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Abstract

Immunosurgery of embryoid bodies: isolation of embryonal carcinoma cells
Embryoid bodies (EB) are structures derived from an experimental

teratocarcinoma. Morphologically, they are formed by pluripotent cells,
called Embryonary Carcinoma (EC), and which are surrounded by a layer
of endodermic cells.

In our laboratory and basing our findings on the technique of immu

nosurgery, we have begun a method which allows us to eliminate selecti
vely the external cellular layer of the EB. In order to do this, we is£
lated, using discontinuous Ficoll gradients, a cluster of EB, made up

_

exclusively of endodermic cells, which, injected in a rabbit, gives an

antiserum which, in the presence of the complement and embryoid bodies
eliminates the external _layer._

In this piece of work we present the firts results obtained using
this technique of immunosurgery.

Introducción

Los teratocarcinomas (TC) pueden obtenerse experimentalmente median

te el transplante ectópico de embriones normales de ratón, de 1 a 7�
días de evolución, en huéspedes histocompatibles, (Stevens, 1970; Solter

et aL, 1970, 1980, 1981). Una característica importante de estos tumo

res es que su pasaje intraperitoneal en ratones 129jSv, provoca la apa-

rición de una scitis, de la que se aislan unos agregadas celulares, de

nominados Cuerpos Embrioides (ES), por su semejanza a embriones normales

de ratón. (Stevens, 1959; Pierce et al., 1960). Morfologicamente están

formados por una población de Carcinoma Embrionario, que está rodeada
_

por una capa de células endodérmicas.

En los últimos años, se han realizado numerOSaS experiencias en

las que se demuestra.fa existencia de similitudes: morfológicas, bioquf
micas e inmunológicas entre las células de Carcinoma Embrionario, y las



células embrionarias de la masa interna del blastocísto. (Hagan, 1977;

Solter and Damjanov, 1979; Martin, 1980 y 1983). La obtención de estas

células embrionarias ha sido posible gracias a la técnica de inmunoci-

rugía, mediante la cual, se destruye selectivamente la capa trofectodé£
mica del blastocisto, cuando se exponen frente a un antisuero específi

co y posterior fijación con el complemento, permaneciendo intactas las

células de la masa interna. (Solter y Knowles, 1975).
En nuestro trabajo, basándonos en la técnica de inmunocirugía, des

cribimds un método que nos permite obtener, a partir de los E8 y por de�
truccián selectiva de su capa endodérmica, poblaciones puras de células

de Carcinoma Embrionario.

Material y Métodos

Obtención y aislamiento de los Ea: Los Ea se mantienen "ir] vivo" median

te pasaje intraperitoneal en ratones 129/Sv. En nuestro laboratorio se

realiza el, pasaje aproximadamente cada 18 días, mediante lavado de la

++ ++
cavidad abdominal con Hank's 8SS libre de Ca y Mg • El resultado es

centrifugado en gradientes discontinuos de Ficoll a 18 g durante 15 min

con el fin de separar las distintas poblaciones de Ea existentes en el

líquido ascítico. (Monzó et al., 1983). Los Ea aislados en la banda de

menor densidad del gradiente, son centrifugados de nuevo en gradientes

de Ficoll discontinuos al 5 y &/0 Vol/peso, a 18 g durante 15 mins, sep�

rándose de esta manera una población de Ea formada casi en su totalidad

por "vesículas endodérmicas".

Obtención de antisuero y complemento: Se han utilizado conejos Nueva Ze

landa Albino, a los que se les ha inyectado, vía endovenosa, una canee.!:!,
4

tración de "vesículas endcdérrní.cae'" de 4 x 10 /ml. Se han realizado un

total de tres inyecciones (una cada 15 días), y a los 10 días después

de la última inyección se ha realizado la extracción sanguinea. El sue-

ro obtenido ha sido calentado a 56º C durante 15 min con el fin de inac

tivar el complemento. Como fuente de complemento, se ha utilizado suero

fresco de conejo, obteniéndose una titulación ideal a 1 : 80.
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Test de Citotoxicidad: Los EB han sido expuestos a 200 �l de antisuero

diluido con OMEM y FCS al 1�/a inactivado por el calor, y 5 mM de tam

pón HEPES a pH 7' 3. Las diluciones utilizadas han sido de 1 : 2 ai:

1024. El tiempo de incubación ha sido de 30 min a 37º C en 5� de CO2
y aire. Seguidamente se han realizado tres lavados de 5 min con 200 � 1

de DMEM. A continuación, se han incubado con 200 � 1 de complemento de

conejo a dilución 1 : 80 cen DMEM, durante 45 min a 37º C en �/a CO2 y

aire.

La lectura para determinar la extensión y localización de la muer

te celular se ha realizado utilizando la tinción de Trypan Blue.

Crecimiento "in vitro" de las células de CE: Después de la exposición

de las EB en la dilución ideal de antisuero y complemento, se obtienen

las poblaciones de CE, los restos de células endodérmicas, se eliminan

mediante pipeteo intenso. Las masas de CE se cultivan en DMEM + 1�/a FCS

inactivado, en Petris Falcon a 37º C en 5� CO2 y aire, durante 24 horas.

Resultados

Citotoxicidad: Cuando los EB han sido expuestos al complemento, previa

incubación con el antisuero, se observa (Fig. 1) que la lisis total se

obtiene hasta la dilución 1 32. La primera dilución en la que se ob

tienen masas de CE intactas y con muerte total de las células endodérmi

cas se observa en 1 : 128 (Fig. 2E), mientras que por debajo de este va

lar, va disminuyendo progresivamente el ataque inmunológico a las célu

las endodérmicas (Figs. 2B a 20). A partir de la dilución 1 700, no

se observa ya muerte celular par citotoxicidad (Fig. 2A). Cuando las ma

sas de"CE han sida expuestas al antisuero y posterior incubación con el

complemento, se aprecia (Fig. 1) la existencia de. lisis total hasta 1 :

32 y estas permanecen ilesas a partir de la dilución 1 : 128. Estos re

sultados están en concordancia con los obtenidas cuando se aplica la

técnica de inmunocirugía en blastocistos con el fin de eliminar el tro

fectoderma, observáildose que la dilución ideal está en 1 : 200, (Hagan
et alo, 1978).
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Fig. 1:

CitotQxicidad del antisuero de conejo_y complemento, frente

a los EB. • Curva de ci totcxicidad para las células exter

nas de los EB. �Curva citotoxicidad para masas de CE.

Crecimiento "in vitro" de las células de CE: Cuando las masas de CE, 0E.

tenidas a partir de la dilución 1 : 128, han sido cultivadas en Petris

Falcon, se ha observado que a las 12 horas aproximadamente, se anclan
_

en el sustrato, y a las 24 horas han iniciado ya el crecimiento y dife

renciación, (Figs. 3A y 3B). Sin embargo algunas masas de CE, a las 24

horas flotan libremente en el medio de cultivo conservando microscopic�

mente intacta su estructura.

Conclusiones

A partir de los EB, formados por "vesículas endodérmicas", es posi

ble obtener un antisuero, que cuando es incubado con el complemento y

EB, presentan un cierto grado de especificidad para las células endodér

micas que forman la capa externa de los EB, obteniéndose así masas celu

lares de CE, que conservan su viabilidad ya que' cuando san transferidas

a un medio de cultivo "in vitro" son capaces de crecer y diferenciarse,

·apareciendQ un tipo celular morfologicamente semejante al endodermo ori

ginal de los EB, de manera análoga a lo que sucede cuando las masas ce-
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lulares internas del blastocisto, aisladas por inmunocirugía, son cuIti
vadas "in vi tro", regenerando el trofoblasto inicial.. (Spielmann et al.

1980).
Dado que actualmente conocemos la existencia de distintos tipos

morfológicos de ES, con capacidades distintas de diferenciación, pen

Samos que este método puede ser de gran utilidad para obtener pob� _

ciones celulares de CE libres de presumibles células endodérmicas.

e

FIG. 2

_FIG. 3
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Fig. 2: Efectos del antisuerQ y complemento en los EB.

2A, aspecto totalmente normal que presentan los EB
a dilución 1 : 700. (x400).

2B, 2C y 20, efectos de citotoxicidad a diluciones

1 : 512, 1 : 300, 1 : 200 respectivamente.
2E, masas de CE, obtenidas a dilución 1 : 12B, (x500)

Fig. 3A y 3�_; Crecimiento "in vitro" a las 24 h. de cul

tivo de las masas de CE, (3A x125; 3B x400).
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Abstract
Casein kinases from human leukemic cells

Total casein kinase activity present in human leukemic
cells from patients with chronic lymphocytic leukemia (CLL)
and acute myeloblastic leukemia (AML) is higher than that in
normal peripheral blood leucocytes. This effects seems to be
due to a marked increase in both casein kinase 1 (CK-l) and
casein kinase 2 (CK-2) activities. The apparent molecular
weight and Km for ATP of the enzymes from CLL and AML cells
were similar to that of CK-l and CK-2 from normal leucocytes.
On the contrary the Km for casein of CK-l from leukemic cells
was lower than that from normal cells, whereas that of CK-2
was similar in both normal and leukemic cells. The results
show the presence in leukemic cells of a form of CK-l with
altered affinity for its protein substrate, in addition to
an increase in the total activity of both CK-l and CK-2.

Introducció

La fosforilació-defosforilació de proteïnes és un meca

nisme important de control de l'activitat cel.lular (Cohen,
1982). Les cèl.lules de mamífers contenen diversos tipus de

proteïno-quinases entre elles les histono- (dependents i in

dependents d'AMP cíclic) i les caseïno-quinases independents
d'AMP cíclic (CK-l i CK-2) les quals actuen diferentment so

bre diversos enzims i altres proteïnes biològicament actives.

En estudis anteriors haviem demostrat que tant a les leucè

mies mieloide aguda, mieloide crònica i limfoide aguda i lim

foide crònica la relació d'activitats caseïno/histono-quinà
siques total és més elevada que en els leucòcits polimorfonu
clears o en els limfòcits normals (Pena et al., 1983).

En el present treball hem aprofundit en l'estudi de les

CK-l i CK-2 aïllades de leucèmies mieloide aguda (LMA) i lim

foide crònica (LLC) i hem observat canvis en l'afinitat pel
substracte proteic de la CK-l en la leucèmia.




