301

(I) PURIFICAZIONE, CARATTERIZZAZIONE ED AMPLIFICAZIONE IN
VITRO DI CELLULE STAMINALI DI SANGUE PERIFERICO ADULTO E
SANGUE CORDONALE. (II) ESPANSIONE E DIFFERENZIAZIONE
MONOLINEA (ERITROIDE, MEGACARIOCITICA, GRANULOCITICA,
MONOCITICA) IN COLTURA DI PROGENITORI PURIFICATI

Mauro Valtieri, Marco Gabbianelli, Elisabetta Montesoro, Elvira Pelosi, Paola
Samoggia, Ugo Testa, Cesare Peschle

Laboratorio di Ematologia ed oncologia, Istituto Superiore di sanita, Roma

Introduzione

Le cellule staminali ematopoietiche possiedono tre importanti proprieta: (a) elevata
capacita di auto-mantenimento; (b) largo potenziale differenziativo e (c) prolungato
mantenimento nella fase Gy-G, del ciclo cellulare (1). Queste caratteristiche si
stemperano gradualmente nei progenitori ematopoietici differenzianti (2). Dopo
induzione della proliferazione, le cellule staminali ed i progenitori primitivi vanno
incontro a divisioni simmetriche (totale identita delle due cellule: automantenimento)
oppure asimmetriche (progressiva deviazione del fenotipo iniziale: differenziamento)
(3). La differenziazione ematopoietica ¢ stata interpretata secondo il modello stocastico
(4), il modello induttivo (5) o quello ibrido (6). Secondo I’ipotesi stocastica, eventi
molecolari intrinseci preprogrammati (ad una frequenza fissa) danno origine al
differenziamento, mentre i fattori ematopoietici permettono la sopravvivenza e la
proliferazione di cellule gia programmate. Secondo il modello induttivo, i fattori di
crescita associati a meccanismi regolatori ambientali cellulo-mediati modulano il
differenziamento cellulare. In via alternativa lipotesi ibrida prevede che gli eventi
stocastici prevalgano negli stadi precoci dello sviluppo, mentre gli eventi deterministici
abbiano un ruolo chiave nella vita adulta, dove & richiesta un’omeostasi puntuale in
numerosi eventi di stress ematopoietico. A tal proposito i progenitori ematopoietici
esprimono i recettori dei fattori di crescita multipotenti (IL-3 ¢ GM-CSF) ma non dei
fattori di crescita oligo o unipotenti (Epo, Tpo, G-CSF, M-CSF) (7). L’espressione di
questi recettori per fattori di crescita tardivi & associata con la progressiva maturazione
cellulare lungo linee differenziative mutualmente esclusive; ad esempio il recettore per
Epo aumenta nei proeritroblasti ¢ diminuisce nei mieloblasti (7). Inoltre, |’interazione
del fattore di crescita alto con il proprio recettore stimola 1’espressione del recettore per
il fattore ematopoietico distale (8). A prescindere dal modello proposto e dagli eventi
causali del differenziamento ¢ generalmente accettato che la decisione differenziativa
della cellula ematopoietica sia associata all’attivazione di un programma genetico
specifico mediato da una rete di fattori trascrizionali che orchestrano i programmi
genetici a livello trascrizionale (9-11).
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L’enorme quantita di conoscenze accumulate recentemente sui meccanismi molecolari
dell’ematopoiesi € stata basata su modelli cellulari patologici (linee cellulari
leucemiche) o parafisiologici (linee immortalizzate di progenitori murini dipendenti da
fattori di crescita) oppure su animali transgenici dove la distruzione di geni selezionati
ha generato fenotipi che ne hanno definito la funzione (9-12). Tuttavia questi studi
presentano alcune limitazioni nel caso di ridondanza genica, interferenza della
distruzione genica selettiva sui geni adiacenti, effetti letali durante I’ontogenesi,
mancanza di specificita tessutale e differenze specie-specifiche (11).

Gli studi molecolari sull’ematopoiesi normale sono stati invalidati dalla scarsita di
tessuto disponibile e dalla rarita di cellule staminali e progenitori ematopoietici. 1l
nostro contributo in tal senso ¢ stato la purificazione di questi elementi cellulari dal
sangue periferico adulto, associata ad elevato recupero e la messa a punto di sistemi
differenziativi omogenei unilinea (13-20). In questi sistemi le cellule staminali e
progenitrici vengono indotte a graduale differenziamento e maturazione lungo linee
ematopoietiche specifiche, fornendo cosi lo strumento per valutare 1’espressione e la
funzione di geni regolatori durante 1’ematopoiesi.

Materiali e metodi

Purificazione di progenitori e cellule staminali ematopoietiche (13-20). - 1l
sangue periferico adulto € stato ottenuto da donatori maschi consenzienti di 20-40 anni.
Il sangue ¢ stato separato mediante il gradiente di densita Ficoll-Hypaque (1.077 g/ml).
Le cellule mononucleate raccolte sono state lavate, risospese in IMDM 20% FCS e
trattate con tre cicli di aderenza su plastica. Le cellule sono state quindi sottoposte ad
un’ulteriore separazione per gradiente di densita discontinuo, mediante Percoll, e le
frazioni corrispondenti a densita di 1.052 e 1.056 g/ml. Sono state raccolte, lavate
estensivamente, e quindi trattate con una miscela di anticorpi monoclonali anti-linfociti
T, B, NK, monociti e granulociti (gli anticorpi anti CD-71, CD-45, CD11a sono stati
anche inclusi). Sono quindi state aggiunte microsfere metalliche coperte da anticorpi
anti IgG di topo (delle differenti sottoclassi) e anti IgM (Dynabeads M450) alla
concentrazione di 4 microsfere per cellula e dopo opportuna incubazione le cellule
positive sono state separate dalle negative mediante magnete. Altre microsfere, coperte
da anticorpi purificati per affinita anti IgG1 (specifiche per Fc; Dynabeads 110.4), sono
state aggiunte alla concentrazione di 10/cellula e di nuovo separate in campo magnetico.
Il sangue cordonale ¢ stato separato con la medesima metodologia con 1’aggiunta
dell’anticorpo anti-glycophorin-A allo scopo di eliminare I’eccesso di eritroblasti
presenti in questo tessuto (21-23).

Coltura liquida dei progenitori e cellule staminali ematopoietiche. - 5x10*
cellule staminali e progenitrici/ml sono state coltivate in IMDM FCS™ contenente BSA
(10 mg/ml), trasferrina umana saturata con ferro [S00 pg/ml LDL umane (40 pg/ml),
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insulina (10 pg/ml), nucleosidi (10 pg/ml di ciascuno)] e supplementato con differenti
combinazioni di fattori di crescita; nella coltura eritroide IL-3 (0.01/ml), GM-CSF
(0.001 ng/ml) Epo (3 U/ml). Nella coltura granulocitopoietca IL-3 (1 U/ml) GM-CSF
(0.1 ng/ml), G-CSF (500 U/ml). Nella coltura megacariocitopoietica TPO (100 mg/ml).
Nella coltura monocitopoietica, dove la presenza di FCS (40%) si & rivelata
indispensabile, ligando di FLT3 (100 ng/ml) e M-CSF (500 U/ml).

Immunofluorescenza. - Le cellule in coltura liquida sono state contate ogni due
giorni, diluite per non superare la concentrazione di 2.5x10°/ml e prelevate per analisi
morfologica ed immunofluorescenza per fattori trascrizionali. Le cellule sono state
citocentrifugate, fissate con metanolo per 5 minuti a 37°C, con acetone per 2 minuti a —
10°C ed incubate con opportune diluizioni di anticorpi anti GATA-2, GATA-1, NF-E2,
Tal-1, Lmo2 per 30 minuti a 4°C.

Dopo lavaggio, ¢ stato aggiunto I’anticorpo secondario marcato con FITC per 30 minuti
a 4°C. Dopo ulteriore lavaggio le cellule sono state osservate al microscopio con
lampada UV per fluorescenza.

Risultati e discussione

La procedura di purificazione descritta permette di isolare una popolazione di cellule
che esprimono il CD34 al 90-95% e soprattutto generano colonie in percentuale
similare. Le colonie si sviluppano tutte fra il giorno 12 e 17 di coltura in mezzo
semisolido e sono di grandi dimensioni. Il recupero dei progenitori & di circa il 70% del
numero inizialmente presente nel sangue non trattato. La coltura liquida eritroide (E) &
caratterizzata da una crescita di circa tre logaritmi del numero di cellule iniziali nell’arco
di 17 giorni. Durante la prima settimana si osserva un progressivo calo di espressione di
CD34 consensuale al decremento di blasti, mentre aumenta il numero assoluto di cellule
clonogeniche che progressivamente differenziano da progenitori a precursori, come si
evince dalla caduta delle dimensioni delle colonie da esse generate. Durante la seconda
settimana cominciano a maturare progressivamente le cellule terminali con aumento
progressivo dall’espressione di glicoforina-A e la comparsa di tutti gli elementi
eritroblastici maturanti riconoscibili morfologicamente. Al termine della coltura oltre il
95% delle cellule ¢ glicoforina A positiva e questi eritroblasti sono in grande
maggioranza ortocromatici con alcuni policromatofili.

La coltura granulocitopoietica (G) ¢ caratterizzata da una amplificazione cellulare di
circa due logaritmi in relazione alla pili scarsa capacita proliferativa della linea
granulocitopoietica rispetto a quella eritroide.

Nuovamente, durante la prima settimana, si assiste ad un progressivo decremento delle
cellule CD34" e dei blasti, i quali, durante la seconda settimana maturano
progressivamente acquisendo I’espressione di CD15 e la morfologia granulocitaria
neutrofila.
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La coltura megacariocitopoietica (MK) ¢ caratterizzata da una crescita numerica globale
piuttosto ridotta (circa 5 volte) con una maturazione completa a megacariociti con piu di
20 nuclei in 12 giorni.

Infine la coltura monocitopoietica (M), con una crescita di circa 50 volte, ¢ associata al
consueto calo di cellule CD34" durante la prima settimana ed al progressivo aumento di
monociti maturi CD14" ¢ CD11b" durante la seconda settimana di coltura.

La espressione di fattori trascrizionali eritroidi, come GATA-1, NF-E2, tal-1 e Lmo2
risulta elevata durante tutto I’arco maturativo della coltura E ed Mk mentre risulta
soppressa, con differenze minori, nella coltura G ed M. In particolare, mentre GATA-1
ed NF-E2 sono virtualmente poco espressi o assenti nell’arco di tutto il
differenziamento G ed M, tal-1 ed Lmo?2 risultano espressi durante la prima settimana e
soppressi successivamente sia nella coltura G ed M.

GATA-2 al contrario, risulta espresso e mantenuto nella prima settimana della coltura E,
G ed Mk con progressivo successivo decremento, mentre cala precocemente nella
coltura M.

11 precoce ruolo funzionale di GATA-2 ¢ indicato dai gravi difetti ematopoietici nei topi
GATA-2 (24) cosi come dalla inibizione della formazione di tutti i tipi di colonie dopo
trattamento con oligomeri antisenso per mRNA di GATA-2 (15). Il ruolo di tal-1 e
GATA-1 come fattori trascrizionali specifici per la differenziazione eritroide € stato
osservato mediante trattamento con oligomeri antisenso (15-17) ed anche in modelli
animali dopo knock-out (25-26).

I sistemi di coltura monolinea rappresentano quindi un importante strumento per lo
studio degli eventi transcrizionali che sottendono I’ematopoiesi.
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