pittenger ct aJ.1999).

ProJjJi'm[jo„ s!l((JI.cs.. Adherent cells. after detachment with
trypsin.  were  seeded  (20  x  103  cells/ml)  in  culture  ned-
ium.  At selected  time  intervals.  the  total number of viable
cells  was  counted  and  expressed  as  fold  increase  over the
starting cell number. which was set to  1.

Fell  c.uclc.  a!lalusis  and  i|uantification  Of qiliescent  cells.  Forcell cycle analysis. cells were permeabilized and labelled with
10  H.g/ml propidium  iodine  (Sigma).  followed by treatment
with   100  Hg/ml   RNAse  A   (Sigma)   (Conget  &  Minguell.
1999).   DNA   content   was   analysed   in   a   FACscan   flow
cytometer by using  the MODFIT software.  For assessment of

quiescent  cells.  adherent  cells  were  trypsinized.  permeabi-
lized  and  their  RNA  and  DNA  content  evaluated  by  flow
cytometry after staining with acridine orange. Under these
conditions.    quiescent    cells    (GO)    are    characterized   by
minimal  RNA  content  and  uniform DNA  content  (Juan &
Darzynkiewicz.  1998:  Conget & Minguell.  1999).

Pifferentiation Of mesenchumal-like Jells into os:eoblasts and
adl.pot.g£€s. For these studies. cells were cultured either in an
osteogenic    (0.1  prM    dexamethasone.10 mM    a-glycerol

phosphate  and  50  HM  ascorbate)  (Jaiswal  cf  flJ.  1997)  or
adipogenic (I  HM dexamethasone. 5  p.g/ml insulin. 0.5  "
isobutylmethylxanthine and  60 HM indomethacin)  (Dennis
ct flJ.1999) medium. The onset of osteoblasts was evaluated
by  the  expression  of alkaline  phosphatase  (Pittenger €t dr..
1999)  or  by  calcium  accumulation  (Won  Kossa  staining)
(Jaiswal   ct   fll.   1997).   The   presence   of  adipocytes   was
assessed   by   the   cellular   accumulation   of  neutral   lipid
vacuoles  that  stained  with  Oil  red  0  (Conget  &  Minguell.
1999).

RESULTS

Chara?ter}stl.c.s Of cord blood harvests used fior the tn vit[o
groulth Of adherent cells.
Thirty-one cord blood harvests were entered and anal.nd
in this study. A§ seen in Table I. the median values for the
haematological  parameters  analysed  were  in  close  agree-

UCB from donors witb a wide range orgestational iigc.s (
41  ``'eeks)  were  included  to  establish  whether  gest<itii
age correlates with the potential of UCB to develop :idhe
cells  i,I ,,i,ro.

Mol.phological (1\aractcristi(s Of prillraru  (llltllIt's Of
UCB-derived adherent cells.
UCBrder;i`'ed mononuclear cells were set in culture iind
onset of an adherent layer `vas monitored continuousl`..
day  15  of culture.  29  out  of  31  cord  blood  har`'ests-I
produced an adherent layer. which remained as such e
after `regular changes of the medium.

From  76%  of  the  cord  blood  specimens  anal}rsed.
evolved  adherent  layer  was  fomed  by  a  heterogene
population  of cells.  Based  on the morphology or the  rr
abundant  phenotype  present  (Fig  lA  and  C).  cells  in  I
group of cultures were temed osteoclast-like cells ( OLCs )
turn.  in  24%  of the UCB samples evaluated.  the  adher
layer contained a homogeneous population of cells show
a  fibroblastoid  morphology  (Fig  18  and  D).   Cells   in   I

246
DAYS

RA-
Flg 3.  Prolireration  and  cell  cycle  analysis  of  mesenchymal
cells. Proliferation studies (A). cell cycle analysis (a) and assessn
or quiescent (GO) ceus (C) were carried out as indicated in the
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group   of   L`ultures   were   termi`d   mesenchymal-like   cells
MLCs).

Chilra(ti'ristit:s  Of os\Qo(last-Iikg  (Qlls

The  morphology  of OLl`s  wfls  heterogeneous.  Microscopic
exnmimition revealed cells with iin elongated or oval/round
sh2ipe   with   smooth   borders.   sho``'ing   in   L.erlain   cases
cytoplasmic  extensions.  U§uall}'.  the  cells  ``iere  in  contact
with each other.  however the inost remarkable feature ``ras
the presence of multinucleated cells ``iith nuclei congregated
around   a   L`entral   area.   After    3  weeks   in   L`ulture.   the
multinucleilted    c_ells    tended    to    predominate   over    the
elongated  and  small  rounded  cells  (Fig  lc)  and reached  a

oRE4
Control  lgG1

oEN4
SH4

oRE4
CD49e

oENo4
CD14

ENoq
CD106

Control lgG2a

oill4
Mab 1 470

¢ ±'M`esenclngmal progenitors in cord Blood     239
semiconfluent  condition  after  I weeks.  By  subcultivation.
these cells gave rise again to multinucleated cells. however
their prolireration capacity was limited.

As seen in Table 11. more than 90% of OLCs were strongly
positive for tartrate-resistiint acid phosphatase ( Fig  I E). iicid
phosphatase  and  a-naphthyl  acetate  esterase  activity.  but
negative  for  periodic  acid-Schiff.  sudan  black  8.  alkaline
phosphatase   and   naphthol   AS-D  chloroilcctate   esterase
activities.  As de'tected by flow cytometry  (Fig 2).  although
all  OLCs  expressed  the  common  leucocyte  antigen  CD±5.
only a subpopulation expressed the monocyte-macrophage
antigen   CD14.   Together.   OLCs  expressed  the  osteoclast-
related antigen  CD51/CD61  (vitronectin  rcccptor).  but did

oEE4
SH3

oill4
CD29

oillo4
ASMA

oENo4
CD49d

Fig 4.  IInmunocharacterization  of  mesenchyma|-like  cells.  ELCs  wac  detached  witb  EDTA.  labelled  with  monoclonal  antibodies  and
enumerated by flow cytometry. Relative number or celts (counts) is presented vs. fluorescence intensity.
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Figs.DilTcrl`n[lationpoli`ntialormc.senchyma|.|ikcce||s.Asdescr|bedintheiVATERIALSandME"ODSsection.c.ulturcsofMLCsw
exp(lsc.dtt.tlsteogenlct)I.1dipogenicmedium.Appcaranceofos[eob|astswasdetected(day7)bycitheralkalinephosphalascexpres.`itJn
thic.k:lrHnwtlrb!'matrlxminerallzation(Aand8.[hinarrowsi.i`dipoc.vtesweredetected(day15)byaccumulationofliplddrops.thalslan
With()ilrc'd()(1`.lhickarrow)..+Iagnification:Aandc`.2()()x:8.4ox.Notetha[bcforetheadditionol.theswitchmedium.i.cllsappi`.lrl`d
sho``'n  in  Fig  ]D.

:ureyed-:Tar:ed::ii:f::=R::co"

not   express   the   macrophage-polykaryon   (CD64)-,   the
mesenchymal   (SH2)-   or   the   endothelial   (CD31)-related
antigens  (Fig  2).

Chh:mcteristi:s  Of mesel.clluinal-like  cellls
Primary  cultures  of  MLC  mainly  consisted  of colonies  of
bipolar  fibroblastoid  cells  (Fig  lD)  which.  after subcultiva-
tion.  proliferated  with  a  population-doubling  time  of 48 h
and    reached    a    con fluent    growth-arrested    condition
(Fig  3A).  In  primary  cultures.  the  MI.C  frequency  varie-a
fromonehar`'esttoanother.howeverineachUCBsample
theaveragenumberofMLCcolonies(day15)for25x106
UCB-derived mononuclear cells was  7 ±  3.

CeHcycleanal.vsis(atlogphaseofgrowth)indicatedthat
=85%  of  the  cells  were  in  the  GO/Gl   phases  (Fig 38).
Anal.vsis  to  detect  quiescent  cells  revealed  that  5°/o  of au
MLCsdispla.vedapatternofRNAandDNAstainingwhichis
distinctive for G0 cells  (Fig 3C).

Cytochemicalanalysis(Tablell)revealedthatmcswcre
strongly   positive   for   a-naphthyl   acetate   esterase   and
periodic  acid-Schiff (Fig  lF).  but were negative for au the
other cytochemical markers  assessed. The iununophem
type  of these  cells  (Fig 4).  as  studied  dy  flow  eytometry.
disclosedthehomogeneousexpressionofthemesenckymal-
related antigens SH2.  SH3  and SH4. Together. mcs mere
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gent.riiti` :idhi`ri.Ill I.clls.  Ho``'L.`'cr. `vi. f{iund thiil thL' naturil
of  the   iidhi`rent  i`i.lls   `v€is   not   the.  s.ainLi  ill  :ill  I.asi..`..   I)ut
e.xhibitcd    i`ithi'r    i`n    tistcoi.klst-   or   a    mc.selich}'mzil-liki`

phenot}.pi`.    I.ai.h    tini.    I.h:iriicli`rizc.d    by    lhL.    follo``.ing
features.    First.    :ippro.`ii"itcly    75';(,   i]f   the   cord    bloocl
colli.I.liolls  ga\'l.  rise  to  i`ul[urc's  ()I  adhi.ri.n[  I.L'IIs  l()Ll`s).
``'hiL.h   dis`pki}.ed    the   lnorpht)log}.   iind   I.hzir:icleristic`s   of
mullinuL.IL.€ili'd  {Js.ti`oc`lasts.  {)Ll`s  L`.\pressed  se`IL.r€il  markers
or   t.stetickists.    such   as   ii   strong   tartrate-resist:int   i`cid

phosphatase  :ii`ti`'ity  €ind  ii.`prc.ssion  tir :imigens  l`D15  €ind
CD51/CD61    (Udaga``'a   {'[   tlJ.    199():   Suda   "   t!J.    1992).
Together.  these cells  did  iio[ express €intigi.ns relatLid to  the
"crophagL`-polykiar}'-on (Quinn i't flJ.  199 5 ). mesench`'mal
(Conget & i\Iinguell'.1999 ) or endothelial (Schwachrila-" al.
1991)   lineagcs.   In   primz`r!'   cultures   of  OLCs..   {rye   round
within   CD15-    cells   ii   subset   that   also   I.xpressed   the
monoc}'te-mai`rophiige  :`ntigcn  CDlj.  Hoit'e`'er.  the  per-
centage of these i`ells decreased with c.ulti`.ation time ( 5 3'Xi
and  26`%i  at  ``'eeks   3'  and  5  respei.ti`'cl}.:  data  not  shown).
The  decrease  in   the  number  or  CD15+CDII+   cells  was
coincident   with   the   microscopic   obser`ration   of  a   time-
dependcnt   enrichment   in   multinucleatcd   cells   (Fig  lc).
Thus.   the   abo\'e   characteristics   strongly   suggested   th.it
cells in the osteoblast-like i`ultures correspond to ostcoclasts
and/or their progenitors.

SeL`ond. almost 2 5`%. of cord blood har`tcsts gave risL. to :in
adherent    la}'er.    initi€`lI}J    I.ormcd   by   individual   I.ells    or
coloniLis  of  il  I.e``'  cells.  which  rapidl}J  gave  rise  to  a  well-
established   layer   of  fibroblastoid   (MLC)   cells.   The   rapid

growthofthesecellsseemedtobesustainedbyapopul:ition
of   (self-rene`iring.3)   quiescent   (GO)   cells.   MLCs   expressed
several  mesenchymal  progenitor-related  antigens.  such  as
SH2.  SH3.  SHI.  ASMA.  MAB  1470.  CD13.  CD29.  CD49e
and  CD54  (Bendall  " flJ.  1993:  Conget a. Minguell.  1999:
Pittenger  "  tiJ.   1999).  In  contrast.  they  did  not  express
myeloid  or  endothelial  antigens.  In  addition.  MLCs  upon
proper   stimulation    could   be   differentiated   into   other
mesenchymal lineages. such as osteoblasts and adipocytes.
Thus.    in    the    presence    of   dexame[hasone.    a-glycerol
phosphate and ascorbate. MLCs expressed bone cell markers
such   as   alkaline   phosphatase   and   formed   mineralizing
colonies  (Jaiswal  t't  aJ.   1997:  Conget  &  Minguell.   1999).
Moreover. MLCs exposed to a defined adipogenic medium for
15  d gave rise to foci of cells containing large lipid droplets
that  stained  positively  with  Oil  red  9.  Thus.  the  immuno-
phenotype   and   functional   properties   displayed   by   cord
blood-derived  MLCs  resembled  very  closely  the  character-
istics    assigned    to    bone   marrowrderived   mesenchymal
progenitor cells  (Galmiche ct al.  1993:  Conget & Minguell.
1999:  Pittenger et flJ.  1999).

Our  results  showing  that  mature  osteoclasts  or  their
progenitors   circulate   in   umbilical   cord   blood   are   not
without  precedent   (Roux  et  flJ.   1996).  However.   to  our
knowledge.  this  is  the  first  report  documenting  that  in
umbilicalcordbloodthepresenceofcellscangenerateMLCs
uponculture.Thepresenceofmesenchymalprogenitorcells
incordbloodisjustifiedbecauseitcanbehypothesizedthat
both   haematopoietic   and   mesenchymal   progenitors   are
travelling.  via  cord  blood.  from  early  retal  haematopoietic
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Tat.[e Ill. I.orri.lotion bi.Lwi.i.n gesta(iomll agi` iind l`D }{ i.onti.n[ t>r
cord  blood  harvests  ``.I(h  (he  de`'c.I(7pml'nt  of cells  sho``'ing  i.ilhcr
the .\.ILL.- or the ()Ll`- phenol}ipL..

Type t]r culture-(numbi.r t]r
cullurL`s obtaini.d for iiiich  l!.pci

l'ord b]t]od i.haractcristic.s         MLl`                                OLl`

Gdsta[ioniil  age I ``'ecks.)
32-36

4,      37-11

CD3± content  l`!'o).
< ().5
i ().5

• Total  number  of UCB  ancll.vsed.  29:  .\ILC-positi`'e  cultures.  7:

OLl`-positi`'e cultures.  22.

sites  to  the  ne``'Iy  formed  bone  marro``'  (Tavassoli.   1991:
Pfault.  1996).

Despite  the  relatively  low  number  of LTCB  har`'ests  that
de`ieloped into  MLCs  in  this stud5'.  our results suggest  that

preterm.  as  compared  with  term.  cord  blood  is  richer  in
mesenchymal  progenitors.  as  occurs  with  haematopoietic
progenitors (Shields & Andrc`l's.1998: Wyrsch {'[ HJ.199C) ).
The above seems to be supported by the observed correlation
between  the  characteristics  or cord  blood  (gestationiil  €`ge
and CD34 content) and the rrequenc}. or emergence of MLC-
Hke cultures  (Table  Ill).

Based on their large i'.\. `il.`Jo expfinsion i`ap:icity fas ``.cll €is
on    their    dirfercntiEition    potential.     cord     blood-derived
mesenchymal progenitor cells can be `'isualized <is attractive
targets for cellular or gene transfer therapeutic options.
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Abstract

Within the complex cellular arrangement found in the bone marrow
Stroma there exists a subset of nonhematopoietic cells refeITed to as
mesenchymal progenitor cells (MPC). These cells can be expanded cx
Vl.l'o and induced. either ,i.» i.i.rro or f.» iii.vo, [o termimlly differentiate
into at least seven types of cells: osteocytes. chondrocytes. adipocytes.
tenoL`ytes. myotubes. astrocytes and hematopoietic-supporting stroma.
This broild multipotentiality, the feasibility to obtain MPC from bone
marrow. cord and peripheral blood and their transplantability support
the impact that the use of MPG will have in clinical settings. However,
a number of fundamental questions about the cellular and molecular
biology of MPG still need to be resolved before these cells can be used
for  safe  and  effective  cell  and gene  therapies  intended  to  replace,
repair or enhance the physiological function of the mesenchymal and/
or hematopoie[ic systems.

Origin of the concept of bone
marrow-derived  mesenchyma[
progenitors

The  work initiated by  Friedenstein  and
collaborators(I)provideddefinitiveevidence
that bone marrow contains, in addition to the
hematopoietic  progenitors,  a population  of
spindle-shapedclonogenicfibroblastprecur-
sor cells or fibroblast colony-forming units
(CFU-F). These cells, which were defined I.#
vl.voasquiescentrestingcells.afterproper!.#
vltro stimulation can enter the cell cycle and
develop colonies that resemble small depos-
its  of bone  or  cartilage  (2).  Since  CFU-F
exhibit  a high  ability  for self-renewal  and
multipotentiality,itwasspeculatedthatthese
"marrow stromal stem cells" were the pre-
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cursors of a number of different mesenchy-
mal  cell  lineages  (3,4).  Thus,  the  concept
that the marrow stromal moiety was part of a
wider stromal mesenchymal system in adult
organisms was developed.

Data related to the number and hierarchy
of  cell  lineages  belonging  to  the  stromal
mesenchymal system, in addition to a sub-
stantial progress in the understanding of the
differentiation process and the characteriza-
tion of the evolving phenotypes, open per-
spectives for the use of these "manow stro-
mal stem cells" in cellular or genetic thera-

pies for mesenchymal disorders (5,6). In this
review we will highlight in a rather selective
manner the current knowledge on this stro-
mat mesenchymal system.

The term CFU-F or manow stromal fi-
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broblasts (7) has been gradually abandoned
and  replaced by  diverse, still  indis(inct de-
nomimtions.  like marrow stromal cells ,(5).
mesenchymal  stem cells (4), or mesenchy-
mal  progenitor  cells  (MPC)  (8).  Ne`'er[he-
less.  in  all  cases  reference  is  made  to  a

particular adherent cell type evolving from
bone  marrQw-derived  low  density  mono-
nuclear cel.ls, cultured in a classical medium
supplemented only with selected batches of
fetal  bovine  serum.  Cells  thus  developed,
which hereafter will be referred to as MPC.
display a fibroblast-like morphology, can be
expanded c.I v!.vo and present a potential to
terminally  differentiate  into  at  least  seven
types  of  cells:  osteocytes,  chondrocytes,
adipocytes,  tenocytes,  myotubes,  astro-
cytes and hematopoi'etic-supporting stroma

(7,9-16).  We  should  emphasize  that  the
denomination "marrow stromal cells" has
also  been  used  for  monolayers  of  long-
term  marrow  stroma or Dexter-type  cul-
tures  (17).  However,  culture  conditions,
evolving  phenotypes,  differentiation  po-
tential and secretion products of the above
cells  are not analogous to those of MPG,
but are in fact quite dissinilar (18,19).

Characteristics of MPC

Human  MPC  cultures  contain  a  ho-
mogenous  population  of  fibroblast-like
cells  which  have  a  pop.ulation  doubling
time of 3.3  h and exhibit a large (20) but
variable ex vz.vo expansive potential. It has
beenreportedthatwhilesomeMPCprepa-
rations  can  be  expanded  over   15  cell
doublings,  others  cease replicating  after
about  4  cell  doublings  (21-23).  In  addi-
tion,assamplesarehighlyexpanded,MPG
apparently lose their multipotentiality and
approach senescence and/or express apop-
totic features (20,22).

Cell cycle studies on human MPG cul-
tures have revealed the presence of a frac-
tion (20%) of cells with a quantitative pat-
ten of RNA and DNA typical of quiescent

I.I.  Minguel

(GO) cells (20). These cells can be isol
by a negative selection procedure  usin
fluorouracil, which originates  a popuk
of more than 90% G0 cells, expressing

gene for omithine decarboxylase anti
a marker for cellular unproliferative sl
The resting condition, together with a s
live  immunophenotype  and the  absent
the  expression  of commitment  marke
the  selected cells,  suggest that withi
tiires  of MPG  a  fraction  of  mesenc

Fii2i#ifiljiifirii::jJ
function performed by MPG in the in
microenvirormentisgivenbydatareve
theircapacitytoproduceandorganize
array of extracellular matrix molecules
Moreover, MPC express several coun
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ceptors associated  with matrix- and cell-to-
cell  adhesi`'e interactions  (9,20).

Differentiation  potential of MPC

One of the first de`scriptions of the i.H tJi.vo
differentiation  potential  of  MPC  was  the
report  showing i-fiat  after  a  successful  and
uneventful HLA-matched marrow allograft..
a  dog  suddenly  died  of respiratory. failure
due  to  extensive  ossirication  of the  lungs
withmultiplesitesofhematopoieticengraft-
ment (27). This study, described by the au-
thors as "an unexpected phenomenon.', was
followed by several studies showing that in
animal  models,  cultured  MPG  once  trans-

plantedcandevelopintoterminallydifferen-
tiated me.senchymal tissues, like bone (7,10,
28-30),cartilage(10,29,31),tendon(13,32),
muscle  (33),  neural  (16)  or  hematopoietic
microenvironments (7). The given examples

just  reaffim  the  broad  multipotentiality of
MPG,  probably  the  adult  stem/progenitor
cell exhibiting the highest degree of plastic-
ity (6'34).

Most  of  the  studies  on  the  j."  vi.fro
differentiation  potential  of MPG,  mainly
into  osteoblasts,  chondrocytes,  myotubes
and  hematopoietic-supporting  stroma,
came  from  the  work by  Caplan and  col-
leagues  (4,11,15,35).  These  studies  have

provided  information  regarding  culture
conditions,  proper  stimuli  and  methods
for  identification  of  the  respective  ulti-
mate differentiated phenotype.

The molecular and cellular events asso-
ciated with differentiation pathways are not
well understood, but it seems that the com-
mitmenttotheosteo-chondrogenicoradipo-

genic  lineages  requires  the  expression  of
Cb fa-I  or  PPART2,  respectively  (36,37).
Subsequentmaturationalongthesepathways
includes  the  expression  of alkaline  phos-

phatase,  osteopontin,  osteocalcin  and  col-
lagen I in the osteocytic lineage; collagen 11
andIXinthechondrocyticlineage,andar2,
adipsin, leptin and lipoprotein lipase in the

adipocytic one (9,38). Thus, analyses at the

gene expression level (RT-PCR) have shown
that MPC differentiate i.iz t'i.fro, according to
the stimuli applied, into the desired lineage
but  not  into cells  expressing  multiple  lin-
eases (9).

Although  diagrams  for  a  hierarchy  of
MPC progenitors evolvihg from a putative
mesenchymal stem cell have been published
(6,39), data explaining how lineage choices
and transcriptional specificities are achieved
and how these account for the extraordimry
multipotency  of  mesenchymal  progenitor
cells are lacking. It will be challenging for
investigators in the field to fill in the gaps on
these issues.

Sources of MPG

Recent data have shown that. in addition
to adult bone manow, umbilical cord blood
is  also  a soi]rce  of MPG  (40).  These  cells
exhibit an immunophenotype,  a population
of quiescent cells  and a differentiation po-
tential  similar  to  that  of  marrow-derived
MPG.  The observation that the  content of
MPC is higher in pretem than in ten cord
blood, a trend also observed for hematopoi-
etic progeni(ors (41), suggests that hemato-

poietic and mesenchymal progenitors travel
early  during  development,  probably  from
fetalhematopoieticsitestothenewlyformed
bone marrow via cord blood (42).

Whether .MPG  circulate  in  peripheral
blood is an open issue. In the murine model,
CFU-F  circiilate  in  blood  and  represent  a
§tromal cell population which can migrate
into hematopoietic organs (43). In humans,
cells  with the characteristics  of mesenchy-
mal  progenitors  were  detected  in  growth
factor-mobilizedperipheralbloodstemcells
harvested from breast cancer patients,  but
not in the blood from nomal donors (44).
However,  under  similar  but  not  identical
experimentalconditions,thepresenceofcir-
culating hat has not been confirmed by
other groups (45,46).
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Transplantation of MPC

The en`'isioned routes of MPC delivery
are  either  direct  loading  (injection  or  iin-

Plants)  into the damaged organ or systemic
infusion. In the former case. it has been pro-

posed that MPG will augment local repair. or
regeneration.of bone(28-30),cartilage(47)or
tendon  (32).  With  respect to  systemic  infu-
sion.  MPG  should  home  into  the  damaged
tissue  and  restart  their  developmental  pro-

gram. Thus. MPG will improve target tissue
function (48.33) or increase marrow microen-
vironmen[supporttofacilitaneengraftmentby
hematopoietic stem cells {6,49).

Despite  the  profuse  information  on  the
origin (host or donor) of stromal cells after
allogeneic  transplantation, the  issue  is  still
open because of contradictory data. Thus. it
has been reported that. after successful allo-

geneic  bone  marrow  transplantation  (con-
•sidered  as  a  source  of hematopoietic  and
mesenchymal progenitors), MPG isolated at
different time intervals after transplantation
exhibit cellular and molecular features that
correspond either to the host (50-52)  or to
the donor (48,53,54). The riture of this con-
flict  may  arise  from  several  determinants,
among them the methods used to type MPG,
the procedure followed to harvest the mar-
row (21,55), the low frequency of MPG in
marrow harvests (2-5 MPG per I x 106 mono-
nuclear  cells)  (50),  and/or  the  condition
(steadystatevspostchemcLorradiotherapy)
'of the marrow from which MPG were pre-

pared (22,52) and to which MPG were trans-
planted.

An  additional  explanation  for  the  dis-
crepancy about the marrow transplantation
Capacity of MPG may arise from the obser-
vationthatthenumberofmesenchymalstem-
like cells among different cultures is low and
variable (20, and Conget P, unpublished re-
sults). Based on data for the hematopoietic
and muscle system (56,57), one can specu-
late that quiescent and cychig MPG present
in the graft will contribute in a different way
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tostromalrepopulationaftertransplanta

iiiiiiiii;:;*Cid:;i}hi}i'`;:fpifT
investigation  to  stimulate  their  therape
utilization.

The first clinical trials reported hav{
vealed that systemic infusion of c.¥ i.f.`Jt,

panded autologous MPG is feasible and
in the short-temi (49,58). However, the

yet  no  conclusive  evidence  to  suppor
contention that transplanted MPG may
a  positive  impact  ori  the  managemel
lymphohematopoieticorcancerpatients
On the other hand. it has been demonst
that allogeneic bone marrow transplant
in children with osteogenesis imperfect
sults  in  impressive histological  chang
trabecular bone  which  indicate new  d
bone formation (59). In addition, incre

growth rate and reduced frequencies of
frocture were also observed. These cha
detected 3 months after marrow transpl
tion,  were associated with the engraft
of functional  MPG  from  the  transpl
marrow  (25).  Surprisingly,  recent  re
have documented that following bone
row transplantation,  short-ten chang
bone  mineral  metabolism  caused  a
impaiment of bone fomation  and
crease in bone resorption (60).
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Conclusions  and future directions

The last rive years have been the .scene of
asubstantialimprovementinourunderstand-
ing of the biology and the potential clinical
utilization  of  adult  MPG.  Although  many
aspects  related  to  the  properties  of  the.ie
cells are well e5iablished. inforination deal-
ing with the existence of a hierarchy of mes-
enchymal  precursors  (including the  mesen-
chymal stem cell itself) and their properties
still remains obscure. However, this lack of
information has not been an obstacle in terms
of the therapeutic utilization of these cells.

MPG represent an attractive therapeutic
option.  both  in  the  context  of cellular and

gene therapy `strategies for a wide range of
clinical  applications.  Future  clinical  trials
should be focused on  at least two main is-
sues:  as an integral part of the marrow mi-
croenvironment, MPC transplantation alone
or  in  conjunction  with  hematopoietic  pro-

genitors would ifacilitate the engraf[ment of
the hematopoietic stem cell after myeloabla-
live therapy.  Also,  they might replace che-
motherapy-  or  disease  associated-damaged
stroma  or  modulate  graft  versus  host  dis-
ease; transplantation of MPG, as precursors
of  several  mesenchymal  lineages.  is  envi-
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Mesenchyma[ Stem Ce![s
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Within the bone marrow stroma there exists a subset of nonhe+
matopoietic cells referred to as mesenchymal stem or mesen-
chymal progenitor cells. These cells can be ex v/.ro expanded
and induced, either i.n vi.fro or in vi.vo, to terminally differentiate
into  osteoblasts,  chondrocytes,  adjpocytes,  tenocytes,  myo-
tubes, neural cells, and liematopoietic-supporting stroma. The
multipotential of these cells, their easy isolation and cultLJre, as
well as their high ex vivo expansive potential make these cells
an  attractive  therapeutic  tool.  In  this  work we will  review the
Information dealing with the biology of mesenchymal progeni-
tors  as  it  has  been  revealed  mainly  by  er  v/.vo studies  p.er-
formed with bone marrow-derived cells. The discussed topics
Include,  among  others,  characteristics  of  mesenchymal  pro-
genitors, evidence for the existence of a vast repertoire of L]n-
committed and committed progenitors both in the bone marrow
and  ln  mesenchymal tissues, a diagram for their proliferative
hlerarchy, and  comments  on  mobilization, microenvironment,
and clinical use of mesenchymal progenitors. Despite the enor-
mous data available at molecular and cellular levels, it ls evj-
dent that a number of fundamental questions still need to be
resolved before mesenchymal progenitors can be used for safe
and effective clinical applications in the context ot both cell and
gene therapie§.                             [Exp Biol Med vol. 226(6):507-520, 2001]

Key words: mesenchymal stem cells; marrow stromal cells; uncom-
mitted mesenchymal progenitors; human mesenchymal stem cells;
characteristics me§enchymal progenitors

Adult Stem Cells
An orderly chain of highly regulated processes involv-

ing cell proliferation. migration,  differentiation, and matu-
ration leads  to the  production and sustenance of most cell
lineages  in  adult  organisms.  The  earliest cell  type  on  this
chain  has  been called a stem  cell. Together with their ex-
tensive capacity for self-renewal. stem cells display a broad
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po(en(ial  (often  a mul(ipo[ential)  for giving  rise  to  diverse
differentiated  progenies.  In  addition  [o  the  hematopoietic
and intestinal stem cells, considered for many years as para-
digms of stem celts. adult organisms contain  several  other
classes of stem c`ells (Table  I).

For a long time. adult s(em cells hat.e been considered
to  be  developmentally  L`ommitted  in  such  a way  that  they
appear restricted  to  produce  specific  cell  lineages.  namely
those  from  the  tissue  in  which  the  stem  i`ell  resides.  This
rather deterministic concept (i.e.. bone marrow forms blood
cells.  epithelium  forms  epithelial  cells.  etc.)  has  been  re-
cently challenged by  several  bizarre  and  unexpected  find-
ings. Reports have shown that a particular stem cell. besides
originating the predicted collection of cells characteristic of
the tissue in which they reside in, may also give rise to a set
of unacquainted progenitors. Thus, the hematopoietic  stem
cell.  in  addition  to  the  production  of blood cells.  can  also
originate hepatic oval cells ("blood into liver") (I). In turn.
neural  stem  cells.  along  with  their ability  to  originate  the
three main type of cells found in the adult brain (2, 3), also

produce  early  and  lineage-committed  hematopoietic  pro-
genitors ("brain into blood") (4).  Mesenchymal stem cells.
which originate a variety of mesenchymal phenotypes, can
also  give  rise  to  nonmesenchymal  cells  like  neural  cells
("manow into brain") (5, 6). Moreover, to suit the elevated
demand of precursors that occurs during tissue growth and
repair.  adult  organisms  should  have  the  ability  to  recruit
uncommitted  progenitors  from  other  tissue  sources.  This
proved to be the case during muscle repair, where mesen-
chymal  stem  cells  in  the  bone  marrow  travel  to  skeletal
muscle (7).

Thus. it seems that in addition to their ability to divide
without limits and to give rise to distinctive cells, adult stem
cells are remarkably malleable and exhibit a high degree of
plasticity. The above is extensive to the rare type of somatic
pluripotent  stem  cell,  which  has  been  postulated  to  be  a
common precursor of all adult stem cells (8).

The above examples also underline another feature of
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Table I.  Human Stem Cells
Stem cell                               Location  (source)                                                   Cells produced                                              Beferenc

Hematopoietic                 Bone marrow

Neural                                  Brain

Epithelial                              Gut,  epidermis

Mesenchymal                  Bone marrow

Embryonic                         Blastocyst inner cell;  mass

primordial  germ  cells

Blood, endothelial, hepatic (oval), and
muscle cells

Neurons, astrocytes, oligodendrocytes,
and blood cells

All  cells  in  epithelium crypts;  all cells in
epidermal layers

Bone, cartilage, tendon, adipose, muscle.
marrow stroma, and neural cells

All cells

1,  75,112,

3, 4,  146,  1

74,148-15

5, 23, 28, 2

21 , 22

stem cells. which is their ability to leave their ..tissue.. niche
and circulate  in the blood stream. as occurs with the herm-
topoetic  and  mesenchymal  stem. cells  (9-13).  However. to
express  its  differentiation  program.  a circulating  stem Cell
must home  into an  appropriate  microenvironment (14.15).

The  growing  body  of  information  regarding  what  a
stem  cell  can or cannot do  (16-18)  has  directly  influenced
the abundant attempts to explore their clinical impact (8. 19,
20).  It has yet to be established whether their use in cell or

gene  therapies  can  match  the  power  envisioned  with  the
utilization  of embr.vonic  stem cells  (21.  22).

Bone marrow contains not only the hematopoietic stem
cell.  but  also  the  stem  cell  for  tissues  that  can  roughly be
defined as mesenchymatic. The multipotential of mesenchy-
mal  stem  cells.  their easy  isolation  and  culture.  as  well as
their  high  er  l'i.`io  expansive  potential  make  these  cells an
attral`tive therapeutic tool capable of playing a role in a wide
range of cliniL`al applications in the context of both cell and

gene  therapy  strategies.  In  this  work  we  will  review  the
information  dealing  with the biology of mesenchymal  ProT.

genitors  after  studies  performed  with  cells  obtained  from
bone marrow-derived cultures. It will be evident after read-
ing the review that there are many gaps in our information
about several  aspects  of the  biology  of mesenchymal  pro-
genitors.  However.  given  the  enomous  promise  of these
cells to the development of new therapies, there is no doubt
that in the  near future  most fundamental questions will be -
resolved.

Denominations Utilized to Refer to Mesenchymal
Progenitor Cells

/#  `'l.iJo  and  in  vl.fro  studies  have  identified  the  bone
marrow stroma as the source of a multipotent stem cell that
gives  rise  to  progenitors  for several  mesenchymal  tissues.
including bone. cartilage, tendon. adipose, muscle (23), and
hematopoietic-supporting stroma (24, 25). Since their oriS-
nal description. these bone marrow multipotent progenitors
were  referred  to  by  different  names.  The  original  ten
"colony foming unit-fibroblast (CFU-F)" or "marrow stro-

mal  fibroblasts  (MSF)"  (26-28)  has  been gradually aban-
cloned  and  replaced  by  diverse,  still  indistinct  denomina-
lions like "marrow stromal cells (MSC)" (29), `.mesencfty-
mal  stem  cells  (MSC)"  (23),  or mesenchymal  progeninr
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cells (30). Although most denominations reflect a sema
rather than a functional issue. in this review we will use

generic  term  mesenchymal  progenitor cells  (MPG),  w
applies  not only  to the stem cell per sc, but to a vast
ertoire  of committed  progenitors  exhibiting  at  least
than one differentiation potential and described to be
ent both in  (he bone marrow as well as  in several  me
chymal  tissues  (25.  31-33).

It  is  necessary  to  emphasize  that  the  denomina
"marrow  stromal  cells"  has  also  been  utilized  to  dc

hematopoietic-sustaining monolayers of long-term rna
stroma or Dex[er-type cultures (34). However, culture i`
ditions.  evolving  phenotypes.  differentiation  potential.
secretion products of the above cells are not analogue`
in fact. are quite dissimilar to that of MPC  (24, 35).

Bone Marrow-Derived Mesenchymal
Progenitor Cells

In the following sections we will discuss data relate
the  general  characteristics  of bone  manow-derived
cultures.  as  well  as  evidence  for  the  existence  of unc
mitted  and  committed  mesenchymal  progenitors  and  t
proliferative hierarchy.

Characteristics  of  MPC.  Bone  marrow  strom
the most recurrent tissue source utilized in growing me
chymal progenitors. In the case of human MPC, the st
material frequently consists of aliquots of bone marrow
tained  from normal  donors  undergoing  marrow aspira
for  purposes  of  allogeneic  marrow  transplantation.  A
plating  low-density  mononuclear cells  in  a basal  med
supplemented with selected batches of fetal bovine se
(29, 30), the evolving population Of plastic-adherent cel
considered the primary ex v!.vo source of MPG.

By  light or phase  contrast microscopy2  MPC  cult
display  a rather homogenous population of fibroblast-
cells (26, 36). Cell cycle studies revealed that while a s
fraction of MPG are actively engaged in proliferation
proximately  10% at S + G2 + M). the vast majority of c
are  standing  at  the  Go/Gl  phase  of the  cell  cycle  (
Although check points and length of each phase of the
cycle  have  not  been  determined,  the  high percentage
Go/Gl cells suggests a high competence of MPG to dif
entiate (37). Moreover, the Go/Gl  population Of MPG



1

cludesaininorandvariablesub.`etofrestingquiescentcells.
as evidenced by  RNA  and  DNA L`ontent (30) or by  FACS
analysis  of size and granularity  (33).

After  .`ubcultivation.  MPG  exhibit  a  large  but  highly
variable  expansive  potential.  While  some  preparations  of
MPC i`an  be expanded through over  15 ceH doublings. oth-
ersceasereplii`atingafterabou[fourcelldoublings(38+0).
The nature of this conflict may arise from several determi-
nants.  among theln the procedure  Lised (o harvest the mar-
row(38+I).IhelowfrequencyofMPCinmarrowharvests
(2-5MPCperI_x106mononuclearcells)(42),andtheage
or condition  of-the donor from which MPC were prepared
(39.43).Despitathehighe.riii.voexpansivep6tential,MPC
do  not  loose  (after  moderate  subcul[ivatioli)  their  normal
karyotype and telomerase acti`Jity (44). However. extensive
subcultivation impairs cell  function. by the onset of evident
signs of senescence (39) and/or apoptosis (30).

The development of a series of monocloml antibodies
raised  towards  surface  MPC antigens  (45. 46),  along  with
other  antibodies  developed  to  characterize  bone  marrow
stromalcells(47+9),hasbeencrucialfortheimmunophe-
notyping  of these  cells.  Results  have  shown  that  the  anti-

genicphenotypeofMPCisnotunique.butborrowsfeatures
of  mesenchymal.  endothelial,  epithelial.  and  muscle  cells
(Table  11).  MPC  do  not  express  the  typical  hematopoietic
antigens,  CD45.  CD34, and CD14 (30, 44).

An  extended cytokine expression profile has been de-
scribedforMPC.AsseeninTablell,MPCproduceseveral
hematopoietic and nonhematopoietic growth factors,  inter-
leukins,andchemokines.Whilemanyofthesecytokinesare
constitutively  produced,  others  are  only  expressed  after
stimulation  (50).  In  addition,  MPG  express  several  cyto-
kines and growth factors receptors (Table 11). All together.  .
thesedataputinevidencethatmesenchymalprogenitorsin
thebonemarrowcontributetotheformationandfunctionof
a  stromal  microenvironment.  which  produces  inductive/
regulatory signals not only for MPG but also for the devel-
opment of hematopoietic progenitors and other nonmesen-
chymal  stromal cells present in the bone marrow (24, 51-
53).  This  proposed  dynamic  participation  of MPC  in  the
marrowmicroenvironmentisstrengthenedbydatashowing
they  produce  a  vast  any  of matrix  molecules,  including
fibronectin,  Iaminin,  collagen,  and proteoglycans  (29,  35,
44),andthattheyexpressseveralcounter-receptorsassoci-
ated  with  matrix-  and  cell-to-cell  adhesive  interactions
(Table 11).  Of particular relevance is the strong expression
ofCD44(30,44),areceptorforvariousligandslikehyal-
uronan  and  osteopontin.  which plays a central role  in the
organizationoftheextracellularmatrixinthemarroworin
the bone. respectively (54, 55).

Several I.% vi.fro studies have been conducted to assess
the  differentiation potential  of MPG.  as  well as  to set up
culture conditions, differentiation stimuli, and methods for
theidentificationofeachultimatedifferentiatedphenotype.
AsummayofthisinfomationisprovidedinTableIH.The
above  information.  supported  by  ..n  vi.vo  studies,  demon-

I.I

Table 11.  Main Characten.sties Of Bone
Marrow-Derived Mesenchymal Progenitors:

Expression of Specific Antigen§. Cytokine Receptors,
and Adhesion Molecules, and Production of

Cytokines and Matn.x Molecules

Marker type                        Designation Fleferences
Specific

antigens

Cytokines and
growth factors

Cytokine and
growth factor
receptors

Adhesion
molecules

Extracellular
. matrix

SH2, S113, SH4
STBO-1
aE-Smooth  muscle actin
MA81740

lnterleukins:  1a, 6, 7, 8.
11,12,14,  and  15
LIF, SCF, Flt-3 ligand
GM-CSF, G-CSF,
M-CSF

IL-1 Pl,  IL-3f],  lL-4F},
lL-6B,  IL-7F],
LIFB, SCFB, a-CSFB,
lFNTF},  TNFIF],
TNFIIB, TGFBII],
TGFBl,Pl'
bFGFB,  PDGFF],
EGFB

lntegrins: cLvP3, avp5
Integrin chains: al,

30, 45, 47,
48

24, 50

30' 44' 49'
151

30, 44,152

a2, a3, a4, a5, CIV,  81,
83, 84
ICAM-1,  ICAM-2,
VCAM-1,  ALCAM-1,
LEA-3,  L-selectin,
endoglin, CD44

Collagentype I,  IIl,  IV,  V,       29,  30,  35
and VI
Fibronectin,  laminin
Hyaluronan,
proteoglycans

strafes that bone marrow-derived MPG develop into termi-
nally  differentiated  phenotypes,  like  those  forming  bone
(28. 56-59), cartilage (57, 58, 60), tendon (61, 62), muscle
(7), neural (5), and adipose tissues (25, 44), or hematopoi-
etic-supporting stroma (28).

Uncommitted  Mesenchymal  Progenitors  in
MPC  Cultures.  When  cultures  of bone  marrow-derived
MPC  are  examined  on  the  basis  of cellular proliferative
status,  they  appear to be nonhomogenous.  The  work per-
fomed by  Colter cr aJ.  (33)  has shown that in stationary
cultures of bone marrow, MPG subsist a minor population
ofsmallandagranularcells(RS-lcells)withalowcapacity
to  generate  colonies  and  nonreactive  to  the  cell  cycle-
specific antigen Ki-67. Quiescent RS-I cells express an an-
tigenic profile that is different from that displayed by  the
most  abundant,  fast-growing,  and  committed  precursors
(mMSC's)foundinexpandedculturesofMPC.Bystudying
a precursor-product relationship between RS-I  and lnMSC
cells, the authors came to the conclusion that the high ex-
pansive  capacity  of mMSCs  depends  on  the  presence  of
RS-i cells. In turn, RS-I cells may cycle under stimulation
of factors secreted by the most mature mesenchymal pro-
genitor cells. Thus, it Seems that RS-1  cells may represent
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Table111.DifferentiationPotentia|ofBoneMarrow-Den.vedMesenchymalProgenjtors/.nW.fro--Stimun

A,^]--"I--    _-_.I  -_ ,,-., __  , ,___,__Molecular, and Cellular Markers

Differentjatjon to:

Adjpocytes

Chondrocytes

Osteoblasts

Tenocytes

Hematopoietic
supporting stroma

Skeletal muscle cells

Smooth muscle cells

Cardiac muscle cells

Astrocytes

Oligodendrocytes
Neurons

Stimuli

Dexamethasone +
isobutjlmethylxanthjne  (86)

Dexamethasone +
isobutilmethylxanthine +
indomethacin + insulin  (44,

De'x4a3Jethasone+insulin
(32)

18#::s:::8;:3:;8(3¥)

Dexamethasone +
a-glycerophosphate +
ascorbic acid (38)

BMP-12  (141)

Hydrocortisone + horse
serum  (24)

Hemopoietic stem cell  (159)

5-Azacytidine (160,161)

PDGF-BB  (161)

bFGF (161 )

DMSO + dexamethasone

PDGF + EGF + linoleic acid
(6)

an er i7f.vo subset of recycling uncommitted mesenchymal
stem cells.

Additional  evidence for the presence of uncommitted
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Terminal phenotype identification markers
Molecular

PPAFly 2
C/EBPB
ap2
Adipsjn
Leptin
Lipoprotein  lipase (44,153,

154)

Cb fa-1
Collagen types  11 and IX
Aggrecan  (155,156)

Cbfa-1
Bonefliver/kidney alkaline

phosphatase
Bone sialoprotein
Osteopontjn
Osteocalcin
Collagen type I (44,  153,

156,  157)
Collagen type  11
Proteoglycans (61 )

n.d.

.MyoD
Myf 5 and 6
MEF-2
Myogenin
MF3F4
Myosin  (161,162)
ASMA
Metavinculin
Calponin
.h-Caldesmon
Later smooth muscle actin

(47,161)
GATA 4 and 6
Cardiac troponin I and C
Saroomeric-actin
Slow twitch myosin
ANP  (161)
Glial fibrillary acidic protein
Intermediate filament (5, 6)
Galactocerebrosjde (6)
Neurofilament
Tubulin  8111
Synaptophysin (5, 6)

Cellular

Cytoplasmic lipid droplet
accumulation (158)

Matrix enriched in
proteoglycans and
collagen types 11 and lx
(32, 44)

Mineraljzed matrix formatjo
(36)

Improved biomechanical
properties of implanted
tendon  (61)

Maintain and support
hematopoietic
differentiation of CD34+
cells (24)

Support osteoclastogenesis
(159)

Support
megakaryocytopoiesis an
thrombocytopoiesis  (53)

Multinucleated contractile
cells (78)

n.d.

n.d.

Integration into neonatal
brain (5)

mesenchymalstemcellsinbonemarrowrderivedcultures
MPC has been provided by the work of Conget ef a/. (u
published,  A.  Conget  and JJ.  Minguell).  By  following
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different e:xperimental approach` a subset of quiescent cells
was  isolated  by  taking  advantage  of  the  resistance  of

growth-arrested  cells  to  (he  an(imetabolite.  5-fluorouracil
(5-FU)  (63).  Cells  thus  isolated  have  a  low  RNA  content
and  a high  le`Jel  of expression  of the  gene  for ODC  anti-
zyme.  both  i`onsidered  as  markers  for  an  unproliferative
cellular status (64. 65). Quiescent cells and 5-FU nontreated
MPC  display  a similar antigenic  profile except  in  the  dis-
tinctive expression by the  former cells of CDl 17, an adult
stem cell  marker (66.  67).  Cells  in the quiescent condition
seem to represent-a population of uncommitted mesenchy-
mal  progenitors,-s-ince  they  do  not  express  the  osteogenic
and  adipogenic  commitment  markers  (44)  Cb fa-I   and
PPAR-72, respectively. In turn, after prolonged exposure to
fetal  bovine  serum,  the  slow-prolife.rating  quiescent  cells

give rise tQ committed precursors that grow fast and termi-
nally  differentiate.

The existence of progenitors with properties of uncom-
mitted  mesenchymal  stem  cells  has also been revealed by
the  use  of  clonal  cultures  of bone  marrow-derived  MPC
(32).  Data  show  that  among  several  clones  isolated,  one
exhibited  stem  cell  properties  like  a  relatively  low  fre-

quency  (1%),  a  FGF-2  growth  dependence  (68),  and  an
uncommitted condition evidenced by its inability to differ-
entiate  into osteoblasts. chondrocytes. or adipocytes.

All  together,  the  above  findings  demonstrate  that  de-
spite  ex  vl.tio  manipulation  and  subcultivation,  cultures  of
bone marrow-derived MPG contain a rare subset of uncom-
mitted progenitors displaying features of stem cells. Wheth-
er these cells represent the er v!.vo counterpart for the I.H v!.vo
mesenchymal .stem cell (26)  is not known.

Committed Progenitors in MPC Cultures.  In ad-
dition  to  uncommitted  mesenchymal  progenitors,  several.
classes of committed progenitors are also present in cultures
of bone marrow-derived MPG. Nonimmortalized cell clones
have been  used by  Muraglia cr a/.  (32) to investigate  the
nature  and properties  of committed progenitors present in
cultures of bone marrow-derived MPG. When the differen-
tiation potential of the isolated clones was assessed, it was
found  that  while  30%  of  all  clones  exhibit  a  tri-lineag?
(osteo/chondro/adipo) differentiation potential, the rest ex-
hibit either a bi-lineage (osteo/chondro) or a pure osteogenic
potential. Clones with a differentiation potential limited to
the osteo/adipo or to the chondro/adipogenic phenotype, as
well as pure chondrogenic and adipogenic clones, were not
detected. These observations have been extended by other
studies  using  conditionally  immortalized  clones  (25,  69-
71). In addition, a clone with properties of a quadripotential
mesenchymal progenitor (clone BMC9) has been isolated.
which under appropriate conditions differentiates into cells
exhibiting  phenotypic  and  functional  properties  of osteo-
blasts,  chondrocytes,  adipocytes,  and  hematopoietic-
supporting stroma (25).

The above discussed data have strengthen the concept
that cultures of bone marrow-derived MPG are not homog-
enous,  but  consist  of an  assortment  of uncommitted  and

committed progenitors exhibiting divergent stemness. The
latter concept discloses that as progenitors progress towards
the  terminal  pheno[ype.  self-renewal  is  gradually  lost  and
commitment increases (72, 73).

Proliferative  Hierarchy for  Mesenchyma]  Pro-
genitors.  JH `'i.vo, bone marrow has been considered as the
site  of  residency  of the  uncommitted  mesenchymal  stem
cell.  which  upon expression  of its  self-renewal  and  mu|ti-
differentiation potential. commands the continual replenish-
ingofagivensupplyofmesenchymalcellsduringtheentire
lifespan  of. an  organism,  both  at  steady-state  and  altered
conditions (23).

The  examples  given  in  the  previous  sections  clearly
underline (hat linearity between the mesenchymal stem cell
and  its  end-stage  mature  phenotypes  does  not  exist.  The
concept  of proliferative  hierarchy  has  been  developed  [o
explain  structured  cell  populations  in  a  tissue  involving
stem,  committed, and mature .cells  (72, 74, 75). This  con-
cept, which is applicable to the vast repertoire of t)one mar-
row-derived mesenchymal progenitors,  is based on the  as-
sumption that proliferation, differentiation, and  maturation
are in principle independent; in other words, stem cells di-
vide  without  maturation,  while  cells  close  to  functional
competence  may  mature, but do  not divide.  However.  the

population of committed cells divide and mature. showing
intermediate  properties  between  stem  cells  and  functional
mature  cells.  Therefore,  the  already  discussed  notion  of
stemness of mesenchymal progenitors is not a property of a
particular cell  type,  but  a  spectrum  of capabilities  of cell
types within a population.

Attempts to draw a scheme for a proliferative hierarchy
in mesenchymal progenitors began in 1994 when Caplan. in
a very comprehensive paper (23). discussed the experimen-
tal and logic basis for the "mesengenic process hypothesis."
This  has  been  followed by  several  models,  most of them
devoted  to proposing a hierarchy  for osteoprogenitors,  in-
volved in bone cell development (46, 76, 77). Based on the
discussed data related with the existence of an uncommitted
and various committed progenitors, we propose a diagram
for their proliferative hierarchy (Fig.  i). We would like to
call attention to the fact that the concept of a mesenchymal
stem cell is merely tentative. Since reliable stem cell mark-
ers  are  not  yet  available.  the  uncommitted  mesenchymal
stem cell has been mainly  defined in terms of their func-
tional  skills,  as  commented  before.  Therefore,  rephrasing
Hall  (16),  we  still do  not know whether a "mesenchymal
stem cell is a mesenchymal stem cell is a mesenchymal stem
cell."

Tissue-Derived Mesenchymal Progenitor Cells
h the next section we will discuss the current evidence

for the presence of uncommitted and committed mesenchy-
mal progenitors in cultures started from various mesenchy-
mal tissues.

Muscle-Derived MPC.  Work perfomed with adult
human skeletal muscle has demonstrated the existence of
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cells with properties of early myogenic progenitors (78). In
this study it was observed that after tissue enzymatic disso-
ciation  and  cell  cultivation.  the  resulting  primary  culture
was  formed by a mixture  of stellate-shaped cells and mul-
tinucleated myotubes.  After isolation and i`ul[ivation of the
former cells  in medium containing horse serum. cells grow
without any sign of differentiation: however, after switching
to a medium containing dexamethasone (79), cells started to
show signs  of differentiation.  As judged by morphological
and histochemical analysis, the differentiated population in-
cluded  cells  with  the  phenotype  of  skeletal  and  smooth.
muscle, bone.  cartilage, and fat.  Although the culture con-
ditions  used  in  this  work  (horse  serum  and  attachment  to

gelatin)  are  not  those  routinely  in  use  for growth  and  ex-
pansion of MPG (30. 39, 44), these results demonstrate the
presenceinskeletalmuscleofcommittedmesenchymalpro-
genitors. In addition. uncommitted progenitors seem also to
be present in muscle. In an attempt to follow the dynamic of
myoblast transplantation in the murine system, it was showri
that a minority of muscle-resident cells are responsible for
new  muscle  formation  (80).  The  minor  cellular  subset,
which contains slowly dividing cells in culture but rapidly
after grafting, probably represents uncommitted mesenchy-
mal stem cells that persist in the environment of the recipi-
ent  muscle.  These  results  are  in agreement with previous
reports documenting the existence of such cells (81-83) that
seem to be different from muscle satellite cells, classically
considered as the muscle stem cell  (84). The uncommitted
stage of the skeletal muscle-resident mesenchymal progeni-
tor. as well as that of the myogenic cell line C2, are further
disclosed by their persistence as undifferentiated mononuclear
cells, even after exposure to differentiation stimuli (81).

Not  only  cells  from  skeletal  muscles, but from  other
muscles  such  as  the  heart,  seem  to  exhibit properties  Of
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F]gure  1.  Schematic  diagram  for  the  pr
erative  hierarchy  ot  mesenchymal  prog
tors. The diagram has been constructed

poietic-sijpporting stroma;  a,  osteoblasts; I
chondrocytes;  T,  tenocytes;  A,  adipocyt{
§kM,  skeletal;  smM,  smooth;  cM,  cardi
muscle cells; As, astrocytes; 01, oligodend
eytes; and N, neurons. The third compartm{
ropresent§, for sake of simplicity, or`ly the n
lure mesenchymal phenotypes.

(an)an                          rman         aytrani

sion of the stromal precursor cell marker STRO-I  and t]
osteoblastic  marker alkaline phosphatase  (ALP)  (76).  T]
STRO-I+/ALP-subset exhibited  a preosteoblastic  phen
type, as evidenced by reduced ability to form a mineraliz
bone matrix and by the lack of expression of bone sialopr
tein,  osteopontin.  and  parathyroid  hormone  receptor.
other subsets correspond to intemediate and fully differe
tiated  osteoblasts.  As  expected,  after  sorting  and  r
culturing,  only cells  in the STRO-l+/ALP- subpopulati
were able to give rise to all of the four subsets of STR
I/ALP cells present in the primary culture. Thus, these r
sults  have  demonstrated  that cultures  of human bone
not homogenous, but on the contrary, they include comm
ted  osteoprogenitors  as  well  as  end-stage  differentiat
osteoblasts.



Studies with nonimmortalizcd i.loml i`ell  lines derived
from human trabecular bone have shown that bipo[ent- (os-
teo/adipo)  i`ommitted  progenitors  are also  present  in  bone
cultures  (86).  The  differentiation  pathway  taken  by  these
cells  is highl.v  modulated  by a variety of factors.  including
long chain I.att}' acids. drugs.  IL-18. TNF-ci. and/or TGF-P
(86,.

Additioml  evidence  in  unveiling  the  nature  of  other
repositories ol. progenitors in cultures from bone have been
obtained by studies using isolated cell populations. The fetal
rat calvaria clone. RCJ 3.I  differentiate in a time-dependent.
sequence into t`9ur rnesenchymal phenotypes. This progres-
sion.  which  was€licited  by  ascorbic  acid.  a-glycerophos-

phate.  and  dexamethasone.  gave  rise  to  minltinuclea[ed
muscle  cells  (Days  9  and  10),  adipocytes  (Day  12),  chon-
drocytes (after Day  16), and mineralized bone nodules (after
Day 21) (79, 87). Together, it has been shown that a popu-
lation of cells from fe[al rat periosteum isolated on the basis
of granularit.v (S  ce-lls) exhibit various properties of an un-
committed mesenchymal progenitors. Thus` S cells are slow
cycling.  do  not  express  differentiation-associated  markers.
and  when  grown  in  culture,  generate  i`artilage.  adipose,
smooth  muscle.  and bone  phenotypes (31.  88).

Thus. studies utilizing distinct experimental approaches
have established that cultures of bone-derived MPG contain
uncommitted mesenchymal progenitors as well as commit-
ted  osteoprogenitors.  All  together,  this  evidence  puts  for-
ward  the  contention  that  uncommitted  mesenchymal  stem
cells are not only located in the marrow, but are also ubiq-
uitously  positioned  in  bones  where,  under  appropriate
stimuli (microenvironment?), may self-renew, commit, and

generate  cells  exhibiting  the  phenotypic  and  functional
characteristics of the resident tissue (89).

Cartilage-Derived MPG.  /n vi.vo, articular cartilage
has a limited capacity for repair (90). It has been suggested
thatdespitethepresenceofcellscapableofdevelopinginto
a  correct  chondrocytic  phenotype,  their  number  or  the
amount of regulatory factors  is  limited  in the repair tissue
(91-95).  However.  it is not clear whether the ..repair cell"
corresponds to a chondrocyte-committed progenitor located
in  the  cartilage  or  to  an  osteo/chondrocyte-committed
progenitor  recruited  from  a  no.ncartilagenous  tissue  (79,
96-98).

Tendon-Derived MPC.  Few studies have addressed
the  issue  of the  presence  of tendon-resident mesenchymal
progenitors.Bydevelopingamethodfortheserialcultureof
tenocytes  from  juvenile  rabbit  Achilles  tendon,  it  was
shown  that cells  in primary  and first passage  cultures  re-
tained  the  expression  of tenocyte  differentiation  markers
like collagen type I and decorin. However, after successive
passaging,despitethefactthatcellsarehealthyandwithno
evidenceofsenescence,tenocytesstartedtodisplayamodu-
lated phenotype (99). Regardless of the abundant informa-
tion on factors that modulate the growth of tendon cells !.re
vitro (100-104), there is no data on the tissue origin or the
commitment condition of tendon-resident precursors.

Adipose  Tissue-Derived  MPC.  Adipose  (issue
stromal cells contain adipocyte progenitors at various stages
of maturit.y, including the stromal-vascular (SV) cells. con-
sidered  as  the  less  differentiated  tissue-resident  adipocyte

progenitor. /H  i.I.l'o SV cells  :Ire  induced  to  prolifera[e and
differentiate into mature adipocytes during cold acclimation
( 105) and after calorie excess ( 106). Both SV cells and bone
marrow-derived  MPC  can  be  induced  to  differentiate  into
adipocytes  by  glucocorticoids.  IGF-I,  and  insulin  (106).
Therefore.  SV  cells  are  a  class  of fat-resident-committed
mesenchymal progenitors, exhibiting at the least a bipotent
differentiation  potential.  since  they  can  differentiate  into
adipocytes or chondrocytes ( 107). Additional evidence  for
the  extensive  differentia(ion  potential  exhibi(ed  by  fat-
resident progenitors  came  from  studies  using cloned cells
isola(ed  from  fat  bone  marrow.  which  demonstrated  their
capability  to  differentiate  into  adipocytes  or  osteoblasts
(108).

VascL]lar-Derived MPC.  Most, if not all, vessels de-
velop from an .endothelial tube that subsequently acquires a
coating  formed by  vascular smooth  muscle  cells/pericytes
(VSMC), which in turn develop from a undifferen[iated peri-
vascular mesenchymal  progenitor ( 109).  Perivascular mes-
enchymal  progenitors  exhibit  many  features  of bone  mar-
row-derived MPC. like expression of a-smooth muscle ac-
tin  (ASMA),  PDGF-mediated  growth  stimulation  via  a
PDGF receptor. and a differentiation potential  following  a
typical smoo(h muscle pathway (23, 47.  109). Thus. VSMC
repre.sent a vascular-resident mesenchymal progenitor wi(h
the po(ential to differentiate, at leas(. into the smooth muscle
lineage.

.Mesenchymal Progenitor Development:
Mobilization and Microenvironment(s)

The concept that a bone marrow-resident-uncommitted
mesenchymal stem cell  gives rise  to all  mesenchymal  tin-
Cages  in  distant  tissues  (23,  26,  29,  36)  is  supported  by
evidence coming from analysis undertaken both i.H v!.vo and
I.# v!.fro. However, data quoted in the previous sections show
that  committed  mesenchymal  precursors  with  different
stemness or even uncommitted mesenchymal stem cells are
located in marrow-distant mesenchymal tissues, as seems to
be  the  case  in  muscle  and  bone.  These  facts  renew  the
question as to whe(her a tissue-resident progenitor has  al-
ways existed in that particular tissue or has been recruited as
such or as a less committed precursor from the bone marrow
or another mesenchymal tissue. Although the limits for the
above circumstances are difficult to set, current information
suggests  that  progenitor  recruitment  occurs  during  the
growing  period  of an  organism  (Ilo,Ill),  as  well  as  in
adult life during tissue repair (7, 89. 98). Accordingly, two
main issues are raised. The fust one is related to the route(s)
taken by the precursor cell in case they originate from an-
other  tissue  or  another  area  in  the  same  tissue,  and  the
second one relates to the homing and fate within a particular
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tissue of. me.seni`hymal  progenitors. These two aspei`[s  will
be discussed  in  the  following sections.

Mobilization  of  Mesenchymal  Progenitors.
Bone  marrow  stroma.  the  site  of residence  of the  unL`om-
mitted  multipotent  mesenchymal  stem cell.  feeds  progeni-
tors  into  distant  mesenchymal  tissues  (23).  Therefore.  one
may assume that for destination into other tissues. the mes-
enchymal  stem cell  must lea`'e the marrow stroma as such
or  after  undergoing  either  self-renewal  and  commitment.
The latter may take place by a successive traffic throughout
distinct stromal  niches  that regulate stem cell development
(15.18.   I 12).  As  a  corollary`  cell-[o~cell  or cell-to-matrix
interactions between mesenchymal progeni.tors and stromal
components should loosen up, thus facilitating the egress of
the  progenitor into  the  blood stream. Therefore, peripheral
bloodshouldrepresentatransitcompartmentformesenchy-
mal  progenitors  in  the  search  of their  final  destination:  a

proper microenvironment in a distant tissue where they can
home.  expand. and further differentiate.

Whether  adult  mesenchymal  progenitors  circulate  in

peripheral  blood  is  an  open  issue.  In  the  murine  model.
CFU-Fs circulate in the blood and represent a stromal cell
population  that  can  migrate  into  various  tissues  (113).  In
humans.  mesenchymal  progenitors  have  been  detected  in

peripheral  blood  from  breast  cancer patients  after growth
factor mobilization of hemtopoietic stem cells ( 11). More-
over. by using a positive selection procedure, a population
of  adherent  cells  that  originate  colonies  of mesenchymal

progenitors  has  been  isolated  from  peripheral  blood  (13).
However.  circulating  mesenchymal  progenitors  in  human
blood  have  not  been  detected  in  other  studies  (114,115).
Besides  the  dissimilar  experimental  conditions  that  may
have affected the interpretation of the above results, it seerns
important  to  determine  whether mesenchymal  progenitois
can be found in the blood of healthy or unhealthy individu-
als, as well as after marrow stimulation (7,  116). The latter
case  occurs  with the hematopoietic stem cell,  which is re-
leased  from  the  bone  marrow  into  the  blood  stream  only
after stimulation by drugs or growth factors (117).

Recent data show that in addition to adult bone marrow.
and other mesenchymal tissues, umbilical cord blood is also
a source of mesenchymal progenitors (12). These "in mo-
tion"  mesenchymal  cells  display  many  common  features
with adult human bone marrow-derived mesenchymal pro-
genitors,likeadhesiontoplastic,morphology.expressionof
cell membrane and cytoplasmic antigens, and a potential to
differentiate  into  osteo/chondrogenic  and adipogenic  phe-
notypes. Moreover, the identification in cultures of mesen-
chymal  cells  from  cord  blood  of a  subset  (5%-10%)  of
quiescent cells suggests that an uncommitted mesenchymal
progenitor circulates during gestation. The inverse conela-
tion between content of mesenchymal progenitors in cord
blood and gestational age, a trend also observed for hema-
topoietic progenitors ( 10), suggests that mesenchymal ceHs
travel from fetal sites into other tissues early during devel-
opment (12).
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The preceding as well as other evidence (7, 27, 57)
strength to the existence of a sort of "longrdistance" tra
of mesenchymal progeni(ors via the blood stream. Howe`
"short distance.. or "local" traffic of mesenchymal prog€

tors has been described to occur within a tissue during t
(ilage  repair (97, 98),  muscle  regeneration (80),  migrat
throughout forebrain  and cerebellum  (5), and  gingiva  ;

periodon[al cell differentia(ion into osteoblasts ( 118).
Microenvironment(s)  for  Mesenchymal  Pi

genitors.  Maintenance  of  stem  cell  compartment  ul
mately  depends  on  cell  autonomous  regulators  modula'
by external signals. Such intrinsic regulators include. am(
others.  factors  controlling  asylnetric  cell  division,  expr
sion of genes related with the uncommitted and commit
stages.  and  clocks  that  set  the  number  of rounds  of t

committed progenitors and between them and neighboL
cells.

The nature and properties of an adult microenvironm
for the hematopietic. neural. and ephithelial stem cells hz
been  accomplished by  several  studies  (15,112,120-12
However, there is no comprehensive data on the charact
istics and properties of a microenvironment for mesenc]
mal progenitors. both in the bone marrow and in mesenc]
mal  tissues.  Rather,  there  is  increasing  information  ol
variety of selected modulators that seem to control mesi
chymal  progenitor development ITable  IV).  One  may
sume  that any of these  molecules,  along with diverse  t
tyypes (mesenchymal and nonmesenchymal) and their pri
ucts  (growth  factors  and  matrix  molecules),  can  establ
vicinity and temporal relationships that make up the frar
work for mesenchymal microenvirorment(s). The vast ri
ertoire  of mesenchymal progenitors  identified both  in
bone  marrow  and  in  mesenchymal tissues  underscore
need to gain more infomation not only in the descriptio
a bone marrow microenvironment, but in "local" or mes
chymal tissue microenvironments. The molecular and
lular analysis of such microenvironments will help  to
derstand the fate of each mesenchymal progenitor withi
particular tissue, as it has been suggested by several i.q v
studies (5,, 68, 81,  123-126). Together, it may be meani
ful to distinguish between a physiologically ongoing vcr
an  injury-derived  microenvironment.  This  distinct
should be important in tens of specification of cell phe
type  (121)  in  normal  and  injury-derived  microenvir
ments. It is without doubt that improvement in the kno
edge  of  mesenchymal  microenvironments  should  hav
profound impact in the clinical utilization of mesenchy
progenitors.

Clinical Trials using Mesenchymal Progenitors
Given the promising features of adult stem cells for

development of new cell therapies (8. 77). researchers in
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Table IV.   Modulators of Bone Marrow-Derfued Mesenchymal Progenitors Differentiation

M° d u I at° I                                          diffepr:°nT:ttj:: to:                        diffeprreenct'i:a:: to:                               Referenc es

1,25-Dihidroxyvit D3
Prostaglandin  E2
GH
LIF
IL-6
Leptin

TGFBI
TGF83

BMP2
BMP4

BMP12
Minimally oxidized  low-density

lipoprotein

Osteoblasts
Osteoblasts
Osteoblasts
Adipocytes
Osteoblasts
Osteoblasts
Osteoblasts
Chondrocytes
Chondrocytes
Osteoblasts
Adipocytes
Osteoblasts
Tenocytes
Chondrocytes

Adipocytes

Adipocytes

Adipocytes

Myotubes

Myotubes

Osteoblasts

69,163
164
165
166
167
168

32,169
44

141,1,53,169,170
171

141

172

field  of  mesenchymal  progenitors  have  pursued  a  broad
range of investigations to give impulse to their therapeutic
utilization. However, a main issue to be resolved is whether
mesenchymal  progenitors  are  transplantable,  and  in  addi-
tion. what type of progenitor (uncommitted versus commit-
ted)  is  transplantable.  These  questions  will help  to  decide
whether  direct  loading  (injection  or  implant)  or  systemic
infusion  is  the  best route  for mesenchymal  progenitor. de-
livery. The former case probably is best suited with a clini-
cal strategy oriented to augment local ngpair or regeneration
of bone (56, 58. 59), cartilage (127), or tendon (61)., On the
other side, blood delivery of mesenchymai progenitors may
be useful in recovering not only a local, but also a systemic
dysfunctionofatissuebyre-startingtheirowndevelopmen-
tat program.  Particularly,  in the case of bone marrow one
may speculate that the infusion of mesenchymal progenitors
followed by  a selective homing  into  marrow stromal  sites
(51.  128) can result in the increase or improvement of the
furiction of hematopoietic-supporting stroma, which in turn
may facilitate engrafment and differentiation of hematopoi-
etic stem cells  (77,  129,  130).

The issue of transplantabilty has been addressed in sev-
eral  studies;  however,  results  are  rather  contradictory  in
establishing the origin (host or donor) of mesenchymal pro-
genitors after allogeneic transplantation of marrow harvests
(42, 43,  131-134).  Contradiction probably arises from the
use of different experimental conditions, among them pro-
cedures to harvest the marrow (40, 41). methods to type and
measure  progenitor  content  in  marrow  harvests  (42),  and
patient's manow status to which cells are transplanted (39,
43).  In  addition,  it  appears  essential  to  take  into  account
whether the  material to  be transplanted has to be e* vino
expanded to increase the number of progenitors. This may
be an important issue, since progenitor sterrmess and func-
lion diverge as cells are subcultivated (30, 39). In the he-
matopoietic  and muscle systems it has been demonstrated
thatstemnessofthegraftedcellsdeterhineseitherthelong-

or short-term repopulation of the damaged tissue (80,  135).
It has  yet to be established whether the same  occurs  after
transplantation of c* vl.vo expanded mesenchymal progeni-
tors. Are all mesenchymal progenitors (uncommitted and/or
committed)  competent  to  sustain  both  a  long-  and  short-
term mesengenesis?

The first clinical trials reported have revealed that the
systemic  infusion  of ex vJ.vo  expanded  autologous  mesen-
chymal  progenitors  is  feasible  and  safe  in  the  short-term
(129. 136). On the other hand. it has been demonstrated that
allogeneic  bone  marrow  transplantation  (considered  as  a
common  source  of hematopoietic  and  mesenchymal  pro-
genitors) in children with osteogenesis imperfecta results in
inpressive  histological  changes  in  trabecular bone,  which
are  indicative  of new  dense  bone  formation.  In  addition,
increased growth rate and reduced frequencies of bone frac-
ture  were  also  observed  (19).  These  changes,  detected  3
months after marrow transplantation, were associated with
the  engraftment  of  functional  mesenchymal  progenitors
from the transplanted marrow (137).

Conclusions and Future Directions
.   The last 5 years have been the scene of a substantial

inprovement in our understanding of the biology  and the
potential clinical utilization of adult mesenchymal progeni-
tors. Despite the abundant data on their isolation, culturing,
expansion,  and  differentiation  potential,  there  is  still  few
comprehensive data on mesenchymal progenitor stemness,
both  in  vz.vo  and  after  er vz.vo  cultivation.  While  several
molecular markers are available for committed progenitors
and the end-stage phenotypes, at present there are no reli-
able cell markers to identify the mesenchymal stem cell, per
se. The few attempts performed to isolate and characterize
the mesenchymal stem cell are based on methods that make
useoftheirfunctionalcapabilities.whichintumcanonlybe
assessed by testing them.  which itself may  alter the  stem
cells. There is no doubt that a better characterization of the
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uni`ommitted me.senchylml ."em i`ell in the marrow as well
as  in  di."ant  tis.Sues  is  an  immcdiiite aim  in  the  biology of
me.sengene.sis.  Moreo`'er.  Ihi`  terminology  u.sed  to describe
therepertoire()flini`omlnittcdandcommit{edprogenitorsis
still not well defined and has been used unrestrained. whit.h
leads  to  c`onf.usion.

Ho\`'e`.er.  this  lack  (]t. information  ha.s  not  been  iln  ob-
stacle  in  pursuing  the  [herapeulic`  utilization  o[. these  cells.
whii`h  represents  an  attracti`'e  option  for  a  wide  range  of
clinical  applic`ations  in  the  i`ontext  ot.  both  i`eH  and  gene
therapy strategies. As an integral L`omponem of the marrow
stroma. me.sench.vmal progenitor transplantation alone or in
conjunction with hema[opoietic progenitors.would facilitate
the  engraftmen[  ot`  the  hematopoietic  ste.in  ceH  after  my-
eloablati`'e  therapy.  Also.  it  has  to  be  determined  whether
mesenchymal progenitors have the potential to replace che-
motherap}t-  or disease-associated  damaged  stroma  (43),  or

perhaps  their  utilization  may  be  beneficial  in  the  manage-
ment  o[` other diseases  (138,139).

Simultaneously, as precursors of several mesenchymal
lineages.   mesenchymal   progenitors  are  envisioned  as  a

proper therapy  to  attenuate  or correct disorders  of .several
mesench.vmal tissues. among them osteogenesis imperfecta.
osteoporosis.  osteoarthrosis.  meni.scectomy,  and  muscular
dystrophy.  In this respect. recent studies showing the feasi-
bility  of adeno-  or retroviral-mediated gene  transfer of re-

porter  or  therapeutic  genes  into  mesenchymal  progenitors
will  greatly  contribute  to  the  clinical  utilization  of  these
cells  (140-143).  For the  near  future  we  anticipate  a  rapid
closure  of many  gaps  in  our knowledge of the  biology  of
me.senchymal progenitor cells,  which may facilitate the de-
velopment  of phase  11 and  Ill clinical  trials  for new thera-

peutic  alternatives  (144).  Thus.  as  it  has  been  recently  in-.
sinuated.  me.senchymal  progenitors  are  "no  longer second
classmarrowcitizens"ascomparedwithhematopoieticpro-

genitors,  the  paradigm  of bone  marrow cells  (137).
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ABSTRACT

Human   marrow-derived   mesenchymal   stem   cells   (MSC)   exhibit   a   potential   to

differentiate      into      several      mature      lineages,      including      the      osteogenic.

Osteodifferentiation     of     murine     bonerderived     mesenchymal     progenitors     is

modulated    _by     lLfi,     however     it     is     not     known     whether     IL€     affects

osteodifferentation  of  marrow  MSC.   Our  data  show  that  MSC  do  not  express

membrane-bound   or   soluble   lLfi   receptor   (slL€R),   thus   any   effect   of   IL€

is    Precluded.     This    lack    of   effect    of   lL€    was    not    reversed    by    slL-6R

alone    or   the    slLfiR/ILfi    complex,    as    it   occurs    in    other    ILJ3R    negative

Cells.   However,   after  MSC   osteocommittment   (by   dexamethasone),   slL€R    or

SIL€R/ILra     complex     were     able     to      enhance     the     activity     of     alkaline

Phosphatase,     an    earlier    marker    of   osteodifferentiation.    Our    results    show

that   SIL€R   effect   was    dependent   on   gpl30   availability   and   involves   stat-3

Phosphorylation.    Thus,   it   seems   that  the   deficiency  of  IL€R   represents,   for

marrow-resident    MSC    or    its    committed    progenitors,    a    sort    of    protective

mechanism   to   escape   the   osteogenic   effect   of   lL€.     It   is   speculated   that

during   the   transit   of   MSC   or   its   committed   progenitors   from    marrow   into

the bone-forming tissues,  lL€R expression or slL-6R availability may be gained and

thus reactivity to lLno, as it occurs w].th  bone derived osteoprogenitors.

Key   words:   interleukinJ5,   interleukinrs   receptor,   gpl30,   mesenchymal   cells,

osteogenic differentiation.
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INTRODUCTION

Within  the  complex  cellular  arrangement  found  in  the  bone  marrow  stroma,

there exists a subset of nonhematopoietic cells referred to as mesenchymal progenitor

cells  (MPC).  These cells can  be ex  vivo expanded and  induced,  either /.n  v/.fro or /.n

vivo, to terminally differentiate ihto osteocytes as well as to: chondrocytes, adipocytes,

tenocytes, myotubes, astrocytes and hemopoietic-supporting stroma. [1 €].

Osteoblast   differentiation   of  MSC   occurs   along  with   an   increase   in   the

expression  of  OSF2/Cbfal   (a  gene  involved   in  commitment  to  the  osteogenic

Phenotype),  together  with  mRNA  expression  and/or  protein  secretion  of  alkaline

Phosphatase,  type I  procollagen and  osteocalcin  (OC) (except for OC  protein) and

formation of mjneralized nodules [7,8].  Modulators involved in differentiation include

natural or synthetic glucocorticoids, as well as other compounds [9-13].

In  addition,  lL€  and  LIF  stimulate  ex  vivo  murine  osteoblastogenesis  as

revealed  by    studies  using     embryonic  fibroblasts,   osteoblastic  cells  lines  and

calvaria cells [14,15].  In turn, /.n vivo studies have shown increased bone formation

after engraftment of cells producing high levels of LIF [16] or after injection Of   lL€

[17].  Despite   the abundant information on the osteogenic effect of lus and LIF in

the murine system, there is no information on whether these cytokines   may   affect

osteodifferentiation  of   human  bone  marrow derived-MSC.  The  above  information

should  be  relevant,    since  marrow  stroma  (the    site  of  residency  of  MSC)  is  a

cellular  microenvironment rich in IL€ and LIF  producing cells [18-20]
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IL€  and  LIF are  members of a family of structurally related cytokines  (IL-6-

type Cytokines).  In  IL€-responding cells,  signal transduction requires binding of the

Cytokine to its membrane-bound receptor (lLfiR) and subsequent homodimerization

of the signal transducer gpl 30. A key feature in the regulation of lus responses has

been  the  ider]tification  of a  soluble  IL€  receptor  (slL€R),  which  forms  a  complex

With  IL€  (slLfiR/lL€  complex)  capable  Of triggering  dimerization and  activation of

gp130  (transsignaling).  Soluble forms  of gpl30 and  LIFR also exist,  however they

Possess  antagonistic biological  activities  [21,22]. Through transsignaling,  cells that

do  not  express  the  membrane-associated  lL€R  can  elicit  a  variety  of  cellular

responses    to    IL€    including    proliferation,    differentiation    and    activation    of

inflammatory processes [23,24].

Here  we  present  evidence  shovvI.ng  that  exogenous   lLfi  does   not  elicit

osteodifferentiation  of ex  w.vo  expanded  cultures  of human  bone  marrow derived-

MSC.  This  lack of activity of lL-6,  which  is coincident with the lack of expression  of

IL€R in these cells,  is not reversed by slL€R.  However,  after MSC are committed

to differentiate by  dexamethasone, slL€R  or the slL€R/IL-6 complex,  but not lL€

alone,  enhances osteodifferentation.  Data presented suggest that  the effect of slL-

6Rdependsontheavailabilityandactivationofmembrane-associatedgpl30.
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METHODS

Isolation and culture of  mesenchymal stem cells

Leftover  material  was   obtained  from   heparinized   bone  marrow  cells  from

normal  individuals  undergoing  bone  marrow  harvest  for  allogeneic  transplantation.

Mononuclear cells (Ficoll-Hypaque separation) were suspended jn ci-MEM containing

20°/o fetal bovine serum (FBS, Hyc|one,  Logan Utah,  USA), seeded (1 x 106 cells/cm2)

and incubated (37° C, 5% C02). One week later, the monolayer Of adherent cells was

trypsinized  (0.25%  trypsin),  vashed,  resuspended  in  ct-MEM  containing  10%  FBS

(culture  medium)    and  subcultured  (7,000 cells/cm2).    After the  third  subculture,  the

Population of adherent cells which exhibit characteristics Of MSC  [25],  mere used for

all the studies.

Cell  prol.Iferatition

CeH  proliferation  was  assessed     2  and  4  days   after  plating  MSC   (2,500

cells/cm2)  in culture  medium.  For this,  adherent cells were stained With 0.2%  Crystal

violet in  10%  ethanol  (5  minutes at  RT),  followed  by 4 washes with  PBS.  The  dye

Was eluted with a 50/50 mixture Of 0.1  M NaH2P04 pH 4.5 and 50% ethanol and its

absorbance  at  570  nm  was  determined  on  a  microplate  reader.  The  number  Of

adherent cells per plate was calculated from a standard curve.
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Differentiation of MSC into osteoblasts

For these studies,  MSC were incubated   jn culture medium  containing 0.1  HM

dexamethasone,   10   mM   P-glycerophosphate  and   50  Hg/ml   ascorbic  acid   (Dex

medium).          Osteodifferentiation  -   was   assessed   by   the   increase   in   alkaline

Phosphatase  activity  [2,10,26],   calcium  deposition  [2]  and     expression  Of    the

osteogenic  markers,  cbfa-1  and  osteocalcin    (see  below).    When  the  osteogenic

effect   of  cytokines   or  slLi5R     was   assessed,   culture   or     Dex   media     were

supplemented  with   lL-6  (20  ng/ml),   LIF  (20  ng/ml)  or  slLi5R  (200  ng/ml)  (R&D

Systems,  Minneapolis, MN,  USA),  as indicated [14,27].

To     investigate    whether     membrane-bound     gpl30     was     involved     in

osteodifferentiation,   neutralization   studies   were   conducted   in   the   presence   of

Sgpl30,   anti-human   gpl30   or   anti-human   lL-6R   monoclonal   antibodies   (R&D

Systems).

Gene expression of commitment markers

Total   cellular  RNA  was  extracted  by  using  the  SV  Total   RNA  Isolation

System  kit  (Promega,  Madison,  Wl,  USA) and  used for RT-PCR  analysis  (Access

RT-PCR System kit,  Promega).  Briefly,  500 ng total  RNA were amplified in a 25 lil

PCR  mixture that contained  1  mM  Mgs04,  0.2  mM  each  dNTPs,  1  L[M  5'- and 3'-

oligo primers,  0.1  U/prl AMV reverse transcriptase and 0.1  U/HI  Tt/ DNA polymerase.

Reverse transcription was performed for 45 minutes at 48°C and CDNA was further

denaturatedfor2minutesat94°C.AHPCRreactionswereconductedfor30cycles:

at 94°C for 30 seconds,  55°C for 30 seconds and 72°C for 30 seconds and ended
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with  an  extension  at  72°C  for 7  minutes.  For commitment  markers,  cbfa-1  (sense

5'CCGCACGACAACCGCACCAT-3';   antisense  5'-CGCTCCGGCCCACAAATCTC-

3')  and  osteocalcin  (sense 5'-GCAGCGAGGTAGTGAIGAGACCCAG-3';  antisense

5'-GAAGCGCCGATAGGCCT-CCTGAAAG-3')  (28,29),  amplified  products  were  of

390  and  267  bp,   respectively.   For  the  housekeeping  gene  GAPDH  (sense  5'-

accacagtccatgccatcac-3';  antis.ense  5'-tccaccaccctgttgctgta-3'),  a  540  bp  fragment

was  amplified.   The  PCR  products  were  visualized  after  electrophoresis  on  2%

agarose gels containing 0.5 mg/ml ethidium bromide.

AssessmentOfcytok.Ineandcytokinereceptorexpression

The expression of cytokines and cytokine receptors genes was evaluated at

the messenger RNA level by using the Multi-probe RNase Protection Assay System

(template  sets  hcK4 and hcR-2,  RiboQuant,  Pharmingen,  San  Diego,  CA,  USA),

following the manufacturer's instructions.

The presence of membrane-associated lLnoR, LIFR and gpl30 was analyzed

after  detaching  cells  with  0,07%  EDTA  and  labeling  with  anti-human  lLraR,  anti-

human  gpl30  or  anti-human  LIF-R  antibodies.  (R&D  Systems).  Concentration  of

each  antibody  was  previously  established  by  titration.  After  labeling,   cells  were

incubated   with   secondary   antibody    (PE-conjugated    anti-mouse    lgGl    whole

molecule or PE-conjugated anti-goat whole molecule,  Sigma,  St.  Louis,  MO,  USA)

andanalyzedbyflowcytometry.Ineachcase,atleast10,000eventswereacquired

and analyzed using the Lysis 11 software.
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Production  and  release of sgp-130 and slLi5R was  assessed  by  an  ELISA

procedure    (Quantikine,    R&D    Systems).    Under    these    conditions,    minimum

detectable dose for sgp-130 and slL€R were 0.2 and 0.03 ng/ml, respectively.

JAK-STAT signal transduct.Ion activation.

For  these  studies,  cell.lysates  were  obtained  as  indicated  [14]  and  stat-3

phosphorylation  was   assessed   by  Western  blot  analysis,   using   a   monoclonal

antibody  anti-phosphorylated  stat-3  (Santacruz  Biotechnology,   Santa  Cruz,   CA,

USA)  and developed by a chemiluminescence assay (ECL, Amersham  Pharmacia

Biotech,  England)
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RESULTS

1.Differentiat.Ion of MSC induced by dexamethasone..

The cellular and  molecular events associated with the osteodifferentiation  Of

MSC  were  investigated  jn  cells  incubated  in  culture  medium  supplemented  with

dexamethasone    (Dex    medii]m).    The   steroid    produces    a    change    in    MSC

morphology,  which shifts from a fibroblastic (control) into a polygonal (Dex medium)

shape (FiglA, a and b). Together, in the presence of Dex, there is a time-dependent

increase jn alkaline phosphatase activity (FiglA,b and Fig4B) and in matrix calcium

accumulation (FiglA,c)  Concomitantly, the specific osteogenic markers,  cbfa-1  and

osteocalcin  which  are  expressed  at  low intensity  by  untreated  cells,  become fully

expressed in cells incubated in Dex medium (Fig.  1A,d).  Osteodifferentiation elicited

by  dexamethasone  induces  a  mild  proliferative  outbreak   (45  %),  which  does  not

occurs in untreated MSC   (insets to Fig lA, a and b).

2.-Expression  of IL-6-type cytokines and their receptors  by MSC..

Expression  of IL€  and  LIF  as well as their receptors vas  evaluated at the

mRNA level by using a RNase Protection Assay. As seen in Fig 2,  MSC  incubated

both  in  culture  or  Dex  medium  express  ILrs  and  LIF,   along  with  other  growth

factors.   In  turn,   under  both  conditions  gene  expression  vas  detected  for  the

Common chain  receptor gpl30,  but not for IL€R and LIFR (lH5Ror  Hand  LIFRCh in

Fig  2).   In  agreement  wi.th  these  observations,  flow  cytometric  analysis  unveiled

expression of gpl30,  but not of IL6R and LIFR (Fig 3).  In addition, as detected by

an  ELISA  procedure,  cells  incubated  either in  culture  or  Dex  medium    release  a
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Soluble form of gpl30 (20-100 ng /|x |o6cells).  Nevertheless,  production of slL€R

was not detected.

3. Involvement of exogenous slL-6R, via gpl 30, in the osteodifferentiation of MSC.

The  observation  that  lLfiR  and  LIFR  were  not  expressed  by  ex  vivo

expanded cultures of marro\^+derived MSC, excluded the possibility that lL€ or LIF

may affect theit   osteogenic differentiation.  To validate   the above statement,  MSC

Were incubated   with  IL€ or LIF   and alkaline phosphatase activity   was  measured

as an early and rapid index of  osteodifferentiation [30,31]. As seen in Fig 4A,  both

Cytokines do not  produce any change in alkaline phosphatase activity. Since slL€R

acts  as  an  agonist  in    the  action  of    lus  [21,22],  we  investigated  whether  the

addition  of  slLi3R  alone  or  in  combination  with  lL€  (slL€R/IL-6  complex)  may

affect  osteodifferentiation  of  MSC.  As  seen  in  Fig  4A,  slL€R  or  the  slLrsR/lL-6

Complex were  also  ineffective  in promoting  MSC  differentiation,  as   judged  by   an

increase in alkaline phosphatase activity.

However,  a different outcome was observed when MSC   were   committed

to    osteodifferentiation    by   dexamethasone.    Under   these    conditions,    alkaline

Phosphatase activity which is null in untreated MSC (Fig  lA,a and Fig 4A),  became

expressed  in MSC  incubated  in  Dex medium  (Fig  lA,b and  Fig 48).  In turn,  when

Dex-treated   MSC   were   incubated   with   slLnoR,   a   strong   increase   in   alkaline

Phosphatase  activity  was  observed.  This  effect  of  slL€R  proved  to  be    time-

dependent   and  further increased by the exposure to the slL€R/IL€ complex (Fig
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4  a).    In  Dex-treated  MSC,  the addition  Of IL€ or LIF  alone did  not results  in any

increase in alkaline phosphatase activity (Fig 4,  a).

Neutralizing  molecules  were  used  to  investigate  whether  membrane-bound

gp130 was involved in the effect of slL-6R.  For these studies,  MSC  in Dex medium

Supplemented with slL-6R or the slL€R/IL€ complex, were further incubated in the

Presence  of  BSA,  sgpl30  or.  monoclonal  antibodies  against  lLnoR  or  gp130.  As

Compared to BSA,  under all neutralizing conditions a significant reduction in alkaline

phosphatase activity was observed (Fig. 5).
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The finding that an antibody against gpl30 decreases alkaline phosphatase

activity   to  the  level  exhibited  by  MSC  incubated  in  Dex  medium  (Fig  5),  strongly

Suggest that availability of membrane-associated  gpl30  is involved in the  effect of

SIL€R,   as  it  occurs  in  the  lL€-mediated  differentiation  of  osteoblastic  cell  lines

[10,24].

To   investigate  whether  the   osteogenic  effect   of  slL€R   involves   gpl30

activation,   stat-3   phosphorylation   was   evaluated.   As   seen   in  figure   6,   stat-3

Phosphorylation  was  not  detected  in  MSC  incubated  in  culture  or  Dex  medium

(lanes  1   and  2).  However    in  MSC  incubated  in  Dex  medium  in  the  presence  Of

either    slL€R  or  the  slL€R/IL-6  complex,  stat-3  phosphorylation  was  detected

(lanes   3   and   5),      but   completely   abolished   by  neutralizing   gpl30  monoclonal

antibody (lanes 4 and 6).
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DISCUSSION

Several   reports   have   documented   that   IL-6-type   cytokines   stimulate

osteoblastogenesis  in murine and   human osteoblastic cell lines  [14,27].  However,

the  ffect  of  IL€  on  the  osteodifferentiation  of  ex  vivo  expanded  human  marrow-

derived MSC   has not been fully established. The data presented herein show that

IL€ and LIF do not affect MSC osteodifferention, an observation which is consistent

with the finding that MSC,  as  compared to  bone-derived progenitors  [32],  lack the

expression of lL€  receptor (Fig 2  and 3).  In addition,  MSC   exposure to slLJ3R or

the  slL€R/IL€  complex does  not produce any effect on  MSC   differentiation  (Fig

4A) or proliferation (not shown). The inability of MSC to respond to lus (due to the

absence of lL€R), as well as the null effect of slL€R in differentiation,   seems to be

a  characteristic  feature  of  MSC.   Other  cell  types  lacking  expression  of  lL€R,

differentiate after administration of  slL€R or the slL€R/IL€ complex [24,27,30].

However,     when     MSC    were    commited    to    osteodifferentiation    by

dexamethasone,   we   observed  that   slL6R   alone   or  in   combination  with   IL€

enhanced  osteodifferentiation,  as judged  by  a  consistent  and  strong  increase  in

alkaline  phosphatase activity.  These  results  disclose  a  sort Of cross-talk  between

glucocorticoids (dexamethasone) and IL6, via slL€R, during osteodifferentiation Of

marrow-derived    mesenchymal    progenitors.    Such    relationship    is    not   without

precedent,  since  it has  been  reported  that  ILno  produces  a significant  increase in

glucocorticoid  receptors,  which  in  turn,  are  down-modulated  by  dexamethasone

[33].    In    addition,    dexamethasone    inereases   the   expression   Of   membrane-

associated  IL€R  VVI.th  a  concomitant  release  of the  soluble  form  of  lL€R    [34].



14

Since the above relationships require the expression of lLnoR in the target cell, we

exclude them  as having any functional  significance in MSC  since these cell do not

express  lL-6R.   However,  we do not exclude the possibility that in the presence of

dexamethasone    and    the    slL€R/IL€    complex,     a    significant    increase    in

glucocortico_id  receptors  may  occur,  which  in  turn  may  exacerbate  the  osteogenic

effect of dexamethasone.

-  At  Present  we  do  not  know  which  cell,   in  the  proposed  diagrammatic

representation  of  osteogenic  lineages  [10],    is  the  target  for  the  slL€R  effect.

However,  at the  molecular level  our results show that the effect of the  slLnoRIIL€

Complex requires gpl 30 activation. The above mechanism has been demonstrated

in   bone   derivedosteoblastic  cells,   where   gpl30   activation   by  the   slL-6R/IL€

Complex initiates the JAK-STAT signal transduction cascade [14,27].

ILno,  among  other  cytokines  are  produced  by  MSC  (Fig  2),  as  well  as  by

other bone marrow stromal cells [18-20]. Therefore, one may speculate that in vivo,

marrow MSC are regularly exposed to an lL€-rich environment, however the lack of

ILrsR in  these  cells  may represent their preventive  mechanism(s)  to  escape from

the osteogenic effect of lL-6  [14,27].  If the above contention  proves to  be correct,

MSC or its derived osteoprogenitors) [3],  may gain  expression Of IL€R during their

transit   from   the   marrow   into   bone-forming   tissues.    Whether   a   change   in

microenvironment (marrow  vs bone) [3,32,35], concur in this gain-of-function, is not

known and open to future investigations.
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LEGENDS TO FIGURES

Figure 1.

A) Features associated with the osteodifferentiation of MSC.

For these studies,  MSC were grovvn for 4 days either in   culture medium  (control)

or in  Dex-~medium (Dex).  Under phase contrast microscopy,  control cells display a

fibroblastoid (a) morphology,  which changes into a polygonal one, after incubation

in  Dex-medium  (b)(100X).  Alkaline  phosphatase  activity  which  is  absent  in  MSC

incubated  in  control medium (a),   is expressed after incubation in Dex medium (b,

arrows).  In turn,  after prolonded exposure to  Dex medium  (15 days),  cells  exhibit

Several  foci  of calcium  accumulation,  as evidenced  by    yon  Kossa    staining  (c,

dark area, 40X)

Insets show the   relative cell number (mean ± sd) of MSC cultures incubated over

a period of 4 days  under   control  (a)  or Dex (b)  conditions.  CeH  number at day 0

was (15,000/cm2).

a) Expression of  osteogenic differentiation markers

Cells incubated as indicated in Fig. A,   were assessed by RT-PCR for cbfa-1  and

osteocalcin   mRNA   expression.       To   monitor   equal    amounts   of   RNA,    the

housekeeping gene GAPDH  was used.

Figure 2.

mRNA expression for IL-6, LIF and their reeeptors.

Autoradiograms  of  RNase  Protection  assays  show  cytokine  (left)  and  cytokine

receptor (right) expression patterns in MSC incubated for 7 days in  Dex medium.
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Notice that in the protected pattern for cytokine receptors,  the expected positions

for lL€ Ra and LIFRa  have been indicated by a parenthesis.

Autoradiograms  of  RNase  Protection  assays  for  MSC  in  culture  medium,  gave

similar profiles and are not shown.

Figure 3.

Detection of IL~6R , LIFR and gpl30 in MSC by flow cytometry.

MSC  incubated  for  7  days  in  culture  or    Dex  medium,  were  analyzed  by  flow

cytometry for expression of IL€R ,  LIFR and gpl30.

Solid  lines  indicate  the  mean  fluorescence  intensity   for each    antigen.  Dashed

lines  represent  fluorescence  intensity  for the  respective  isotype  antibody.    Data

shown are for cells incubated in Dex medium.

Figure 4.

Effect  of  slL-6R  or  the  slL-6FVIL-6  complex  in  the  osteogenic  differentiation  Of

MSC.

MSC  in   culture  (A,  control)  or Dex (a,  Dex)  medium,   were incubated for 2 or 4

days in  the presence of LIF,  ILno, slL€R or the slL€RIILno complex (see Material

and  Methods).   Osteodifferentiation  was  assessed  by  the  increase  in  alkaline

Phosphatase activity (OD/ceH number).  Representative data (mean) of a series of

3 experiments in triplicate. SD (not shorn) was always less than 4 %.
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Figure 5-

Effect of neutralizing molecules in the osteogenic effect of slL-6R.

MSC  in  Dex  medium  in  the  presence  of    slL€R    or  slLJ5R/Ius  were  further

supplemented with  BSA  (0,5%),  sgpl30   (10  L[g/ml),  anti  IL€R  (10  pug/ml)  or anti

gp130   (10  Lig/ml).  After 4  days  of incubation,   alkaline  phosphatase activity was

measured.

Alkaline  phosphatase  activity    (mean  ±  SD  of  3  experiments  in  duplicate)  was

calculated   as a relative number,   with respect to the activity of MSC  incubated in

Dex medium alone, value  which was set to 1  (horizontal bold line).

Figure 6

Involvement of  stat-3 phosphorylation in the  effect of slL-6R or slL6Fyll-6.

For these studies,   MSC were incubated either under   oulture medium  (lane  1) or

Dex medium (lanes 2i5).

Western blot analysis revealed that  stat-3 phosphorylation  does not occur in cells

incubated      in   culture   or      Dex   medium   (   lanes   1   and   2).   However,   stat-3

Phosphorylation was detected   in cells incubated under Dex medium,  but exposed

to either slL€R or the slLnoR/ILfi complex (lanes 3 and 5).  Phosphorylation under

the above conditions was precluded by a short-term preincubation (10 min) in the

presence of anti-gpl 30 monoclonal antibody (lanes 4 and 6).
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APPENDIX  D:

COMPENDIUM OF SCIENTIFIC PUBLI(i,ITI0NS REGARDING TIIE
IS0I-ITION .ilND CI"tACTERIZATI0N 0F STEM CELLS

The following tables provi'de an overview of Informa-
tion about stem cells that hcIve been derived from
miee anc] humans. The fab`es summarize prb'jshed
research that characterkes cells that are capable of
developing into cells of mum.ple gem layers (i.e.,
mumpefent or pluripotent) or that can generate the
differermcrted cell types of arrother tissue (i.e. , plasticfty)
such as a bone marrow cell becomng a neuronal
cell. The tables do not include information about cells

considered progenitor ore precursor cells or those
that can prolifeiate wmoul the demonstratecl abllfty
fo generate cell types ct other tissues.

The tables list the tissue from which the cells were
derived, the types of celts that developed, the
conditions under which differenticmon occurred, the
methods by which trie celis were characterized, ancl
the primary references for the informc"on.



Appendix D: Stem Cell Tables

App®ndb< D.v. (cxmf.)

Origin
Tissue           Cell Type

uver               lisc
(fetal)

eel I Types                  Djiferenh.crh.on
Developed                   Conditio ns

H-opoieto
progen itor ce«
(Fne)
Red blood ceq
thees   .
Vmite bkxx] ce«
theages

FfancTec]s         Nestin-positive
isletrderived
prcgemor cell
(NIP)

Umbllieal
cord
btocid

rpc

HSC

FfancTeoto

Hepdic

Most red and wh.rfe
btocx] cell lirmages

MDst red and whife
MesenchymQ|         blood cell lineages
progen itor c ell         O§}eoblasts
(MPC}                           Adlpocy}es

Cocuutre of HSCs \Arm
rrk3use sty-I ceus
mplontction of fetd
henapetic ha c6us
mo rfuurx3cxm
p"Tfu micx3

NIPe crmned from
poncfecTto islets and
cumnd for extended
rmods

Cctiecfro cnd sorfng
Sfimunon with colony-
stimung fcds and
drerkEL3

Mrfues of
dexclrTrethcrme, 0-
glycefol. ascortx3te,
irrsutirL isobufyl-
rrrethykanthine, cnd
!rid-thQcin

D-21

Melhods of
Characterization

Derrromstrrfu ct
curere"crflon into red
ed vrme twh ce]
hcage§ th"gh coktry-
frfuno © cnd
delecfion Of surface
mackers chcocfefisfic of
the heTTtoFxatetlc
given

Observcrb'on of extencied
proliferative, self-
paewing, and
multipetent capacfty
Expression of hepcife
and exocine ponoredic
rTrarkers

Demonstration of ductcd
cnd errdccrfe
pcmctede fecrfures
Production of insulin and
gheagons

Demonstrdion of
multipotent p©rfer,
g-facyte-
rTrocroprxp. ed
ermoid cell lirre§

cell TTaphology
Cylochemical arrays Of
csteoblcrsf cind
cidipocvie products
lrmuropherotyping

Reference

twk3Curre et ct„
1988

NarnKawa ef
al., 1 990

ZL]Iewskj et al.,
2000

Bra-et
cl.,1989

Erfees et al.,
1999


