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@ Resumen:

Procedimiento para producir plaquetas humanas a
artir de células en cultivo.

e describe un procedimiento para obtener cantida-
des ilimitadas de plaquetas humanas a partir de las
lineas celulares K562 y KU812, derivadas de leuce-
mias mieloides. El procedimiento se basa en el tra-
tamiento con estaurosporina a concentraciones 50 a
100 nM durante 3 a 6 dias. Las células pueden cre-
cerse en suspension y las plaquetas pueden ser sepa-
radas de las células por métodos estandar. Las pla-
quetas son reconocibles morfolégicamente y compar-
ten caracteristicas bioquimicas y ultraestructurales
con las plaquetas aisladas de sangre. Se puede obte-
ner asi una preparacion de plaquetas humanas a par-
tir de precursores celulares genéticamente idénticos
y libre de otros productos bioldgicos de origen hu-
mano. Pueden ser usadas para fines analiticos como
servir de estandar en ensayos plaquetarios biolégicos
o bioquimicos.
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DESCRIPCION

Procedimiento para producir plaquetas huma-
nas a partir de células en cultivo.

El invento se refiere a un procedimiento para
producir un preparado de plaquetas humanas
a partir de células en cultivo, sin los riesgos
biolégicos que conlleva su purificacion libre a
partir de sangre humana. Las plaquetas proce-
den de lineas celulares inducidas a diferenciacién
megacariocitica, y por tanto son genéticamente
idénticas. Tales plaquetas son generadas por
células de la linea K562 o0 KU812 tratadas durante
3-6 dias con estaurosporina a concentraciones de
50-100 nM.

Antecedentes

Las lineas derivadas de leucemia mieloide hu-
mana se han usado como modelos de diferen-
ciacién celular a los distintos tipo celulares de
estirpe mieloide. Las células de estas lineas cre-
ciendo en cultivo pueden diferenciarse in vitro en
respuesta a diversos productos, tanto de sintesis
como naturales. La proteina quinasa C es una
familia de enzimas que tiene un importante papel
en el control de la diferenciacién de células mieloi-
des. Asi, diferentes isoenzimas de proteina kinasa
C se han visto implicadas en la diferenciacién a
estirpe monocitica o eritrocitica de células deriva-
das de leucemia mieloide (Aihara et al., 1992; Ho-
cevar et al., 1992; Nishikawa and Shirakawa 1992;
Tonetti et al., 1994). Las células K562 derivan
de un paciente con leucemia mieloide crénica en
crisis blastica (Lozzio and Lozzio, 1975) y se ha
descrito su capacidad para diferenciarse a linea
eritroide con varios farmacos, como arabindsido
de citosina (Rowley et al., 1981). En respuesta a
ésteres de forbol (activadores de proteina quinasa
C) como el 12-O-tetradecanoyl phorbol-13 ace-
tate las células K562 se diferencian a un fenotipo
con mezcla de marcadores tipicos de linea mega-
cariocitica y monocitica, aunque la morfologia ce-
lular predominante es la monocitica-macrofagica
(Leary et al., 1987; Alitalo 1990). Sin embargo,
hasta el procedimiento descrito en la presente Pa-
tente no se conocia otro procedimiento capaz de
diferenciar las células K562 de forma mayoritaria
a linea megacariocitica.
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La linea K562 y KUS812 pueden obtenerse
de la coleccién American Type Culture Collec-
tion (ATCC). Las células se crecen en medio
RPMI suplementado con 8% de suero bovino fe-
tal. También se le puede suplementar con an-
tibiéticos antibacterianos y antifingicos. A una
concentracion celular de 200.000 a 500.000 células
por ml se anade estaurosporina a concentraciones
comprendidas entre 50 y 100 nM, a partir de una
solucién stock en dimetilsulféxido. Las condicio-
nes tipicas son 50 nM de estaurosporina durante
5 dias partiendo de células a una concentracién
de 300.000 células por ml de medio de cultivo.

La estaurosporina es un inhibidor de serina-
treonina proteina quinasas (Walker, 1996). La
adicién de estaurosporina provoca la detencién
del crecimiento celular y, a partir de 24 horas de
tratamiento, diferenciaciéon megacariocitica en las
células. Al cabo de 4 dias con 100 nM estauros-
porina esta diferenciacion ya es maxima, llegando
al 90 % de las células presentes en el medio. Esta
diferenciacién se puede identificar por:

1. La morfologia celular, que demuestra la pre-
sencia de células grandes con nicleo fuerte-
mente polilobulado, detectable por tincién
de Giemsa.

2. Dotacién poliploide de DNA, detectable por
determinacién de DNA por citometria de
flujo de células tenidas con yoduro de pro-
pidio

3. Membranas de demarcacién, detectables
por microscopia electrénica.

4. La expresion de marcadores megacariociti-
cos como CD61 y CDA41, detectable por ci-
tometria de flujo de células incubadas con
anticuerpos especificos.

Aunque las células K562 también tienen ca-
pacidad de diferenciacién monocitica o eritroide
con diversos agentes quimicos o farmacologicos, la
ausencia de diferenciacién monocitica en células
tratadas con estaurosporina se evidencia en la
reaccion negativa o débilmente positiva de las
alfa-naftil esterasas (a diferencia de células K562
con diferenciacién monocitica) y disminucién de
la expresion de epsilon-globina y de la fraccién
de células positiva a la reaccién de la bencidina
(como las células K562 con diferenciacién eri-
troide).
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A partir de 3 dias de incubacién con estauros-
porina aparecen muchas células con aspecto de
megacariocitos que desprenden fragmentos celu-
lares en un proceso morfolégicamente idéntico a
la produccién de plaquetas por megacariocitos en
médula d6sea. También empiezan a aparecer en
el medio de cultivo particulas celulares identifica-
bles como plaquetas. Esta identificacién se hace
en base a:

1. Morfologia y tamano tras la tincién de May-
Griinwald-Giemsa

2. Reaccién positiva con el acido peryoddico

(PAS)

Las plaquetas pueden separarse de las células
por métodos estandar: centrifugacién diferencial
o centrifugacién sobre capa de ficoll. Las plaque-

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

tas asi obtenidas presentan caracteristicas mor-
folégicas muy semejantes a las presentes en
plasma humano.

Este procedimiento permite la obtencién de
plaquetas procedentes de un tnico individuo, por
tanto de un origen genético idéntico. También
permite obtener plaquetas humanas a partir de
cultivos celulares, sin los riesgos biolégicos que
conlleva su purificacién a partir de sangre hu-
mana.

La preparacion de plaquetas derivadas de es-
tas lineas celulares se puede usar por ejemplo
para hacer suspensiones de plaquetas que sirvan
de estandar en ensayos analiticos de fusién pla-
netaria. También se puede usar como fuente de
proteinas plaquetarias si, por razones de seguri-
dad biolégica, no se quiere partir de sangre hu-
mana.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para producir plaquetas hu-
manas a partir de células en cultivo de las lineas
celulares K562 o KU812, por tratamiento con in-
hibidores de proteina quinasas.

2. Procedimiento para producir plaquetas hu-
manas a partir de células en cultivo, segin la rei-
vindicaciéon primera, caracterizado porque las
células K562 o KU812 se tratan con estaurospo-
rina.

3. Procedimiento para producir plaquetas
humanas a partir de células en cultivo, segun
la reivindicacién primera, caracterizado porque
las células al momento de anadir la estaurospo-
rina estan a una concentracion de células K562 o
KUB812 es de 200.000 a 500.000 células por ml de
medio.

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

4. Procedimiento para producir plaquetas hu-
manas a partir de células en cultivo, segin la
reivindicacion primera, caracterizado porque la
concentracién de estaurosporina es de 50 nM a
100 nM y el tratamiento antes de purificar las
plaquetas es de 2 a 7 dias.

5. Procedimiento para producir plaquetas hu-
manas a partir de células en cultivo, segin la rei-
vindicaciéon primera, caracterizado porque las
células se han de crecer en medio RPMI suple-
mentado con 8 a 10 % de suero fetal bovino.

6. Procedimiento para producir plaquetas
humanas a partir de células en cultivo, segin
la reivindicacién primera, caracterizado porque
el preparado de plaquetas obtenido no contiene
otros componentes de origen humano que las pro-
pias plaquetas y las sustancias producidas por las
mismas plaquetas.



OFICINA ESPANOLA @) ES 2 155 379

DE PATENTES Y MARCAS
@ N.° solicitud: 009900666

ESPANA (¢2) Fecha de presentacién de la solicitud: 24.03.1999
G2 Fecha de prioridad:

INFORME SOBRE EL ESTADO DE LA TECNICA

GD Int. CL7:  C12N 5/08

DOCUMENTOS RELEVANTES

Categoria Documentos citados Reivindicaciones
afectadas

A YEN A. et al. "12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate and 1,2
staurosporine induce increased retinoblastoma tumor suppressor
gene expression with megakaryocytic differentiation of leukemia
cells”. 1993. Cancer Res., Vol. 53 (13), paginas 3085-91.

A MURGO A. et al. "K562 leukemia cells express P2T (adenosine 1,2
diphosphate) purinergic receptors”. 1992. J. Pharmacol. Exp.
Ther., Vol. 261 (2), paginas 580-5.

A ES 2136103 T3 (KYOWA HAKKO KOGYO CO., LTD.) 29.12.1993, 1,2
pagina 3, lineas 50-53; pagina 13, lineas 35-45.

A ADACHI M. et al. "Induction of smg p21/raplA p21/krev-1 p21 gen 1,2

expression during phorbol ester-induced differentiation of a
human megakaryocytic leukemia cell line”. 1992. Oncogene.
Vol. 7 (2), paginas 323-9.

Categoria de los documentos citados

X: de particular relevancia O: referido a divulgacién no escrita

Y: de particular relevancia combinado con otro/s de la P: publicado entre la fecha de prioridad y la de presentacién
misma categoria de la solicitud

A: refleja el estado de la técnica E: documento anterior, pero publicado después de la fecha

de presentacién de la solicitud

El presente informe ha sido realizado
para todas las reivindicaciones [ ] para las reivindicaciones n°:

Fecha de realizacion del informe Examinador Pagina

05.04.2001 A. Collados Martin Posadillo 1/1




	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	IET

