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       1. ABREVIATURAS



Abreviaturas 

2 

ADN: Ácido desoxirribonucleico. 

 

ARN: Ácido ribonucleico. 

 

AAT: Antígeno asociado a tumor. 

 

AcMo: Anticuerpos monoclonales. 

 

APC: Aloficocianina. 

 

APC: Célula presentadora de antígenos. 

 

AP-1: Factor de transcripción nuclear activador de proteína 1.  

 

CEA: Antígeno carcinoembrionario. 

 

CD: Célula dendrítica. 

 

CD40L: Ligando CD40. 

 

CMF: Canal medio de fluorescencia. 

 

CMN: Células mononucleadas. 

 

CpG: Secuencias de citosinas-guaninas no metiladas de origen microbiano. 



Abreviaturas 

3 

 

DMSO: Dimetil sulfóxido. 

 

DNMT: DNA metiltranferasa. 

 

DNMTi: inhibidores de DNA-metiltransferasas. 

 

EICL: Enfermedad injerto contra leucemia. 

 

EICH: Enfermedad injerto contra huésped. 

 

ESCC: Esophageal squamous cell carcinoma (carcinoma de células escamosas de 

esófago). 

 

FDA: United States Food and Drug Administration. 

 

FITC: Isotiocianato de fluoresceína. 

 

FSC: Forward scatter (dispersion frontal de la luz). 

 

HADCs: deacetilasas de histonas. 

 

HBSS: Hanks solution 1x con 0.35g/l NaCO3. 

 

HAT: Histona acetiltransferasa. 



Abreviaturas 
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HMT: Histona metiltransferasa. 

 

IFN-α: Interferón- α. 

 

IFN-γ: Interferón-γ. 

 

IL2: Interleucina 2. 

 

IL4: Interleucina 4. 

 

IL6: Interleucina 6. 

 

IL10: Interleucina 10. 

 

IL-12: Interleucina 12. 

 

IV: Intravenosa. 

 

LMA: leucemia mieloide aguda. 

 

LMC: leucemia mieloide crónica. 

 

LMMC: leucemia mieloomnocítica crónica. 

 



Abreviaturas 

5 

LT: Linfocitos T. 

 

MAGE: Antígeno del melanoma. 

 

MBPs: Methyl CpG-binding protein.  

 

MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad. 

 

MoAb: Anticuerpo monoclonal. 

 

NF-κβ: Factor nuclear kappa-beta. 

 

NFAT: Factor nuclear de células T activadas. 

 

OMS: Organización Mundial de la Salud. 

 

PBS: Solución salina fosfatada. 

 

PE: Ficoeritrina. 

 

PerCp Cy5.5: Proteína peridinín clorofílica-cianina 5.5. 

 

PHA: Fitohemaglutina. 

 

PKC: Proteína quinasa C. 



Abreviaturas 

6 

 

PLC: Fosfolipasa C. 

PMA: Forbol miristato acetato. 

 

PRAME: Antígeno expresado preferentemente de melanoma. 

 

rpm: Revoluciones por minuto. 

 

SAM: S-adenosilmetionina. 

 

RPMI: Medio de cultivo empleado para el cultivo de células mononucleada. Roswell  

Park Memorial Institute. 

 

Suero AB: Suero AB de humano. 

 

SC: Subcutánea. 

 

SMD: Síndrome mielodisplásico. 

 

SPSS: Statistical analyses the SPSS software program (Programa de análisis 

estadístico). 

 

SSC: Side scatter (dispersion lateral de la luz). 

 

TCR: Receptor antigénico. 



Abreviaturas 

7 

 

TF: Factor de transcripción. 

TLR: Toll like receptor (Receptor tipo toll). 

 

TNF- α: Factor de necrosis tumoral de tipo α. 

 

Treg: Linfocitos T reguladores. 

 

5-AZA: 5-azacitidina. 

 

5-AZA-dC: 5-azacitidina-2’-deoxicitidina. 

 

7-AAD: 7-amino-actinomicina-D. 
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2.1. TRASPLANTE ALOGÉNICO. 

 

 El trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos representa la única 

posibilidad de curación para numerosos pacientes con hemopatías malignas, lo que 

justifica el número creciente de trasplantes realizados a nivel mundial desde su 

desarrollo inicial hace más de 30 años. Se trata, por tanto, de una estrategia terapéutica 

sobre la que existe una amplia experiencia. A pesar de ello, aún hoy en día los 

resultados del trasplante están lejos de ser los idóneos y esto se debe, en gran medida, a 

la elevada toxicidad relacionada con el procedimiento que puede provocar hasta un 20-

50% de mortalidad1,2. En concreto, la enfermedad injerto contra huésped (EICH), que se 

debe al efecto citotóxico de los linfocitos T del donante sobre órganos vitales del 

paciente, es la complicación más grave tras el trasplante, con una incidencia de hasta el 

80% en series de pacientes sometidos a trasplante de progenitores hematopoyéticos de 

donante no emparentado3. Sin embargo, precisamente en este reconocimiento y efecto 

citotóxico de los linfocitos del donante frente a antígenos extraños reside también el 

efecto curativo del trasplante alogénico, de manera que los linfocitos desencadenan una 

respuesta inmune frente al tejido hematopoyético y las células tumorales del paciente, 

provocando el efecto injerto contra leucemia (EICL)4,5. 

 

 A pesar de los esfuerzos de numerosos grupos de investigación a nivel mundial 

durante muchos años, en la actualidad aún no se ha podido desarrollar ningún 

procedimiento que permita separar el EICL (beneficioso) de la EICH (perjudicial) de 

manera que, en la práctica, los procedimientos más eficaces en la prevención de la 

EICH, como la depleción de linfocitos T del donante, provocan también una 
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inmunosupresión más profunda y, por tanto, un mayor riesgo de recaída (menor EICL) 

o de infecciones potencialmente fatales en el periodo postrasplante6.  

 

 Por tanto, es fundamental el desarrollo de nuevas estrategias que prevengan la 

EICH sin eliminar el EICL ni la respuesta inmune frente a patógenos o agentes 

infecciosos que, tras la EICH, constituyen la segunda causa de mortalidad tras el 

trasplante. En definitiva, el objetivo es dirigir la respuesta inmune hacia la diana 

tumoral evitando su activación frente a otros antígenos. 

Aunque la EICH es un proceso complejo, el papel fundamental en su desarrollo 

se atribuye a las células dendríticas (CDs) del receptor7,8, que actúan como células 

presentadoras de antígenos a los linfocitos T del donante, específicamente a aquellos 

que reconocen antígenos del receptor (células T alorreactivas).  

 

 La unión del linfocito T al antígeno a través de su receptor TCR/CD3 conduce a 

la activación de diversas tirosin-quinasas, proteín quinasa C (PKC), fosfolipasa C (PLC) 

y a la activación de calcineurina9. Sin embargo, para que la interacción antígeno-

linfocito T provoque una respuesta inmune adecuada, deben activarse otras vías de 

señalización a través de moléculas co-estimuladoras como CD28 ó CD40L. Estas vías 

finalmente convergen en factores de transcripción como NF-kB, NFAT o AP-19 que 

inducen la expresión de genes relacionados con la respuesta inmune o la proliferación 

celular10.  

 

 Muchas de las vías de señalización mencionadas, que conducen a la activación 

linfocitaria, están reguladas a nivel epigenético. A pesar de ello, la utilización de 



                                Introducción  

11 

fármacos que actúen a este nivel en el contexto del trasplante alogénico supone una 

estrategia que apenas ha sido abordada hasta el momento.  

 

2.2. EPIGENÉTICA. 

 

2.2.1. Historia de la epigenética. 

 

 Se atribuye a Conrad Waddington (1905-1975) la definición del término 

“epigenética” (del griego epi, en o sobre) en el año 1942 como “la rama de la biología 

que estudia las interacciones causales entre los genes y sus productos que dan lugar al 

fenotipo”. 

 

 Las primeras apariciones de la epigenética en la literatura datan de mediados del 

siglo XIX, aunque los orígenes del concepto se atribuyen a Aristóteles (384-322 AC). 

Aristóteles creía en la epigénesis: “el desarrollo de la forma orgánica del individuo a 

partir de materia amorfa” 11.  

 

 En la actualidad, la definición más frecuente del término epigenética es “el 

estudio de cambios en la función génica que se producen sin un cambio en la secuencia 

del ADN”, y establece un puente entre las influencias genéticas y ambientales11-13. 

 

 La epigenética se refiere a cambios reversibles del ADN que provocan que unos 

genes se expresen o no dependiendo de condiciones exteriores (polifenismo). La 

epigenética permite reprogramar el genoma sin necesidad de modificar el material 



                                Introducción  

12 

genético y supone la base para el desarrollo de tecnologías como la clonación y la 

terapia celular basadas en la utilización de células madre, dado que “el silenciamiento 

genético” desempeña un papel fundamental en procesos como la plasticidad y la 

diferenciación celular. Es decir, a pesar de ser portadoras de la misma “base de datos 

genética” las células pueden diferenciarse hacia una estirpe u otra merced a la 

activación/inactivación de determinados genes. De esta manera, células genotípicamente 

idénticas pueden ser fenotípicamente diferentes. Así, la epigenética, por tanto, explica 

las discordancias entre gemelos idénticos, que comparten secuencias de ADN idénticas 

12,13. 

 

2.2.2. La información epigenética. 

 

 La información epigenética modula la expresión de genes mediante la 

metilación/demetilación de islas CpG, regiones de ADN de al menos 200 pares de bases 

ricas en GC que conforman aproximadamente el 40% de las regiones promotoras de 

mamíferos, y mediante la modificación de histonas: acetilación/desacetilación y 

metilación/demetilación. 

a) Metilación de islas CpG:  

  

 

 

 

 

Es una modificación del ADN, 

en la que un grupo metilo (-CH3) es 

transferido desde la S-

adenosilmetionina (SAM) a la posición 

C-5 de una citosina mediante una 

ADN-metiltrasferasa (DNMT). La 

metilación del ADN ocurre casi 

exclusivamente en dinucleótidos CpG, 

teniendo un importante papel en la 

regulación de la expresión del gen. 

Aproximadamente el 70% de las 

secuencias 5’-CpG-3’ del genoma de 

mamíferos están metiladas 

 
Figura 1: Metilación de las citosinas del ADN en la posición  

C-5 medinate la enzima DNA metiltransferasa. 
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Figura 2: La mayoría de las citosinas de las  secuencias 5’-CpG-3’ del genoma están metiladas. 

 

La metilación del ADN permite inhibir la expresión de genes. El grupo metilo 

de la 5-metilcitosina se proyecta hacia el surco mayor de la hélice de ADN donde 

puede interferir fácilmente con la unión de las proteínas que estimulan la 

transcripción14. La ausencia relativa de 5-metilcitosina en las proximidades del lugar 

de iniciación de la transcripción se conoce como hipometilación.  

b) Modificación de histonas: las histonas son proteínas de baja masa molecular que 

forman la cromatina junto con el ADN sobre unas unidades conocidas como 

nucleosomas.  

Algunos modelos experimentales sugieren que la metilación a nivel de la 

región promotora no promueve por sí sola el silenciamiento o inhibición de la 

transcripción génica, sino que inicia un proceso mediante el que las proteínas 

(histonas) son reclutadas a esa región, lo que conduce finalmente a la inhibición de 

la transcripción15,16. No obstante, otros estudios sugieren que la metilación del ADN 

podría ser un fenómeno secundario, de manera que no estaría claramente establecido 

si la metilación del ADN es el fenómeno primario que inicia el silenciamiento 

génico ó un evento secundario que se produce una vez se ha iniciado el remodelado 

protéico16.  
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En cualquiera de los dos casos, la metilación del ADN por sí misma favorece 

la unión de MBPs16(methyl CpG-binding protein) que forman complejos que 

contienen histonas desacetilasas (HDACs)16. Las HDACs contribuyen a reprimir la 

transcripción. Una de las reacciones claves en la inhibición de la expresión génica es 

la desacetilación de histonas, en concreto de lisinas acetiladas14-17. La desacetilación 

permite mantener el nucleosoma compactado y transcripcionalmente silenciado 

porque los factores de transcripción (TF) no tienen acceso16. 

 

 

 

 

 

Figura 3: La regulación de la expresión génica a través de los mecanismos epigenéticos acetilación y 

desacetilación de histonas están controlados por  las enzimas HAT y HDAC. 

Por el contrario, la acetilación de las colas de histona a través de las histonas 

acetilasas (HAT), proporciona un mecanismo para la incorporación de otros 

componentes a la maquinaria de transcripción, favoreciendo la expresión génica. 

 

 

 

Figura 4: Acetilación de histonas en residuos de lisina por la enzima HAT. 
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 Finalmente, la metilación de las histonas es otro mecanismo que regula la 

expresión génica. Las enzimas que catalizan esta reacción son las histonas 

metiltransferasas (HMTs) que metilan residuos de lisina ó arginina.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Metilación de histonas en residuos de arginina por la enzima HMT. 

 

2.2.3. Epigenética y respuesta inmune. 

 

 Durante el desarrollo en el timo, los linfocitos T se diferencian hacia LT αβ o LT 

γδ, según las cadenas que formen su receptor antigénico (TCR). Los LT αβ se 

diferencian hacia TCD4+ o TCD8+; los mecanismos epigenéticos que regulan este 

proceso de diferenciación17,18 son diversos. Las células presentadoras de antígenos 

(APCs, antigen presenting cell) entran en contacto con los linfocitos T en los órganos 

linfoides y los linfocitos T interaccionan con las moléculas del complejo mayor de 

histocompatibilidad (MHC, major histocompatibility complex) de las APCs a través de 

su TCR. Muy pocos linfocitos T tienen un TCR específico para un determinado péptido, 

por lo que continúan recirculando. Sin embargo, cuando un linfocito T reconoce un 

antígeno específico y recibe una segunda señal coestimuladora procedente de las APC, 

se activa y comienza a dividirse generando un gran número de linfocitos capaces de 

reconocer al antígeno. Una vez que ha proliferado y adquirido su función efectora, el 

MeMe
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linfocito T abandona el órgano linfoide y se disemina por la corriente sanguínea en 

busca del antígeno. La fase efectora de la respuesta inmune adaptativa varía según el 

tipo de patógeno19,20 y del linfocito T que se active en su respuesta dependiendo de las 

citocinas producidas por las APCs durante la presentación del antígeno. 

 

 La estimulación linfocitaria vía TCR, en ausencia de co-estimulación, induce 

anergia. Curiosamente, se ha descrito que la expresión de numerosos genes 

involucrados en la respuesta inmune está regulada a nivel epigenético, de manera que la 

estimulación vía TCR no es suficiente para promover la acetilación de histonas o 

demetilación de citosinas de la región promotora de genes relacionados con la respuesta 

inmune. Así, la región promotora de interleucina 2 (IL-2) se encuentra inaccesible en 

células anérgicas al encontrarse metilada; por el contrario, la coestimulación vía CD28, 

que activa la vía de señalización de PI3K/pAkt, provoca la demetilación a nivel del 

promotor de IL-2, favoreciendo su expresión y por tanto generando una respuesta 

inmune21. En cambio, la metilación de las citosinas de las islas CpG reprime la 

transcripción de IL-218. El gen de IFN también se activa tras la demetilación de su 

promotor22 y así, en linfocitos de memoria, se produce una demetilación rápida de su 

promotor en respuesta a estímulos, a diferencia de los linfocitos naive que tienen una 

respuesta mucho más lenta19. Esta diferencia a nivel epigenético justificaría, al menos 

en parte, la producción de una respuesta más vigorosa en la respuesta inmune 

secundaria frente a la respuesta inmune primaria, y muestra claramente la importancia 

de los cambios epigenéticos en la regulación de la activación linfocitaria22.  

  

 Los linfocitos CD4+ T (helper) presentan diferentes posibilidades de 

diferenciación, que dependen fundamentalmente de la expresión o no de determinados 
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genes. Éstos, a su vez, están regulados a nivel epigenético, de manera que finalmente el 

tipo de respuesta inmune dependerá de los patrones de metilación de los genes 

implicados en el control de la respuesta inmune. Así, la diferenciación hacia Th1 se 

produce merced a la expresión del factor de transcripción T-BET, tras estimulación del 

linfocito con IL-12 e IFN-γ y se caracteriza por la producción de citocinas como IL-2 ó 

INF-γ. Los linfocitos Th1 abandonan el órgano linfoide donde se han activado y van al 

lugar de infección para activar a los macrófagos, favoreciendo la destrucción de las 

células que hayan sido infectadas, dando lugar a una respuesta inflamatoria o celular de 

los linfocitos T. Este tipo de respuesta, Th1, es esencial para la eliminación de 

patógenos intracelulares que son capaces de vivir en los fagosomas de los macrófagos 

que no han sido activados. 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: 19J.R. Regueiro González, C. López Larrea, S. González Rodríguez, E. Martínez Naves. 

Inmunología biología y patología del sistema inmune. Panamericana; 2004. 

 

 La diferenciación hacia Th2 se produce merced a la expresión del factor de 

transcripción GATA-3 tras la estimulación del linfocito con IL-4 e IL-2 y se caraceteriza 

por la producción de citocinas como IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IL-25 y anfiregulina. Los 
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linfocitos Th2 dan lugar a la respuesta humoral y están destinados principalmente a la 

eliminación de patógenos extracelulares, produciendo una activación de clones 

específicos de linfocitos B previamente preactivados por el propio antígeno. El 

encuentro entre los linfocitos Th2 y los linfocitos B ocurre, también, en los órganos 

linfoides secundarios19,20. Como queda mencionado anteriormente, esta polarización 

Th1/Th2 está regulado también a nivel epigenético. 

La diferenciación hacia Th17 es inducida por la expresión de ROR-γ y la  

presencia de IL-6, IL-21, IL-23 y TGF-β. Éstas células producen IL-17a, IL-17f, IL-21 

e IL-22 para mediar la respuesta inmune contra bacterias extracelulares y hongos y 

participan en el desarrollo de algunas enfermedades autoinmunes. 

Finalmente, la diferenciación hacia iTreg se produce merced de la expresión de 

FOXP3 y es inducida por la presencia de TGF-β e IL-2. Estas células realizan su 

función a través de las siguientes citocinas: TGF-β, IL-10 e IL-3523. Esta población 

linfocitaria, los linfocitos T reguladores (nTreg, naturally ocurring regulatory T cells) 

actúan en la periferia regulando la respuesta inmune y evitando la activación de clones 

autorreativos, de manera que regulan la activación del sistema inmune frente a 

antígenos propios. El interés sobre linfocitos T reguladores ha aumentado gracias a 

modelos experimentales en ratones que demuestran que el potencial inmunosupresor  de 

estas células podría aprovecharse para aumentar la supervivencia a trasplantes al 

disminuir la EICH24. Los nTreg se caracterizan por un fenotipo CD4+CD25+CD127-, 

por una escasa capacidad proliferativa y por la expresión del factor de transcripción 

FOXP3. Pues bien, la expresión de FOXP3 en nTreg también está sometida a un control 

epigenético, de manera que las secuencias CpG del promotor de FOXP3 se encuentran 

demetiladas en nTreg. La incubación de linfocitos no reguladores (CD4+CD25-) en 
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presencia de TGF-β permite obtener células T reguladoras inducidas (iTreg) in vitro y 

esta diferenciación hacia linfocito regulador se caracteriza por la demetilación a nivel de 

FOXP325 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: 23Jinfang Zhu and William E. Paul. CD4 T cells: fates, functions, and faults. Blood. 2008 

112:1557-1569. 

Como puede comprobarse, la expresión de diversos factores de transcripción, 

controlados a nivel epigenético, regula la diferenciación de los linfocitos T en una u otra 

dirección. 

2.3. 5-AZACITIDINA. 

 
2.3.1. Descripción de la 5-AZACITIDINA. 

 

 

 

 

 

 

5-azacitidina (5-AZA) es un azanucleósido pirimidínico 

análogo de citidina. La 5-AZA es la 4-amino-1-β-D-

ribofuranosil-s-triazin-2(1H)-ona. Su peso molecular es 

244 g/mol. La 5-AZA es un sólido de coloración blanca 

o hueso, insoluble en etanol y metiletilcetona; 

ligeramente soluble en etanol/agua (50/50), 

propilenglicol y polietilenglicol; moderadamente soluble 
Figura 8: Estructura química de la 5-azacitidina 
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en agua, octanol hidrosaturado, dextrosa al 5% en agua, N-metil-2-pirrolidona, solución 

salina y Tween 80 al 5% en agua; y soluble en dimetilsulfóxido (DMSO)17. La 

suspensión inyectable de 5-AZA se ha comercializado bajo en nombre de Vidaza™. 

  

2.3.2. Mecanismo de acción. 

 

 La primera publicación en la que se define a la 5-azacitidina como un agente 

demetilante del ADN data del año 1980 (Jones y col)26.  

 La hipometilación puede restaurar la función normal de genes cuya función es 

crucial para los procesos de diferenciación y proliferación celular. La concentración de 

azacitidina que se requiere para lograr una máxima inhibición de la metilación del ADN 

in vitro no causa una inhibición importante de la síntesis de ADN. Los efectos 

citotóxicos de la 5-AZA provocan la muerte de las células de división rápida, incluidas 

las células cancerosas que ya no responden a los mecanismos normales de control del 

crecimiento. Las células que están en situación no proliferativa, son relativamente 

insensibles a la 5-AZA17,27. 

 

 Los azanucleósidos 5-azacitidina y 5-aza-2’-deoxicitidina (5-AZA-dC) fueron 

sintetizados en 1960 y aprobadas por la FDA (United States Food and Drug 

Administration) como los dos primeros inhibidores de DNA-metiltransferasas 

(DNMTi). Ambos fármacos fueron aprobados para el tratamiento de síndromes 

mielodisplásicos (SMD) y se estudiaron en altas dosis para el tratamiento de leucemias 

agudas28,29 . In vitro, estos nucleósidos son incorporados al ADN, donde forman uniones 

irreversibles con DNMT, enzima necesaria para la metilación de las citosinas del ADN. 
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La eliminación funcional de DNMT por los azanucleósidos conduce a cambios en la 

metilación, afectando a la división celular.  

 

 Estos fármacos son los primeros que tienen como diana terapéutica las 

modificaciones epigenéticas. La aplicación de la 5-AZA en el tratamiento de los SMD 

debe atribuirse a Lewis Silverman, quien defendió este fármaco desde los primeros 

ensayos en Mt. Sinai Medical Center en Nueva York, y posteriormente en el Cancer and 

Leukemia Group B. El Dr. Silverman y sus colaboradores desarrollaron el primer 

estudio en SMD y demostraron su actividad clínica administrado tanto por vía 

intravenosa como subcutánea28.  

 

 Silverman llevó a cabo un ensayo clínico en pacientes con SMD y leucemia 

mielomonocítica crónica (LMMC)28, demostrando una respuesta hematológica en el 

47% de los pacientes, incluyendo un 10% de remisiones completas. Los datos del 

ensayo clínico sirvieron como base para que la FDA aprobara la 5-AZA.  

 

 La eficacia de los DNMTi en el tratamiento de SMD llevó a los investigadores a 

estudiar el papel de la metilación del ADN en hemopatías malignas. En este sentido, 

p15 es probablemente el gen que se metila más frecuentemente en SMD. La metilación 

del gen SOCS-1 ha sido constatada en el 31-47% de los pacientes, mientras que el gen 

RASSF1 se encontraba metilado en un 9% de los casos estudiados. En una serie de 13 

pacientes de SMD, las células CD34+ presentaban metilaciones frecuentes de p15, p16, 

p73, RARβ, DAP Kinasa y WT-128. La metilación reversible de p15 ó CDH-1 durante 

el primer ciclo de terapia se correlacionó con la respuesta al tratamiento en el estudio de 

Fase I28. 
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Además de los efectos inhibidores de DNMT, los azanucleósidos podrían también dañar 

el ADN. Estos efectos deben de ser analizados en futuros estudios28. 

 

2.3.3. Farmacocinética. 

 

 La biodisponibilidad absoluta de la 5-AZA administrada por vía subcutánea con 

respecto a la de 5-AZA por vía intravenosa es de aproximadamente el 89%. El volumen 

medio de distribución tras la administración intravenosa es de 76±26 L/hora. El 

aclaramiento medio sistémico aparente es de 147±47 L/hora y la semivida de 

eliminación media de 41±8 minutos, después e la administración po vía subcutánea30. 

 Los estudios publicados hasta el momento sugieren que la excreción urinaria es 

la vía principal de eliminación de la 5-azacitidina y sus metabolitos17,30 después de la 

administración por vías intravenosa y subcutánea. 

 

2.3.4. Indicaciones. 

 

 La 5-AZA está indicada30 para el tratamiento de pacientes adultos que no se 

consideran aptos para el trasplante de células madre y  que padecen: 

 Algunos de los siguientes subtipos de síndromes mielodisplásicos: anemia 

refractaria o anemia refractaria con sideroblastos en anillo (si se acompañan de 

neutropenia o trombocitopenia o requieren transfusiones), anemia refractaria con 

exceso de blastos y anemia refractaria con exceso de blastos en transformación.  

 Leucemia mielomonocítica crónica con el 10 al 29% de blastos medulares sin 

trastorno mieloproliferativo. 
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 Leucemia mieloide aguda con 20 al 30% de blastos y displasia multilínea, según 

la clasificación de la Organización Mundial de la Salud (OMS). 

 El uso de la 5-AZA no está recomendado en niños menores de 18 años debido a 

la escasez de datos sobre la seguridad y la eficacia.  

 Uso en ancianos: No se observaron diferencias globales en cuanto a eficacia 

entre estos pacientes y los de edades más jóvenes. Además, la frecuencia de aparición 

de acontecimientos adversos observada en los pacientes de edad igual o superior a 65 

años no presentó diferencias relevantes en comparación con la observada en los 

pacientes de menor edad. Debido a que la 5-AZA y sus metabolitos se excretan en gran 

medida por el riñón, el riesgo de que se produzcan reacciones de toxicidad en respuesta 

a este fármaco puede ser mayor en los pacientes con deterioro de la función renal. Dado 

que los pacientes ancianos tienen una mayor probabilidad de presentar una disminución 

de la función renal, la monitorización renal puede resultar útil en dichos pacientes17. 

 

2.3.5. Contraindicaciones. 

 

 La 5-AZA está contraindicada en los pacientes con hipersensibilidad a la 

azacitidina o al manitol; también en los pacientes con tumores hepáticos malignos en 

estadio avanzado. La 5-AZA puede causar daños fetales si se administra a una mujer 

embarazada, pudiendo dar lugar a distintos efectos teratogénicos17. Se desconoce si la 5-

azacitidina o alguno de sus metabolitos se excretan en la leche humana. Debido a las 

posibles reacciones adversas graves en el niño lactante, la lactancia está contraindicada 

durante el tratamiento con 5-AZA30. 
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2.3.6. 5-AZA y respuesta inmune. 

 

 Si bien su efecto en progenitores hematopoyéticos en pacientes con SMD o 

leucemia mieloide aguda (LMA) ha sido bien descrito, su efecto sobre las diferentes 

poblaciones linfocitarias se desconoce. En células NK se ha descrito que puede 

favorecer la demetilación de FOXP331. Así mismo, Rohner et al32 ha estudiado el efecto 

de la 5-AZA sobre el NKG2D, receptor de activación expresado en todas las células NK 

y en todas las subpoblaciones de linfocitos T. La unión de NKG2D con sus ligandos 

induce la activación de las células NK. Los datos de este estudio indican que el 

tratamiento con 5-AZA en combinacón con factores de cremimiento e IFN-γ aumenta la 

expresión del ligando de NKG2D, ULBP (proteína de unión UL16) en blastos de LMA 

induciendo mayor sensibilidad al efecto citotóxico de las células NK32. 

 

 Algunos autores33,34 han descrito un posible efecto demetilante de la 5-AZA 

sobre FOXP3, pudiendo controlar así la expresión de este gen y la respuesta inmune. Por 

el contrario, otros estudios indican que la 5-AZA actúa sobre la metilación del promotor 

de INF-γ, controlando de este modo la diferenciación de los LT naive hacia Th1 o 

Th235. 

 

 EL efecto de la 5-AZA sobre la respuesta inmune es, a priori, altamente 

impredecible dado que dependerá de la población linfocitaria sobre la que ejerza su 

efecto. En general, podría incrementar la respuesta inmune in vitro al activar la 

expresión de genes relacionados con la síntesis de citoquinas, como IFN-γ o IL-2 en 

linfocitos Th1 o IL-4 en Th2. Pero si la actividad hipometilante se efectúa sobre 

FOXP3, el efecto podría ser el contrario, dado que, como se ha descrito previamente, la 
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demetilación de este gen se relaciona con la actividad inmunosupresora de los linfocitos 

T reguladores (Treg)32. 

 

2.4. 5-AZA Y PRAME 

 

2.4.1.  Descripción general de antígenos asociados a tumor: PRAME 

 

Los antígenos son macromoléculas que se unen de forma selectiva a un 

anticuerpo induciendo una respuesta inmunitaria. Cuando éstos antígenos no son 

expresados o se expresan con baja intensidad en células normales en comparación con 

células tumorales se llaman antígenos asociados a tumor (AAT). En la mayoría de los 

casos, estos antígenos son componentes normales de la célula pero su expresión es 

aberrante o está mal regulada en los tumores. Las células cancerosas experimentan 

cambios significativos que, a menudo, dan lugar a la expresión de AAT, Estos AAT son 

presentados por moléculas MHC-I a los lintocitos T citotóxicos que desempeñan un 

papel de vigilancia, eliminando las células que sobreexpresan AAT antes de que 

proliferen o desarrollan metástasis14. 

La vacunación de individuos portadores de tumores con AAT puede provocar 

una potenciación de la respuesta inmunitaria frente al tumor. Por ello, la previa 

identificación de péptidos y la clonación de genes que codifican para estos AAT, 

reconocidos por los linfocitos T citotóxicos específicos, han proporcionado candidatos 

para el desarrollo de vacunas tumorales36. 

 



                                Introducción  

26 

 

Figura 9: 19J.R. Regueiro González, C. López Larrea, S. González Rodríguez, E. Martínez Naves. 

Inmunología biología y patología del sistema inmune. Panamericana; 2004. 

 

En el caso de antígenos específicos de tumor, como los producidos por 

mutaciones puntuales aleatorias, estos métodos de vacunación no son prácticos, ya que 

requieren la identificación de los antígenos de cada tumor individual. Sin embargo, los 

antígenos tumorales compartidos por muchos tumores, como MAGE o PRAME en los 

melanomas o las proteínas mutadas Ras y p53 en muchos tumores, son inmunógenos 

potencialmente útiles para todos los pacientes con ciertos tipos de cáncer. Una 

limitación del uso de vacunas en el tratamiento de tumores ya establecidos es que 

resulta difícil inducir una respuesta inmunitaria lo suficientemente intensa como para 

erradicar todas las células tumorales en crecimiento36.  

 

El gen de PRAME del inglés (preferentially expressed antigen of melanoma) fue 

descrito por primera vez por Ikeda et al37 en células tumorales de melanoma, donde 

codifica un antígeno que es reconocido por linfocitos T citotóxicos. Posteriormente van 

Baren et al38 confirmó que PRAME codifica un antígeno asociado a melanoma y añadió 

que también se sobreexpresa en otros tumores, como sarcomas, tumores de cabeza y 

cuello, cáncer renal y en leucemias agudas, pero no en tejidos sanos. Esta baja expresión 

de PRAME en tejidos sanos permitiría utilizar éste antígeno como diana terapéutica en 

inmunoterapia frente a diversos tumores39,40 y también podría servir como marcador de 
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enfermedad mínima residual. En leucemias agudas es un marcador de buen pronóstico 

especialmente en aquellos pacientes que tienen traslocaciones citogenéticas favorables 

t(8;21) ó t(12;21)41 42. Sin embargo, en tumores sólidos la sobreexpresión de PRAME 

está asociada con estadíos más avanzados de la enfermedad y mayor probabilidad de 

metástasis42. 

Actualmente se sabe que el sistema inmune es capaz de reconocer las células 

tumorales PRAME+ a través de los linfocitos T CD8+ 39,40. Por eso, esta clase de AAT es 

una diana terapéutica para el tratamiento contra tumores19. 

 

2.4.2. Efecto de la 5-AZA sobre la expresión de PRAME y su aplicación en el 

trasplante. 

 

Como se ha mencionado anteriormente, la 5-AZA genera regiones hipometiladas 

en el ADN, produciendo cambios epigenéticos que no afectan a la secuencia del ADN 

pero que pueden activar la transcripción y, por tanto, la expresión de genes.  

Román-Gómez et al43 describen que son mecanismos epigenéticos los que 

regulan la expresión de AAT en células tumorales, teniendo un papel fundamental la 

metilación del ADN. La hipometilación de las islas CpG en los promotores de MAGE, 

PRAME y otros AAT se corresponde con una mayor expresión de estos antígenos en 

líneas celulares neoplásicas. También han comprobado que  el tratamiento con 5-AZA 

incrementa la expresión de éstos AAT en líneas celulares. Epping et al44 comprueba 

como la expresión de AAT se puede inducir con agentes demetilantes, siendo 

mecanismos epigenéticos los que controlan la expresión de PRAME en la mayoría de 

los tejidos adultos. También,  Sigalotti et al45 y Coral et al46 han estudiado la 

sobreexpresión de AAT en tumores sólidos tras tratamiento con 5-AZA.  
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El trasplante de células hematopoyéticas se ha convertido en un recurso 

terapéutico impresindible en la práctica moderna de la medicina. Este tipo de trasplantes 

se realizan con tres objetivos fundamentalmente: reemplazar el tejido hematopoyético 

defectuoso, insificiente o neoplásico, para poder administrar al paciente quimiterapia y/ 

o radioterapia a dosis altas e inducir el EICL en los paciente con tumores malignos 

hematopoyéticos. En la actualidad, parece que éste último efecto es el de mayor utilidad 

en el control a largo plazo de los tumores hematológicos. 

En los estudios antes mencionados43,45,46, el tratamiento con 5-AZA induce la 

expresión de AAT en células tumorales. Si el efecto de la 5-AZA se ejerciera sobre los 

blastos de pacientes de LMA sin afectar a las células hematopoyéticas del donante 

supondría una respuesta inmune específica de los linfocitos T CD8+ 39,40 del donador, 

frente a las células tumorales que sobreexpresan PRAME. De esta forma los linfocitos 

del donador terminarían por destruir las células leucémicas remanentes del enfermo 

consiguiéndose así, un mayor EICL. 
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 Como se ha mencionado, la regulación epigenética de genes relacionados con la 

respuesta inmune es fundamental para controlar no sólo la activación o proliferación 

linfocitaria sino el tipo de respuesta Th1, Th2 o reguladora. La 5-azacitidina es un 

agente hipometilante del ADN y debido a su mecanismo de acción podría modificar la 

respuesta inmune. Sin embargo, su efecto sobre las diferentes poblaciones linfocitarias 

se desconoce. Por otra parte, se ha descrito que podría inducir la sobreexpresión de 

antígenos asociados a tumor en algunas hemopatías malignas o en melanoma, lo que 

podría ser de gran interés para generar una respuesta inmune específica frente a AAT en 

pacientes de LMA.  

Nos planteamos como hipótesis de trabajo que la 5-AZA puede tener un efecto 

biológico relevante sobre la funcionalidad linfocitaria, que podría ser de interés en el 

contexto del trasplante hematopoyético: disminuyendo la EICH y generando una 

respuesta inmune específica frente a antígenos asociados a tumor, manteniendo así el 

EICL. 

 

 Nos planteamos en este trabajo los siguientes objetivos: 

 

1. Estudiar como actúa la 5-AZA sobre la activación, proliferación y 

viabilidad de los linfocitos T. 

 

2. Evaluar su utilidad en el contexto del trasplante hematopoyético para 

disminuir la EICH. 

 



                                                                                                                                       Hipótesis y Objetivos   

31 

3. Inducir con 5- AZA la sobreexpresión de PRAME en blastos tumorales 

de pacientes de leucemia mieloide aguda y evaluar la utilidad de PRAME como 

diana terapéutica. 

 

4. Evaluar el efecto de la 5-AZA sobre células progenitoras 

hematopoyéticas CD34+ de donantes sanos. 
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4.1. MATERIAL. 

 

4.1.1. Material biológico (células empleadas en el estudio). 

 

 Todos los estudios in vitro de linfocitos T se realizaron a partir de concentrados 

leuco-plaquetarios (Buffy-Coat) de donantes sanos. Las células CD34+ procedieron de 

aféresis que se obtuvieron de aféresis de donantes de progenitores hematopoyéticos de 

sangre periférica. Los blastos se obtuvieron de médula ósea y sangre periférica de 

pacientes con leucemia mieloblástica aguda de nuevo diagnóstico. 

Para conseguir las diferentes muestras se obtuvo el correspondiente consentimiento 

informado y el procedimiento se realizó de acuerdo a las normas establecidas por el 

Comité Ético del Hospital Universitario de Salamanca. El procesamiento de las 

muestras se llevó a cabo en el Laboratorio de Cultivos y Terapia Celular bajo estrictas 

condiciones de esterilidad. 

 

4.1.2. Material biológico (ratones empleados en el estudio). 

 

Todos los estudios murinos se realizaron con ratones receptores hembra 

BALBc(H2d) y ratones donadores macho C57BL/6(H2b). Los ratones se obtuvieron de 

Charles River Laboratory (France). Éste trabajo se realizó en el Animalario de la 

Universidad de Salamanca de acuerdo con las normas establecidas por el Comité Ético 

del Animalario. 
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4.1.3. Material no biológico (reactivos). 

 

Se emplearon los siguientes reactivos: suero fisiológico 0,9% de Baxter S.L. 

(Ribarroja del Turia, Valencia), medio de cultivo RPMI, PBS y antibióticos (penicilina 

y estreptomicina) de GIBCO BRL-Invitrogen (Grand Island, NY, EEUU). Medio oleoso 

para la separación de células mononucleadas (Ficoll-Paque) de GE-Healthcare Bio-

Sciences AB (Uppsala, EEUU), heparina libre de aditivos 5000U/ml de Biochrom AG 

(Berlin, Alemania). Fitohemaglutina (PHA), forbol miristato acetato (PMA), 

ionomicina y suero humano AB de Sigma Chemical Co (St Louis, MO, EEUU). 

Anticuerpos monoclonales anti-human CD3 y anti-human CD28 de Becton Dickinson 

Biosciences-BDB, (San Jose, CA, EEUU). El agua destilada Vitulia estéril de 

Laboratorios ERN, SA (España). El Kit de permeabilización IntraStain para el marcaje 

intracelular, de DakoCytomation (Denmark). El marcaje de las células con PKH se 

realizó mediante el kit PKH67 Green Fluorescent Cell Linker Mini Kit, “for general 

cell membrane labeling”, solución HANKS, brefeldina y 5-azacitidina de Sigma-

Aldrich (St. Louis, MO, EEUU). El kit de Anexina-V, 7-amino-actinomicina-D (7-AAD) 

de BD PharmingenTM BD, (San Diego, EEUU). El kit de análisis de DNA nuclear de 

tejidos sólidos o suspensiones celulares de Becton Dickinson Bioscience (San Jose, CA, 

EEUU), para los estudios de expresión protéica del gen FOXP3 en linfocitos T humanos 

y murinos se utilizó el kit de FOXP3 Staining Buffer Set y el kit Mouse Regulatory T 

Cell Staining de eBioscience (San Diego, CA, EEUU) respectivamente y para el estudio 

de citocinas solubles usamos dos kits: Human Th1/Th2 Cytokine Kit II para las 

citoquinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-α e IFN-γ y el kit Human IL-12 p70 Flex Set y 

Human soluble protein Master Buffer Kit para analizar la IL-12 Becton Dickinson 

Biosciences-BDB (San Jose, CA, EEUU). Para los estudios de citometría utilizamos un 
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citómetro de flujo modelo FACSCalibur (Becton Dickinson Bioscience San Jose, CA, 

EEUU) y para separar los blastos tumorales un citómetro de flujo modelo FACSAria 

(Becton Dickinson Bioscience, San Jose, CA, EEUU). Los programas informáticos que 

se utilizaron para el análisis de los estudios de citometría fueron: CellQuest®, PAIN-A-

GATE-PROTM de (Becton Dickinson Bioscience, San Jose, CA, EEUU), ModFit LT for 

Mac (Verity Software House, Inc, ME, EEUU) e Infinicyt1.1 (Cytognos S.L. 

Salamanca, España). 

 

 Las células CD34+ procedentes de aféresis de donantes sanos se marcaron con el 

kit CD34 MicroBead human (Miltenyi Biotec) y para separar esta población utilizamos 

el AutoMacsPRO (Miltentyi Biotec). La aféresis se realizó con el sistema Cobe SpectraTM 

(Lakewood Colorado, versión 7.0. EEUU). 

 

 Para la extracción del ARN y ADN se utilizaron los kits: AllPrep DNA/RNA 

Micro Kit y  el AllPrep DNA/RNA Mini Kit (Quiagen, Valencia, CA). 1µg de ARN se 

transcribió a cDNA utilizando el kit de High Capacity cDNA Reverse Transcription 

(Applied Biosystems, Foster, City, CA).  

 

 Los estudios para cuantificar la expresión de PRAME, GATA-3, TBET, ROR-γ, 

FOXP3, IFNγ, IL-2 e IL-4 se realizaron medianate RQ-PCR cuantitativa. Para la 

realización de esta técnica se utilizaron: enzima TaqMan® FastMaster Mix, ensayo de 

expresión comercial TaqMan®  de Gene Expression Assays (Applied Biosystems, Foster 

City, CA). Utilizamos el termociclador Step One Plus Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems, Foster, City, CA). 
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 Para los estudios de expresión génica mediante arrays de expresión utilizamos 

GeneChip Human Gene 1.0 ST de Genechip® Whole Transcript (WT) Sense Target 

Labeling Assay Affymetrix (Santa Clara, CA, EEUU). 

 

 Para los estudios de metilación se purificó el ADN con el kit comercial DNA 

clean up system y pGEM-T Easy vector de Promega. El diseño de primers se realizó 

mediante el programa Methyl Primer Express v1.0 de Applied Biosystems (Foster City, 

CA,EEUU); las bandas de ADN se extrajeron del gel de agarosa con el kit Illustra GFX 

PCR DNA and Gel Band Purification de Healthcare Bio-Sciences AB (Uppsala.USA). 

El ADN se extrajo de las bacterias usando el kit Plasmid DNA Purification.NucleoSpin 

Multi-96 Plus Plasmid de Macherey-Nagel GmbH&Co (Germany), se purificó con el 

kit Big Dye Xterminator Purification Applied Biosystems (Foster City CA). El etanol 

absoluto fue de Merck KgaA, (Darmstadt, Germany). El NaOH de Panreac Química 

(Barcelona, España). La hidroquinona, bisulfito sódico, ampicilina y acetato amónico de 

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). El glucógeno de Roche Applied Science 

(Applied Biosystems, Foster City, CA). Las secuencias de metilación se analizaron con 

el secuenciador 3130xl Genetic Analyzer de Applied Biosystems y posteriormente 

fueron analizadas con el programa BioEdit 7.0.9 (for windows 95/98). 

  

 Las placas de cultivo de 96 pocillos con el fondo en U utilizadas son de Becton 

Dickinson Labware Europe mientras que las placas de 48 pocillos con el fondo plano 

son de Costar®.  

 

 El análisis informático se realizó mediante el programa estadístico SPSS 

software program (SPSS 11.0, Chicago IL). 
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Los anticuerpos monoclonales, empleados para análisis por citometría de flujo fueron: 

 

Anticuerpo 

 

Fluorocromo 

 

Isotipo 

 

Procedencia 

 

CD2 

 

FITC 

 

Mouse-Anti-Human 

Becton Dickinson 

Bioscience San Jose, CA, 

USA. 

 

CD3 

 

FITC 

Mouse-Anti-Human Beckman Coulter 

Company, Marselle. 

France. 

 

CD3 

 

APC 

 

Mouse-Anti-Human 

Becton Dickinson 

Bioscience San Jose, CA, 

USA. 

 

CD4 

 

PerCP/Cy5.5 

 

Mouse-Anti-Human 

Becton Dickinson 

Bioscience San Jose, CA, 

USA. 

 

CD5 

 

FITC 

 

Mouse-Anti-Human 

Becton Dickinson 

Bioscience San Jose, CA, 

USA. 

 

CD7 

 

FITC 

 

Mouse-Anti-Human 

Becton Dickinson 

Bioscience San Jose, CA, 

USA. 

 

CD25 

 

FITC 

 

Mouse-Anti-Human 

Becton Dickinson 

Bioscience San Jose, CA, 

USA. 

 

CD25 

 

PE 

 

Mouse-Anti-Human 

Becton Dickinson 

Bioscience San Jose, CA, 

USA. 
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CD33 

 

APC 

 

Mouse-Anti-Human 

Becton Dickinson 

Bioscience San Jose, CA, 

USA. 

 

CD34 

 

APC 

 

Mouse-Anti-Human 

Becton Dickinson 

Bioscience San Jose, CA, 

USA. 

 

CD40L 

 

APC 

 

Mouse-Anti-Human 

Becton Dickinson 

Bioscience San Jose, CA, 

USA. 

 

CD45 

 

FITC 

 

Mouse-Anti-Human 

Becton Dickinson 

Bioscience San Jose, CA, 

USA. 

 

CD127 

 

PE 

 

Mouse-Anti-Human 

Becton Dickinson 

Bioscience San Jose, CA, 

USA. 

 

FOXP3 

 

APC 

 

Mouse-Anti-Human 

Becton Dickinson 

Bioscience San Jose, CA, 

USA. 

 

IFN-γ 

 

PE 

 

Mouse-Anti-Human 

Becton Dickinson 

Bioscience San Jose, CA, 

USA. 

 

CD4 

 

FITC 

 

Rat-Anti-Mouse 

Becton Dickinson 

Bioscience San Jose, CA, 

USA. 

 

CD25 

 

PE 

 

Rat-Anti-Mouse 

Becton Dickinson 

Bioscience San Jose, CA, 

USA. 
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CD45 

 

PerCP/Cy5.5 

 

Rat-Anti-Mouse 

Becton Dickinson 

Bioscience San Jose, CA, 

USA. 

 

FOXP3 

 

APC 

 

Rat-Anti-Mouse 

Becton Dickinson 

Bioscience San Jose, CA, 

USA. 

 

Tabla I: En todos los casos se añadieron los anticuerpos a concentración de saturación: FITC: 

Isotiocianato de Fluoresceína; PE: Ficoeritrina; PerCP Cy 5.5: Proteína piridinin clorofílica cianina 

5.5; APC: Aloficocianina. 

 

4.2. MÉTODOS. 

 

4.2.1. Estudios in vitro. 

 

 Las células mononucleadas se obtuvieron a partir de unidades de sangre total 

extraídas en sistema de bolsa LQT 6280 (Macopharma), de las cuales se obtuvo el Buffy 

Coat. La muestra se diluyó 1:8 con suero fisiológico y se separó la fracción 

mononucleada mediante centrifugación por gradiente de densidad con Ficoll. Las 

células se centrifugaron a 1600 rpm durante 30 min. Transcurrido este tiempo se obtuvo 

una interfase de células mononucleadas que se separó mediante el uso de pipetas pasteur 

estériles y que posteriormente se lavó 2 veces con la solución HANKS. El recuento 

celular se realizó mediante cámara de Neubauer. Una vez separada la capa 

mononucleada y llevado a cabo el recuento celular se sembraron 1x105/200μL células 

en cada pocillo de las placas de 96 pocillos ó 5x105/500μL en cada pocillo de las placas 

de 48 pocillos y se resuspendieron en medio RPMI suplementado con un 10% de suero 

AB, penicilina 100U/mL y estreptomicina 100µg/mL.  
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 Los estudios descritos a continuación se realizaron los días 2 ó 4 de cultivo en 

presencia o ausencia de 5-azaciticina (5-AZA) a distintas concentraciones. Debido a la 

corta vida media del fármaco las diferentes dosis de 5-AZA se añadieron diariamente 

tanto para los cultivos a 2 como a 4 días. 

  

 Todas las células se manipularon en campana de flujo laminar y se mantuvieron 

en estufa de cultivo a 37ºC en una atmósfera de humedad y con un 5% de CO2.  

 

4.2.1.1. Estudios de activación linfocitaria y viabilidad tras 2 días de cultivo. 

 

 Se cultivaron 1x105/200µL linfocitos T en placas de 96 pocillos y se emplearon 

3 condiciones de cultivo: 

a) Células control. 

b) Células estimuladas con PMA (2,5ng/mL) e ionomicina (1μg/mL). 

c) Células estimuladas con anti-CD3 humano (5μg/mL) adherido a la placa y 

anti-CD28 humano soluble (2,5μg/mL). Se añaden 100µL de anti-CD3 a 5μg/mL en 

PBS en cada pocillo durante dos horas a 37ºC, para pegar el anti-CD3 a la placa. A 

continuación, se retira y  se lava 2 veces con 100µL de PBS y se bloquea con RPMI 

más 10% de suero AB durante una hora a 37ºC. Finalmente y tras añadir las células 

mononucleadas se añade anti-CD28 a 2,5μg/mL. 

 

 Para cada cultivo, se pesaron 0,0050gr de 5-AZA, se resuspendieron en 1ml de 

DMSO (20mM) y diariamente se diluyó (5-AZA 20mM) en RPMI para poner la 

concentración correspondiente a cada cultivo: 1nM, 10nM, 100nM, 1000nM ó 

10000nM.  
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 Todos los pocillos de las placas de 96 pocillos, tras dos días de cultivo, se 

estimularon con brefeldina durante 6 horas antes de su adquisición en el citómetro de 

flujo.  

 

4.2.1.1.1. Estudios de activación celular mediante citometría de flujo a 2 días.  

 

 Marcaje intracelular: (CD25/IFN-γ/CD3/CD40L).  

 

 Una vez transcurridos 2 días de cultivo se añadió brefeldina (2µL/mL) a los 

pocillos, 6 horas antes del estudio por citometría. La placa de 96 pocillos  se centrifugó 

a 1200 rpm durante 10 minutos, se retiró el sobrenadante y se añadió a cada pocillo 50µl 

de PBS. Las células se resuspendieron y se marcaron en tubos de citometria, el marcaje 

de antígenos de membrana se llevó a cabo con los anticuerpos monoclonales CD3 

PerCP-Cy5.5 y CD25 FITC que se incubaron durante 15 minutos, a temperatura 

ambiente y en oscuridad. Posteriormente, se añadieron a cada tubo 100µl de solución A 

(es una solución que contiene paraformaldehído) del Kit de permeabilización IntraStain 

y tras resuspender las células se incubaron durante otros 15 minutos. De este modo se 

fijaron las células y se estabilizaron las uniones entre el anticuerpo y el antígeno celular.  

 

 Seguidamente, las células se lavaron con PBS a 1200 rpm durante 10 minutos y, 

tras retirar el sobrenadante con pipetas Pasteur se realizó el marcaje de proteínas 

intracitoplásmicas. Para ello, se añadieron 100µl de la solución B del Kit de 

permeabiliazación IntraStain y los anticuerpos: IFN-γ PE y CD40L APC. La solución B 

lisa la serie roja que pudiera haber quedado y permeabiliza la célula debido a que 

contiene un detergente que genera poros en las membranas celulares, haciendo posible 
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el marcaje intracitoplasmático. Las células se incubaron durante 15 minutos y tras un 

lavado con PBS se resuspendió el botón celular en 0,5mL de PBS para posteriormente 

proceder a la adquisición de los tubos en el citómetro de flujo. Se adquirieron un total 

de 30000 eventos, en un citómetro de flujo modelo FACSCalibur, utilizando el 

programa informático CellQuest® y para el análisis empleamos el programa Infinicyt 

1.1. 

 

4.2.1.1.2. Estudios de viabilidad celular (CD25/Anexina-V/7-AAD/CD3). 

 

 Para el análisis de la viabilidad celular empleamos el kit de Anexina-V, 7-

amino-actinomicina-D, (7-AAD) para citometría de flujo de BD. La placa de 96 pocillos 

se centrifugó a 1200 rpm durante 10 minutos. Una vez retirado el sobrenadante se 

añadieron 100µL de PBS a cada pocillo para resuspender las células y pasarlas a tubos 

de citometría. Las células mononucleadas se incubaron con CD25-FITC y CD3-APC 

durante 15 minutos. Después de lavar con PBS a 1200 rpm durante 10 minutos, se retiró 

el sobrenadante y se añadieron 100µL de Binding Buffer 1x, 5µL de anexina-V-PE y 

5µL de 7-AAD. Después de 15 minutos de incubación se añadieron 400µL de Binding 

Buffer 1x e inmediatamente se adquirieron las células en el citómetro de flujo 

FACSCalibur. Se adquirieron un total de 30000 eventos, utilizando el programa 

informático CellQuest® y los eventos se analizaron mediante el programa: Infinicyt 1.1. 

Para este estudio hemos considerado: 

 Células viables: Anexina-7AAD- 

 Células en apoptosis: Anexina+7AAD- 

 Células muertas: Anexina-7AAD+ o Anexina+7AAD+  
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4.2.1.2. Estudios de proliferación celular y viabilidad tras 4 días de cultivo. 

 

 Se cultivaron durante 4 días 1x105 células en 200µL de medio de cultivo en 

placas de 96 pocillos o 5x105 /500µL por pocillo en placas de 48 pocillos y  emplearon 

las siguientes condiciones de cultivo: 

 

a) Células control. 

b) Células estimuladas con el mitógeno fitohemaglutina (PHA 5μg/mL).  

c) Células estimuladas con anti-CD3 (5μg/mL) y anti-CD28 (2,5μg/mL), según 

se ha descrito anteriormente. 

 

 Para cada cultivo, se pesaron 0,0050gr de 5-AZA, se resuspendieron en 1ml de 

DMSO (20mM) y diariamente se diluyó (5-AZA 20mM) en RPMI para poner la 

concentración correspondiente a cada cultivo: 1nM, 10nM, 100nM, 1000nM ó 

10000nM.  

 

4.2.1.2.1. Estudios de proliferación y viabilidad celular mediante marcaje con 

PKH a 4 días. (PKH/CD25/7-AAD/CD3). 

 

 Para los estudios de proliferación y viabilidad celular empleamos el colorante 

verde fluorescente, PKH67 (kit MINI 67) que contiene colas de carbono alifáticas que se 

incorporan a las regiones lipídicas de la membrana celular. Cuando la célula se divide, 

las moléculas de PKH incorporadas a la membrana se reparten entre las células hijas 

siendo la pérdida de fluorescencia proporcional al grado de proliferación celular. La 
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fluorescencia emitida por las céulas marcadas con PKH-67, se analiza por citometría de 

flujo en FL-1.  

 

 Para realizar el marcaje de la células mononucleadas con PKH-67, siguiendo el 

protocolo del kit, se resuspendieron 5x106 células en 250µL de solución C y se 

añadieron otros 250µL de solución C que contenían 1µL de PKH-67. Las células se 

incubaron a 4ºC durante 3.30 minutos en oscuridad y transcurrido ese tiempo se 

añadieron 500µL de suero AB pasado 1 minuto. Las células se lavaron 2 veces con 

PBS, se hizo un recuento y se sembraron en las placas de 96 pocillos como se ha 

desctito anteriormente. 

 

 A los 4 días la placa se centrifugó a 1200rpm durante 10 minutos, se retiró el 

sobrenadante y se añadieron 100µl de PBS/pocillo para resuspender las células y 

pasarlas a tubos de citometría. Las células se incubaron con CD25-PE y CD3-APC 

durante 15 minutos. Después de lavar con PBS a 1200 rpm durante 10 minutos, se retiró 

el sobrenadante, las células se resuspendieron en PBS y se llevó a cabo el marcaje con 

7-AAD. Finalmente, se adquirieron un total de 30.000 eventos, en un citómetro 

FACSCalibur utiliazando el programa informático CellQuest®. El análisis de los 

eventos se llevó a cabo mediante el programa: PAINT-A-GATE-PROTM con el que se 

seleccionó la población PKH positiva para posteriormente con el programa ModFit LT 

for Mac analizar la proliferación celular. La viabilidad celular se analizó con el 

programa Infinicyt 1.1. Mediante estos marcajes pudimos comprobar el grado de 

proliferación celular mediante citometría de flujo, medida como pérdida de 

fluorescencia de PKH y muerte celular (eventos 7-AAD+). 
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4.2.1.2.2. Estudio de ciclo celular. 

 

 Transcurridos los 4 días de cultivo se analizó el ciclo celular de las células 

mononucleadas en reposo o estimuladas con anti-CD3/anti-CD28 en placas de 48 

pocillos (5x105células/500μL) en presencia ó ausencia de 5-AZA. Para estos estudios se 

utilizó el kit para análisis de DNA nuclear de tejidos sólidos ó suspensiones celulares. 

 

 En primer lugar se procedió al marcaje de antígenos de membrana utilizando los 

anticuerpos CD2, CD3, CD5 y CD7 conjugados con FITC. Las células se incubaron con 

los anticuerpos durante 15 minutos en oscuridad, se lavaron con PBS para retirar el 

exceso de anticuerpo libre y se centrifugaron a 2000 rpm durante 5 minutos. A 

continuación, se añadieron 200µL de solución B (lleva un exceso de proteínas y 

ribonucleasa que elimina el ARN nuclear, al cual también se uniría el yoduro de 

propidio) y se incubaron las células durante 10 minutos en oscuridad. Finalmente, se 

añadieron 200µL de la solucion C (lleva yoduro de propidio que se une al ADN de 

forma estequiométrica marcándolo para ser cuantificado en el citómetro de flujo) y se 

incubaron las células durante 10 minutos en oscuridad.  

 

 Se adquirieron un total de 30.000 eventos, en un citómetro FACSCalibur, 

utilizando el programa informático CellQuest®. Dichos eventos se analizaron mediante 

el programa: PAINT-A-GATE-PROTM con el que se seleccionó la población de interés 

para posteriormente con el ModFit LT for Mac analizar el ciclo celular. 
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4.2.1.2.3. Estudio de citocinas solubles. 

 

Para realizar el análisis de citocinas solubles partimos de 100μl de sobrenadante 

obtenido previamente de los cultivos de linfocitos T estimulados con anti-CD3 y anti-

CD28 durante 4 días en ausencia o en presencia de 5-AZA. Para realizar este estudio se 

utilizaron dos kits comerciales: BDTM Cytometric Bead Array Human Th1/Th2 

Cytokine Kit II, que nos permitió analizar la presencia o ausencia de IL-2, IL-4, IL-6, 

IL-10, TNF-α e IFN-γ en el sobrenadante, y BDTM CBA Human IL-12 p70 Flex Set 

junto con BDTM CBA Human soluble protein master Buffer Kit, para analizar la 

presencia o ausencia en el sobrenadante de IL-12. 

 

El protocolo de preparación se llevó a cabo de acuerdo a las recomendaciones 

del fabricante. En primer lugar, reconstituimos el estándar liofilizado incluido en cada 

uno de los kits, añadiendo un volumen exacto de Assay Diluent (1mL para el Kit 

Th1/Th2 y 2mL para IL-12). Posteriormente, preparamos diluciones seriadas de 

concentraciones conocidas, a partir de las diluciones iniciales de ambos estándares.  

 

A continuación preparamos la mezcla de las esferas de captura para cada una de 

las citocinas a determinar, en el caso del kit Th1/Th2 (cada uno de los tipos de esferas 

emite una fluorescencia detectada en FL3 de diferente intensidad, lo que nos permitirá 

realizar un análisis simultáneo de seis citocinas solubles). 

Una vez preparados todos los reactivos necesarios, mezclamos 50μL de las 

esferas de captura, 50μL de cada una de las diluciones estándar o muestra problema y 

50μL del anticuerpo de detección (conjugado en PE). Incubamos durante 3 horas a 

temperatura ambiente en oscuridad. Finalmente, añadimos 1mL de Wash Buffer y 
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centrifugamos a 200G durante 5 minutos, retiramos el sobrenadante, resuspendimos en 

300μL de Wash Buffer y adquirimos en un citómetro FACSCalibur, utilizando el 

programa CellQuest. 

 

El análisis de los datos se realizó utilizando el programa BD CBA Software. 

 

4.2.2. Estudios in vivo. 

 

4.2.2.1. Modelo Murino de EICH. 

 

Se emplearon ratones donantes macho C57BL6 y ratones receptores hembra 

BALB/C. Estas dos cepas comparten el antígeno de clase I (H2) y difieren en antígenos 

miHAs (H2d versus H2b) con lo cual la EICH que se desarrolla es comparable a la que 

sucede en humanos y además ésto permite la identificación y purificación de las células 

del donante en los ratones trasplantados. 

 

Los ratones receptores y donantes se obtuvieron de Charles River Laboratory 

(France). Se obtuvieron las células de la MO de los fémures y las tibias de los ratones 

donantes y además, se obtuvieron esplenocitos (linfocitos T) del bazo tras disgregación 

mecánica de los mismos. Los animales receptores se irradiaron letalmente con 800cGy 

y en las 2-4 horas posteriores a la irradiación, recibieron por vía intravenosa una 

infusión de 5 millones de células de MO y 10 millones de células de bazo procedentes 

de los ratones donadores.  
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La 5-AZA se resuspendió en 1mL DMSO (20mM), y se administró vía 

endovenosa a través de las venas de la cola del ratón, a una dosis de 1mg/Kg de peso en 

un volumen de 300µL de RPMI. 

Se diferenciaron 5 grupos experimentales. Cada uno de ellos estaba compuesto 

por 4 ratones y el experimento se repitió al menos 2 veces por grupo. 

1. Control de irradiación (CI). 

2. Control de MO (infusión de 5x106 células de MO). 

3. Tratamiento con 5-AZA del control de MO (como el grupo 2 + 5-AZA). 

4. Control de EICH (infusión de 5x106 células de MO + 5x106 células de bazo). 

5. Tratamiento con 5-AZA del EICH (como el grupo 5 + 5-AZA). 

 

TRASPLANTE DE MÉDULA ÓSEA y ESPLENOCITOS 

+5-AZA 1mg/kg a 60 y 84h postrasplante. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig10: modelo de trasplante de médula ósea y esplenocitos del bazo, en ratones CD57-BL6 

+5-AZA1mg/kg a las 60 y 84h postrasplante. 

ESPLENOCITOS

C57-BL6

BAZO C57-BL6

IRRADIACIÓN 800 cGy
BALB-C

BALB-C

C57-BL6

5x106 células

MO

10x106 células

BAZO

BALB-C

5-Aza 1mg/kg

60h y 84h

ESPLENOCITOS

C57-BL6

BAZO C57-BL6

IRRADIACIÓN 800 cGy
BALB-C

BALB-C

C57-BL6

5x106 células

MO

5x106 células

MO

10x106 células

BAZO

BALB-C

5-Aza 1mg/kg

60h y 84h
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Tabla II: modelo in vivo del trasplante alogénico y tratamiento con 5-AZA. 

Después del trasplante, los ratones se pesaron 2 veces a la semana, durante las 8 

semanas posteriores a la administración de la 5-AZA y se comprobó la aparición de 

signos de EICH (postura, actividad, erizamiento del pelo, aparición de áreas desnudas 

en la piel o caquexia) empleando una escala de 0-3. Se analizaron los efectos de la 5-

AZA sobre la aparición de EICH y la supervivencia de cada grupo experimental. En los 

momentos indicados se obtuvieron muestras de sangre y, tras el sacrificio del animal, se 

procesó la MO y bazo para el análisis del quimerismo mediante citometría.  

Tras la irradiación y el trasplante, todos los grupos experimentales se 

mantuvieron en jaulas con covertor, en aisladores con presión positiva en el animalario 

de la Universidad de Salamanca. 

 

La solución de 1mg/Kg de peso de 5-AZA se administró a los grupos 3 (MO + 

5-AZA) y 5 (EICH + 5-AZA) a través de las venas de la cola del ratón a las 60 y 84 

horas posteriores al trasplante y posteriormente los días 15, 21 y 23 postrasplante.  

 

 

 

 

GRUPO Irradiación 

800cGy 

MO BAZO 

5-AZA 1mg/Kg a 

60h y 84h post 

infusión de MO 

5-AZA 1mg/Kg los 

días 19,21 y 23 

post-trasplante 

1 Control irradiación Si No No No No 

2 Control MO Si Si No No No 

3 MO + 5-AZA Si Si No Si Si 

4 Control EICH Si Si Si No No 

5 EICH + 5-AZA Si Si Si Si Si 
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4.2.2.2.   Estudio de expresión proteica de FOXP3 en células T reguladoras murinas. 

 

 Los estudios de expresión proteica de FOXP3 se realizaron 30 días postrasplante 

en muestras extraídas de sangre periférica y bazo de ratones donadores y receptores. 

 Las células se recogieron en tubos de citometría y se marcaron con CD4 FITC, 

CD25 PE y CD45 PerCP/Cy5.5. Tras 15 minutos de incubación a 4ºC se lavaron las 

células con flow cytometry staining buffer y se centrifugaron 5 minutos a 2000rpm. 

Empleamos el kit de FOXP3 Mouse Regulatoy T Cell Staining, después de retirar el 

sobrenadante se resuspendieron las células en 1mL de Fixation/Permeabilization buffer. 

Se incubó durante 30 minutos a 4ºC en oscuridad. Después de ese tiempo las células se 

lavaron dos veces con 2mL de la dilución 1:10 de Permeabilization Buffer 10x en agua 

destilada. A continuación, se añadió 100µL de 1x Permeabilization Buffer y 5µL de 

FcBlock y se incuabaron los tubos 15 minutos a 4ºC. Posteriormente se añadieron 5µL 

del anticuerpo FOXP3 y se incubaron durante 30 minutos a 4ºC. Transcurrida media 

hora se lavaron las células con 2mL de 1x Permeabilization Buffer y se centrifugaron a 

2000rpm durante 5minutos. Se retiró el sobrenadante y se resuspendieron las células en 

100µL de flow cytometry staining buffer para la posterior adquisición de un total de 

30000 eventos, en un citómetro FACSCalibur mediante el programa informático 

CellQuest®. Los eventos se analizaron mediante el programa: Infinicyt 1.1. 
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4.2.3. Expresión de genes.  

 

4.2.3.1. Estudio del perfil de expresión génica mediante “microarrays”.  

 

Para el estudio del perfil de expresión génica mediante microarrays se cultivaron 

LT estimulados con anti-CD3 (5 µg/mL) y anti-CD28 (2,5 µg/mL) en presencia o no de 

5-AZA 1000 nM durante 2 y 4 días de cultivo.  

Se extrajo el ARN utilizando el AllPrep DNA/RNA Micro Kit, se midió la 

concentración y se confirmó la integridad del ARN con el RNA 6000 Nano LabChip 

utilizando Bionalizador Agilent 2100. A partir de 100 ng de ARN total se sintetizó 

SPIA™-cDNA (ADN de cadena sencilla sintetizado mediante tecnología propietaria de 

NuGEN) marcado con biotina según los protocolos de amplificación de dicho fabricante 

(WT-Ovation™ Pico RNA Amplification System, WT-Ovation™ Exon Module y FL-

Ovation™ cDNA Biotin Module V2). El ST-cDNA (sense transcript cDNA) marcado 

se fragmentó y se hibridó (5 µg de cada muestra) sobre el GeneChip Human Gene 1.0 

ST siguiendo el manual de su fabricante. Después de la hibridación, se realizó la tinción 

con estreptavidina-ficoeritrina y anticuerpos anti-estreptavidina biotinilados. Tras las 

tinciones y lavados, los chips se escanearon con el GeneChip 7G Plus Scanner de 

Affymetrix. 

Tras revisar, con el software Expression Console v. 1.1.2 de Affymetrix, que los 

chips cumplen criterios de hibridación de buena calidad (valores típicos entre 0.8 y 0.9 

de “Pos_vs_neg_auc”, variaciones inferiores al 5% del valor de “All Probe Set Mean” y 

valores entre 0.3 y 0.7 de “All Probe Set RLE Mean” entre todas las muestras) se realizó 

la normalización de los datos. Para ello se empleó el algoritmo iterPLIER con 
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corrección de background (PM-GCBG) que se encuentra integrado en el programa 

Expression Console. El siguiente paso del procesamiento de datos fue el filtrado 

estadístico mediante t-test para cada grupo de 3 casos en cada comparación (tratamiento 

frente a no tratamiento y entre los diversos tiempos de tratamiento). Se eliminaron todas 

aquellas sondas de baja intensidad (sondas para las que el 100% de las muestras 

tuvieron una intensidad menor de 100). Se eliminaron también las sondas que apenas 

presentaron variación entre los arrays, es decir, que la diferencia entre la sonda que 

presenta mayor intensidad y la que presenta menor intensidad es muy pequeña. Se 

calculó la media y la desviación estándar para cada uno de los tiempos de tratamiento 

con 5-azacitidina, utilizando los valores promediados de todos los casos del mismo 

tiempo para cada probeset. También, para cada una de las posibles comparaciones, se 

calculó el número de veces que se desregula la expresión (Fold Change), mediante la 

relación con signo (signed ratio), entre el valor mayor y el menor, apareciendo como 

valores negativos los correspondientes a represión y positivos los correspondientes a 

activación. 

Para el análisis no supervisado el algoritmo utilizado fue el agrupamiento 

jerárquico (Hierarchical clustering), con el método de “Máximo Acoplamiento 

Completo” con distancia euclídea como medida de similaridad y rango de entrada como 

función de ordenamiento. Este se aplicó con el programa TIBCO Spotfire DecisionSite 

v. 9.1.3 (TIBCO Software Inc., Palo Alto, CA, USA). 
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4.2.3.2. Estudio de expresión de genes que regulan ciclo celular (p27, p17, p53, 

p73) y la respuesta inmune (IFNγ, IL-10, FOXO3a, FOXP3) por RQ-

PCR. 

 

 Para los estudios de expresión de p27, p17, p53, p73, IFNγ, IL-10, FOXO3a y 

FOXP3 se cultivaron en placas de 48 pocillos durante 4,5 días de cultivo en presencia o 

ausencia de 5-AZA 1000nM y en presencia de estímulo anti-CD3 (5µg/mL) y anti-

CD28 (2,5µg/mL).  

Se recogieron muestras a las 12h, 36h, 60h y 108 horas de cultivo para extraer el ARN y 

ADN con el Mini Kit AllPrep DNA/RNA. A continuación se hizo la transcripción 

reversa según Van Dongen et al.47 1µg de ARN total se agregó a una mezcla de 20µL 

de volumen final conteniendo hexámeros random y 200U de Super Script Rnase H 

reverse transcriptase. Se incubó a 42ºC durante 45 minutos, 3 minutos a 99ºC y 30 

minutos a 25ºC. El ADNc fue almacenado a - 20ºC y las alícuotas sobrantes de ARN a -

80ºC para posteriores análisis. 

Para cuantificar la expresión de los genes se llevó a cabo la PCR cuantitativa en tiempo 

real (RQ-PCR) con ensayos comerciales TaqMan® Gene Expression Assays. Se 

utilizaron 2µL de ADNc que se agregaron a una mezcla con 5µL de TaqMan® Fast 

Mater Mix, 2.5µL de agua y 0.5µL del ensayo de expresión comercial de cada gen en 

un volumen final de 10µL. Las condiciones del termociclador Step One Plus Real-Time 

PCR System fueron: 

50ºC-2min, 50ciclos x (95ºC-15seg; 60ºC-1min). 

El ciclo en el cual la reacción superaba un umbral determiando (Ct) sirvió para 

cuantificar la expresión del gen en estudio respecto a un gen control ABL1, por medio 

de la fómula 2-ΔΔCt48 donde: 
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ΔCt=Ctgen en estudio-CtABL1 

ΔΔCt= ΔCtLTen cultivo-ΔCtLTcontrol0horas0nM 

 

Para que un resultado fuera válido, el ciclo umbral (Ct) del gen ABL debía estar entre 

21.5 y 29.5 y tener al menos 2000 copias49. 

 

4.2.3.3. Estudio de expresión de los genes GATA-3, TBET, FOXP3 y ROR-γ por 

RQ-PCR. 

 

 Para los estudios de expresión de GATA-3, TBET, FOXP3 y ROR-γ se cultivaron 

LT en placas de 48 pocillos durante 11 días de cultivo en presencia o ausencia de 5-

AZA 100nM y 1000nM y en presencia de estímulo anti-CD3 y anti-CD28.  

Recogimos muestras los días 4, 7 y 11 de cultivo para extraer el ARN y ADN con el 

Mini Kit AllPrep DNA/RNA. A continuación se hizo la transcripción reversa según Van 

Dongen et al.47 como se ha descrito anteriormente. 

Para cuantificar la expresión de los genes GATA-3, TBET, FOXP3 y ROR-γ se llevó a 

cabo la PCR cuantitativa en tiempo real (RQ-PCR) con ensayos comerciales TaqMan® 

Gene Expression Assays, como se ha descrito en el apartado anterior. 

 

4.2.3.4. Estudios de metilación de los promotores: TBET. GATA-3 y FOXP3. 

 

El ADN extraído de LT, cultivados durante 14 días en placas de 48 pocillos en 

ausencia y en presencia de 5-AZA 100nM y 1000nM y estimulados con anti-CD3 y 

anti-CD28, fue modificado con bisulfito sódico. Éste método50 permite el análisis de la 

metilación del ADN gracias a la reacción química selectiva en la que el bisulfito sódico 
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produce una desaminación hidrolítica que convierte a las citosinas no metiladas en 

uracilo, mientras las citosinas metiladas permanecen como tales. Para ello, el ADN fue 

desnaturalizado con NaOH y posteriormente incubado durante 16 horas con el 

antioxidante hidroquinona y bisulfito sódico. Tras este período se purificó el ADN con 

el kit comercial DNA clean up system y se precipitó con acetato amónico, glucógeno, 

etanol absoluto y etanol al 70%.  

 

 

Figura 11: Para el análisis de metilación del ADN, se inducen 3 reacciones químicas: 

sulfonación-desaminación hidrolítica y desulfonación alcalina para la conversión de las cisinas no 

metiladas en uracilo. 

 

La secuenciación de bisulfito se realizó para cuantificar las CpGs metiladas. El 

fragmento de interés fue amplificado por PCR empleando cebadores que flanquean la 

isla CpG, pero que carecen de éste dinucleótido en su secuencia de hibridación.  

 

El diseño de primers se realizó mediante el programa Methyl Primer Express 

v1.0. El producto de PCR se separó en un gel de agarosa al 2% (p/v) en TBE, y 

posteriormente se extrajeron las bandas de ADN de interés con el kit Illustra GFX PCR 

DNA and Gel Band Purification. El fragmento amplificado fue ligado por acción de la 

ligasa T4 en el vector “pGEM-T Easy vector” y el producto de la ligación fue clonado 

mediante choque térmico en bacterias competentes. Con el sistema de selección del 
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operón lacZ, fue posible discriminar entre colonias que habían incorporado el vector 

vacío (azules) y aquellas que incorporaron el vector junto con el fragmento de interés 

(blancas). Se seleccionaron 12 colonias blancas y se incubaron en medio LB low SALT 

con ampicilina. Se extrajo el ADN de las bacterias usando el kit Plasmid DNA 

Purification. NucleoSpin Multi-96 Plus Plasmid y se amplificó el fragmento mediante 

PCR y cebadores para T7. Finalmente se realizó una purificación con el Big Dye 

Xterminator Purification Kit y se obtuvieron las secuencias en el secuenciador 3130xl 

Genetic Analyzer que posteriormente fueron analizadas con el programa BioEdit 7.0.9. 

 

Los estudios de metilación se han realizado en colaboración con el laboratorio 

del Dr. Ballestar del Instituto de Investigación Biomédica de Bellvitge (IDIBELL) en 

Barcelona. 

 

4.2.4. Modulación de la expresión de PRAME con 5-azacitidina. 

 

4.2.4.1. Estudio de expresión de PRAME en blastos. 

 

Los aspirados de la médula ósea se realizaron en pacientes de LMA,  en todos 

los casos bajo anestesia local. Se utilizaron tubos estériles a los que se añadió heparina 

libre de aditivos reconstituida con agua destilada estéril. Todos los pacientes de LMA 

fueron debidamente informados y el procedimiento se realizó de acuerdo a las normas 

establecidas por el Comité Ético del Hospital Universitario de Salamanca.  

La muestra de médula ósea se diluyó 1:2 con suero fisiológico y se separó la fracción 

mononucleada mediante centrifugación por gradiente de densidad con Ficoll. Las 

células se centrifugaron a 1600rpm durante 30min. Transcurrido este tiempo se obtuvo 
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una interfase de células mononucleadas que se separó mediante el uso de pipetas pasteur 

estériles y que posteriormente se lavó 2 veces con la solución HANKS. Una vez 

separada la capa mononucleada y llevado a cabo el recuento celular, los blastos 

tumorales se marcaron según su fenotipo, estudio previamente realizado por la Unidad 

de Inmunopatología del Servicio de Hematología del Hospital Universitario de 

Salamanca. En un citómetro de flujo FACSAria, se separó la población de células 

tumorales: CD45+/Anexina-/7AAD-/CD33+ ó CD45+/Anexina-/7AAD-/CD34+, según el 

fenotipo de los blastos del paciente.  

Una vez realizada la separación de la población de interés, resuspendimos las células en 

medio de cultivo y las sembramos a una concentración de 1x106 células/mL. Se 

cultivaron las céulas en presencia o ausencia de 5AZA 100nM y 1000nM durante 4 

días.  

Al cabo de 4 días de cultivo se recogieron las células para extraer su ARN y 

ADN con el Micro Kit AllPrep DNA/RNA. El ARN lo retrotranscribimos a ADNc para 

posteriormente hacer los estudios de expresión de PRAME por RQ-PCR con ensayos 

comerciales TaqMan® Gene Expression Assays.  

Las condiciones del termociclador Step One Plus Real-Time PCR System fueron: 

 

50ºC-2min, 50ciclos x (95ºC-15seg; 60ºC-1min). 

 

El ciclo en el cual la reacción superaba un umbral determiando (Ct) sirvió para 

cuantificar la expresión del gen PRAME en estudio respecto a un gen control ABL1, por 

medio de la fómula 2-ΔΔCt48 donde: 

ΔCt=CtPRAME-CtABL1 

ΔΔCt= ΔCtBlastos en cultivo-ΔCtBlastos control 0horas0nM 
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Para que un resultado fuera válido, el ciclo umbral (Ct) del gen ABL debía estar entre 

21.5 y 29.5 y tener al menos 2000 copias49. 

 

4.2.4.2. Estudio de expresión de PRAME en CD34+ de donantes sanos. 

 

Se realizó a partir de aféresis de progenitores hematopoyéticos movilizados a 

sangre periférica de donantes sanos. La movilización de las células progenitoras desde 

médula ósea a sangre periférica se llevó a cabo tras la administración a los donantes de 

G-CSF, a dosis estándar de 5µg/Kg/12h durante al menos cuatro días. El proceso de 

aféresis comenzó en el día +5 y se realizó en el sistema de aféresis Cobe SpectraTM. El 

concentrado celular se lavó 2 veces con HANKS, se filtró para deshacer posibles 

grumos y se llevó a cabo el recuento celular en cámara de Neubauer. Una vez calculado 

el número de células se procedió a la selección positiva inmunomagnética en el 

AutoMacsPRO utilizando el kit de aislamiento de células progenitoras CD34+. A 

continuación se contaron las células CD34+ obtenidas y se sembraron en placas de 48 

pocillos 5x105células/500µL en presencia o ausencia de 5-AZA a una concentración de 

1000nM. Al cabo de 4 días de cultivo se recogieron las células para extraer su ARN y 

ADN con el Micro Kit AllPrep DNA/RNA. El ARN lo retrotranscribimos a ADNc para 

posteriormente hacer los estudios de expresión de PRAME por RQ-PCR con ensayos 

comerciales TaqMan® Gene Expression Assays, como se describe en el apartado 

anterior. 

 

 

 



 Material y Métodos 

59 

4.2.4.3. Estudio de metilación de PRAME en blastos y en CD34+. 

 

Los blastos de pacientes de LMA y las células CD34+ procedentes de aféresis de 

donantes sanos fueron tratadas durante 4 días de cultivo con 5-AZA 1µM. 

Posteriormente se extrajo su ADN y se realizaron los estudios de metilación como se  

describe en el apartado 4.2.3.4. 

 

 

4.2.5. Análisis estadístico. 

 

Se calcularon la media/mediana siempre para cada variable. Para evaluar el 

efecto del fármaco sobre las distintas variables analizadas se empleó el test ANOVA o 

la T de student para datos pareados.  

 

La supervivencia de los ratones fue calculada desde el día del trasplante hasta la 

muerte por cualquier causa usando la estimación de Kaplan-Meier.  

 

Para la comparación entre las curvas de evolución del peso de los ratones 

postrasplante se empleó el test de modelo general de medidas repetidas. 

 

Para la mayoría de los análisis estadísticos se usó el programa SPSS software 

program (SPSS 10.0 Inc. Chicago IL. USA). Las diferencias se consideraron 

estadísticamente significativas cuando el valor de p<0.05. 
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5.1. Estudio del efecto de la 5-AZA sobre los LT y su posible 

uso en el trasplante hematopoyético. 

 

5.1.1. Efecto de la 5-AZA sobre la activación de los LT. 

 

En primer lugar se estudió la activación linfocitaria a partir de  buffy coat. Para 

ello se obtuvieron las células mediante separación por gradiente de densidad con ficoll y 

se mantuvieron en cultivo durante 2 y 4 días en placas de 48 y 96 pocillos. 

 

En la figura 12 puede observarse cómo la estimulación con anti-CD3 y anti-

CD28 aumenta el tamaño y la granularidad de los LT (B,D) así como la expresión de 

INF-γ, CD25 y CD40L (panel F, H, J). 

    Células control  Células antiCD3-antiCD28  
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Figura 12: Estudo por citometría de  LT en ausencia de estímulos (columna izquierda) o estimulados con 

anti-CD3 y anti-CD28 tras dos días de cultivo (columna derecha). n=11 

Como se aprecia en la figura 13, la presencia de 5-AZA 1000nM en el cultivo, 

disminuyó la activación y proliferación linfocitaria, como se constata por el menor 

tamaño y complejidad de los linfocitos estimulados (figuras 13A y D), la menor 

expresión de CD25 y de IFN-γ (figuras 13B y E) y la menor expresión de CD40L 

(figuras 13C y F) en presencia del fármaco. 

 

Figura 13: Activación de los linfocitos T cultivados durante 2días y estimulados con anti-CD3 y anti-

CD28 en presencia o no de 5-AZA 1000nM.  

G H

I J 
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Las figuras 14 y 15 muestran un evidente efecto dosis-respuesta para los 

diferentes marcadores de activación analizados. 

10000,001000,00100,0010,001,000,00

%
L

in
fo

ci
to

sT
 C

D
25

+
IF

N
-Y

+

30,00

25,00

20,00

15,00

10,00

5,00

0,00

p=0.005

p=0.009

5-AZA (nM)10000,001000,00100,0010,001,000,00

%
L

in
fo

ci
to

sT
 C

D
25

+
IF

N
-Y

+

30,00

25,00

20,00

15,00

10,00

5,00

0,00

p=0.005

p=0.009

5-AZA (nM)  

Figura 14: Representación estadística del porcentaje de LT CD25+IFN-γ+ tras 2  días de cultivo con 

anti-CD3 y anti-CD28 en presencia de 5-AZA a distintas concentraciones (0, 1, 10, 100, 1000 y 10000 

nM). n=11 

 

Figura 15: Representación estadística del porcentaje de LT CD40L+ tras 2 días de cultivo estimulados 

con anti-CD3 y anti-CD28 en presencia de 5-AZA a distintas concentraciones (0, 1, 10, 100, 1000 y 

10000 nM). n=11 



Resultados 
 

64 

Como se puede observar, la presencia de 5-AZA 1000nM en el cultivo disminuyó de 

manera significativa el porcentaje de linfocitos CD25+IFN-γ+ (figura 14), así como la 

expresión de CD40L (figura 15). 

 

5.1.2. Efecto de la 5-AZA sobre la producción de 

citocinas. 

 

Posteriormente, analizamos el efecto de la 5-AZA sobre la secreción de citocinas 

por linfocitos T. Para ello, estimulamos la células con anti-CD3 y anti-CD28 en 

presencia o ausencia de 5-AZA 1000nM y a los 4 días se estudiaron los niveles de 

citocinas en el sobrenadante del cultivo mediante CBA. 

 

Figura 16: Representación de la producción de citocinas solubles en cultivo de Linfocitos T estimulados 

con anti-CD3 y anti-CD28 durante 4 días de cultivo en ausencia y presencia de 5-AZA 1000nM en el 

medio de cultivo. 
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Como se puede apreciar en la figura 16, en los cultivos con 5-AZA hubo un 

descenso significativo de IFN-γ y TNF-α; también disminuyó la producción de IL-6 e 

IL-10, mientras que la producción de IL2 e IL-4 se mantiene prácticamente sin 

variación. 

 

5.1.3. Efecto de la 5-AZA sobre la viabilidad de los LT.  

 

Con el fin de comprobar si la inhibición de la activación linfocitaria inducida por 

la 5-AZA se debía a un efecto sobre la viabilidad linfocitaria, se analizó la misma en 

linfocitos T en las diferentes condiciones de cultivo. 

 

En los cultivos estimulados con anti-CD3 y anti-CD28 y tratados con 5-AZA se 

mantiene la viabilidad celular, hasta concentraciones de 1000nM. Por encima de esa 

concentración, se aprecia un descenso significativo de la viabilidad (Figura 17).  
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Figura 17: Representación estadística del porcentaje de LT viables (Anexina-/7-AAD-) estimulados con 

anti- CD3 y anti-CD28 durante 2 días de cultivo en presencia de 5-AZA a distintas concentraciones (0, 1, 

10, 100, 1000 y 10000 nM). n=11 
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Es interesante destacar que la presencia de 5-AZA 1000nM en el cultivo 

disminuyó apreciablemente el porcentaje de linfocitos T activados sin afectar 

significativamente la viabilidad celular. 

 

 

Figura 18: Estudio por citometría de flujo de la viabilidad de los linfocitos T estimulados durante 2 días 

con anti-CD3 y anti-CD28 en ausencia (A) o presencia (B) de 5-AZA 1000nM.  

 

5.1.4. Efecto de la 5-AZA sobre la proliferación y el ciclo 

celular de los LT.  

 

Analizamos también el efecto de la 5-AZA sobre la proliferación de los LT. Para 

ello, marcamos las células con PKH (colorante verde fluorescente que se incorpora a la 

membrana celular) y las cultivamos durante 4 días en ausencia de estímulo (A), 

estimuladas con PHA (B) y estimuladas con anti-CD3 y anti-CD28(C) en ausencia y 

presencia de 5-AZA 100nM y 1000nM. 

Al cabo de 4 días se analizaron los cultivos por citometría de flujo, analizando la 

expresión de CD3, CD25, captación de 7AAD y la intensidad de fluorescencia de PKH 

que es inversamente proporcional a la proliferación celular. Cada pico corresponde a 

una división celular.  
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Figura 19: Proliferación de linfocitos T no estimulados (A), estimulados con PHA (B) y estimulados con 

anti-CD3 y anti-CD28 (C) durante 4 días en ausencia o en presencia de 5-AZA 100Nm  y 1000nM. 

 

Como se observa en la figura 19, la adición de 5-AZA al cultivo disminuyó la 

proliferación de las células estimuladas con PHA y con anti-CD3 y anti-CD28. 

 

Figura 20: Representación estadística mediante box- plot del porcentaje de LT en reposo tras 

estimulación con anti- CD3 (5μg/mL) y anti-CD28 (2,5μg/mL) durante 2 días de cultivo en presencia de 

5-AZA a distintas concentraciones (0, 1, 10, 100, 1000 y 10000 nM.). n=11 
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El análisis estadístico de los 11 casos realizados se muestra en la figura 20, 

donde se aprecia un claro efecto dosis respuesta, aumentando el porcentaje de linfocitos 

en reposo a medida que se incrementa la dosis de 5-AZA.  

 

Finalmente, el análisis del ciclo celular mostró cómo en los cultivos de LT 

estimulados con anti-CD3 y anti-CD28 y tratados con 5-AZA 1000nM tras 4 días de 

cultivo se producía un descenso significativo en el porcentaje de células en fase S (37% 

versus 0,3%) y en fase G2M (3,3 versus 0%).  

 

Figura 21: Ciclo celular de los Linfocitos T estimulados con anti- CD3 y anti-CD28 durante 4 días en 

ausencia (A) o presencia de 5-AZA 1000nM (B). 

 

5.1.5. Efecto de la 5-AZA sobre el perfil de expresión 

génica. 

 

Se realizaron estudios de expresión génica mediante microarrays en LT 

estimulados con anti-CD3 y anti-CD28 en presencia o no de 5-AZA 1000nM durante 2 

y 4 días de cultivo. En estos estudios tras el análisis no supervisado, se evidenció en el 
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agrupamiento jerárquico (Hierarchical clustering, Figura 22) que los LT cultivados en 

presencia del fármaco tenían 7149 genes desregulados tras 2  días (Figura 22-1a) y 4 

días de cultivo (Figura 22-1b). Posteriormente después del filtrado Full Discovery Rate 

(FDR) se evidenciaron 170 genes desregulados tras 2 (Figura 22-2a) y 4 días de cultivo 

(Figura 22-2b). 

 

a b

1 2

a b

 

Figura 22:  Desregulación de 7149 genes durante 2 días  (Fig 22-1a) y 4 días de cultivo (Fig 22-1b) y 

tras el FDR desregulación  de 170 genes al cabo de 2 días  (Fig 22-2a) y 4 días de cultivo (Fig 22-2b). 

En rojo están los genes que se sobreexpresan y en verde aquellos que se  infraexpresan tras el 

tratamiento con 5-azacitdina 1000nM. 

 

El análisis de conglomerados jerárquico (Hierarchical clustering, Fig22) lo 

realizamos como “Máximo Acoplamiento Completo” con distancia euclídea como 
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medida de similaridad y rango de entrada como función de ordenamiento con el 

programa TIBCO Spotfire DecisionSite v.9.1.3. A continuación realizamos un análisis 

de redes de interacción génica basado en APID51 (Fig 23), utilizando APID2NET52, y 

representando los resultados con Cytoscape v2.653 

 

Figura 23: Representación de los genes que están  desregulados en presencia de 5-AZA 1000nM durante 

2 y 4 días de cultivo. 
 

En la figura 23 vemos con un semicírculo azul los genes desregulados 

involucrados en la respuesta inmune y con un semicírculo amarillo los que están 

relacionados con el ciclo celular.  

La desregulación de genes relacionados con la respuesta inmune y con el ciclo 

celular justificaría los resultados obtenidos por citometría de flujo en los que hemos 

visto como la presencia de 5-AZA 1000nM disminuye: la activación y proliferación 

linfocitaria, la producción de citocinas inflamatorias como INF-γ ó TNF-α y bloqueo del 

ciclo celular. 
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5.1.6. Efecto de la 5-AZA sobre la expresión de genes que 

regulan el ciclo celular.  

 

Analizamos la expresión de genes que regulan el ciclo celular mediante RQ-PCR 

en linfocitos T  estimulados con anti-CD3y anti-CD28 cultivados durante 12, 36, 60 y 

108 horas en presencia y ausencia de 5-azacitidina 1µM.   
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Figura 24: Expresión de genes que regulan ciclo celular: p27 (A), p16 (B), p53 (C) y p73 (D) en LT en 

cultivo estimulados con anti-CD3 (5µg/mL) y anti-CD28(2, 5µg/ml) en presencia o ausencia de 5-AZA a 

una concentración de 1µM en el medio de cultivo durante 4 días. 
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En la figura 24 podemos ver como en presencia de 5-AZA se sobreexpresan de 

forma estadísticamente significativa p27 a las 12 horas, p16 y p53 a las 60 horas y p73 a 

las 60 y 108 horas. Estos genes están implicados en la parada y control del ciclo celular. 

 

5.1.7. Efecto de la 5-AZA sobre la expresión de genes que 

regulan la respuesta inmune. 

 

Analizamos la expresión de genes que regulan la respuesta inmune mediante 

RQ-PCR en linfocitos T  estimulados con anti-CD3y anti-CD28 cultivados durante 12, 

36, 60 y 108 horas en presencia y ausencia de 5-azacitidina 1µM.   
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Figura 25 : Expresión de genes relacionados con la respuesta inmune: IFN-γ (A), IL-10 (B), FOXO3a 

(C) y FOXP3 (D) en LT en cultivo estimulados con anti-CD3 y anti-CD28 en presencia o ausencia de 5-

AZA a una concentración de 1µM en el medio de cultivo durante 4,5 días. 
 

En la figura 25 podemos ver como en presencia de 5-AZA se infraexpresan de 

forma estadísticamente significativa los genes de las citocinas IFN-γ en cultivo e IL-10 

durante las 36 y 60 horas de cultivo. FOXO3a, gen involucrado en apoptosis y 

desregulación de genes necesarios para la muerte celular en células tumorales, se 

sobreexpresa de forma estadísticamente significativa a partir de las 36 horas en cultivo y 

FOXP3, relacionado con la respuesta inmune reguladora, a partir de las 108 horas de 

cultivo. 

 

5.1.8. Efecto de la 5-AZA en un modelo murino de EICH 

severo. 

 

A continuación analizamos el efecto de la 5-AZA sobre la supervivencia y 

desarrollo de EICH de ratones BALB/C trasplantados con MO y esplenocitos de ratones 

C57BL/6. 
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Figura 26: Supervivencia de los ratones desde el día 0 al día 60. 

 

 

  

 

 En primer lugar, comprobamos que la 5-AZA no ejerce un efecto citotóxico 

sobre la hematopoyesis del ratón trasplantado. A continuación, evaluamos su efecto 

sobre el desarrollo de la enfermedad injerto contra huésped. La 5-AZA administrada a 

60 y 86 horas tras la infusión de MO + esplenocitos aumentó de manera significativa la 

supervivencia de los ratones. Los ratones tratados con 5-AZA desarrollaron menos 

enfermedad injerto contra huésped y éste fue menos severo, como se comprueba en la 

figura 27 en la que se observa cómo los ratones trasplantados y tratados con 5-

azacitidina tienen una menor pérdida de peso (A), una postura menos encorvada (B) 

mejor integridad del pelo y la piel (C,D), y mayor actividad (E). 
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Figura 27: Pérdida de peso (A), postura (B), integridad del pelo y la  piel (C,D) y actividad (E) de los 

ratones. 
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5.1.9. Efecto de la 5-AZA sobre células T reguladoras en 

ratones BALB-C. 

 

Con el fin de comprobar si la 5-AZA favorecía la expansión de células T 

reguladoras en los ratones BALB/C trasplantados con médula ósea y esplenocitos de 

ratones C57BL/6 y tratados con 5-AZA, analizamos por citometría de flujo la expresión 

proteica de FOXP3 en sangre periférica y en bazo de los ratones BALB/C. Para este 

estudio se marcaron los linfocitos T con la siguiente combinación de anticuerpos 

monoclonales: CD4/CD25/CD45/FOXP3. 
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Figura 28: Efecto de la 5-azacitidina sobre el número de células T reguladoras en sangre periférica  y en 

bazo en ratones C57BL/6 (A) y en ratones BALB/C (B)  trasplantados con médula ósea y  esplenocitos de  

C57BL/6 y tratados con 5AZA a las 60 y 84 horas y los días 19, 21 y 23 postrasplante. 
 

En la figura 28 podemos ver como los ratones CD7BL/6 tienen un 7% de células 

T reguladoras en sangre periférica y un 15% en bazo mientras que los ratones BALB/C 

postrasplante y tratados con 5-AZA tienen un 13% en sangre periférica y un 32% en 

bazo de células T reguladoras. 
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5.1.10. Efecto de la 5-AZA sobre la expresión de los 

genes TBET, GATA-3, ROR-γ  y FOXP3.  

 

Analizamos a continuación la expresión de genes que dirigen la respuesta 

inmune hacia Th1 (TBET), Th2 (GATA3), Th17 (ROR-γ) ó Treg (FOXP3) mediante 

RQ-PCR en linfocitos T estimulados con anti-CD3 y anti-CD28 cultivados durante 11 

días  en presencia y en ausencia de 5-AZA 100nM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29: Expresión de genes que regulan la respuesta inmune hacia Th1(TBET), Th2 (GATA3), Th17 

(ROR-γ) ó Treg (FOXP3) en LT estimulados con anti-CD3 y anti-CD28 en preencia o ausencia de 5-AZA 

100nM durante 11 días de cultivo. 

 

En la figura 29 vemos cómo en presencia de 5-AZA la expresión de  TBET, 

GATA3 y ROR-γ no se modifica de manera significativa mientras que FOXP3, a partir 
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del día 11 está sobreexpresado de manera significativa. Este hallazgo está en 

consonancia con los resultados mencionados anteriormente. 

 

5.1.11. Efecto de la 5-AZA sobre la metilación del 

promotor de FOXP3. 

 Con el fin de estudiar a través de qué mecanismos se estaba produciendo este 

efecto sobre la expresión géncia, analizamos el estado de metilación a partir del ADN 

de los LT en cultivo durante 14 días estimulados con anti-CD3 y anti-CD28, en 

ausencia y presencia de 5-AZA 100nM.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30: Representación del porcentaje de metilación de los amplicones 3, 5, 9 y 10 del promotor de FOXP3 de LT estimulados 

con anti-CD3 y anti-CD28 en ausencia y presencia de 5-AZA 100nM los días 4, 7, 11 y 14 de cultivo. 
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En la figura 30 podemos ver como en presencia de 5-AZA 100nM el porcentaje 

de metilación va disminuyendo a lo largo del cultivo de un 83 a un 49,2%, de un 88,8 a 

un 57,7% y de un 44,7 a un 12% de  en los amplicones 3, 5 y 10 respectivamente, del 

promotor de FOXP3. Por el contrario, en los mismos amplicones en ausencia del 

fármaco el estatus de metilación prácticamente no cambia a lo largo de los 14 días de 

cultivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31: Representación del porcentaje de metilación del promotor de FOXP3 en ausencia y presencia 

de 5-AZA 100nM a lo largo de los 14 días de cultivo. 

 

En la figura 31 puede apreciarse como en los cultivos de LT estimulados con 

anti-CD3 y anti-CD28 durante 14 días,  la presencia de 5-AZA 100nM disminuyó la 

metilación del promotor de FOXP3, lo que justificaría la mayor expresión de FOXP3 

previamente descrita.  

Por el contraio, en relación con los genes TBET o GATA-3 el promotor se 

encuentra demetilado en situación basal, figuras 32 y 33, por lo que la 5-AZA no 

modifica el estado de metilación de estos promotoeres. Este hallazgo también está en 

consonancia con la ausencia de efecto del fármaco sobre la expresión de estos genes a lo 

largo del cultivo. 
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Figura 32: Representación del estatus de metilación del promotor de TBET de LT estimulados con anti-

CD3 y anti-CD28 en ausencia y presencia de 5-AZA 100nM tras 14 días de cultivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33: Representación del estatus de metilación del promotor de GATA3 de LT estimulados con anti-

CD3 y anti-CD28 en ausencia y presencia de 5-AZA 100nM tras 14 días de cultivo. 
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5.2. Estudio del efecto de 5-AZA sobre la expresión de AAT: 

PRAME. 

 

5.2.1. Expresión de PRAME en blastos versus CD34+ de 

donantes sanos.  

 

Se analizó la expresión de PRAME por RQ-PCR en blastos de pacientes de 

LMA, separados por citometría de flujo mediante el marcaje 

CD45/Anexina/7AAD/CD33 ó CD45/Anexina/7AAD/CD34 (según su fenotipo) y en 

células CD34+ aisladas de aféresis de donantes sanos mediante selección 

inmunomagnética. 
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Figura 34: Representación estadística mediante box-plot de la expresión de PRAME en células 

CD34+ de donantes sanos versus blastos tumorales de pacientes de LMA. 



Resultados 
 

82 

En la figura 34 podemos ver como PRAME se sobreexpresa de forma 

estadísticamente significativa en la población tumoral en pacientes de LMA en 

comparación con las células progenitoras hematopoyéticas CD34+ de donantes sanos.  

 

5.2.2. Efecto de la 5-AZA sobre la expresión y metilación 

de PRAME en blastos y en CD34+ de donantes sanos. 

 

Para evaluar el efecto de la 5-AZA sobre PRAME, se trataron las células CD34+ 

y los blastos durante 4 días con 5-AZA 1µM.  

 

En la figura 35 observamos una mayor demetilación en las islas CpG del 

promotor de PRAME en las células tratadas con 5-AZA (mediana 21,6%, rango 5-37,8) 

con respecto a las células control sin tratar (mediana 34%, rango 5,6-44,5) aunque estas 

diferencias no fueron estadísticamente significativas. 

Es interesante comprobar cómo en los pacientes con baja expresión de PRAME  su 

promotor basalmente está muy metilado y, precisamente en estos casos, el tratamiento 

con 5-AZA aumenta la demetilación del promotor (27,2 versus 37,5%, p=0,068) 

especialmente en la isla CpG 13 (*) lo que se correlacionó con un incremento en la 

expresión de PRAME.  Por el contrario, en las células CD34+ no se apreciaron 

diferencias entre la células tratadas y sin tratar con el fármaco (mediana 45 versus 

43,5%). 

En este sentido, entre los casos de LMA, todos aquellos que presentaban una 

expresión de PRAME inferior a la media incrementaban su expresión tras exposición al 

fármaco (salvo el caso 2 en el que este incremento no es significativo) mientras que en 
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aquellos que presentaban una expresión basal alta no se aprecia tendencia significativa 

lo que se puede atribuir a que basalmente el promotor ya está demetilado. 
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Figura 35: % de expresión y metilación del promotor de PRAME en blastos tumorales de 7 pacientes de 

LMA y en células CD34+ de 3 donantes sanos de médula ósea durante 4 días de cultivo en ausencia (A) y 

presencia de 5-AZA 1µM (B). 
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6. DISCUSIÓN 
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En este trabajo hemos analizado el efecto de la 5-azacitidina sobre los linfocitos 

T y algunos de los mecanismos que regulan la respuesta inmune, con el fin de evaluar 

su utilidad en el contexto del trasplante alogénico, tanto en la prevención/tratamiento de 

EICH como en la potenciación de EICL. Con respecto a la respuesta inmune, hemos 

comprobado que, in vitro, la 5-azacitidina disminuye la activación y proliferación de 

células T, bloquea el ciclo celular y aumenta la demetilación y expresión de FOXP3, lo 

que sugiere que podría ser un fármaco eficaz para inhibir la activación de las células T 

alorreactivas y favorecer la generación de una respuesta tolerogénica. En un modelo 

murino de trasplante de médula ósea, los ratones tratados con 5-AZA tienen una 

supervivencia mayor y desarrollan menor EICH. Por otra parte, hemos demostrado que 

la 5-AZA aumenta la expresión del antígeno asociado a tumor PRAME en blastos de 

pacientes con LMA, sin afectar a las células CD34+ de donantes sanos, lo que permitiría 

utilizar este antígeno como diana terapéutica para generar una respuesta inmune 

específica frente a células tumorales. 

El presente es el primer trabajo24 que evalúa el efecto de la 5-azacitidina sobre la 

activación de los linfocitos T. Estudios previos54,55 han descrito que la 5-AZA bloquea 

el ciclo celular en líneas tumorales a través de la activación de caspasas que finalmente 

inducen apoptosis56. En este trabajo, hemos podido comprobar que la 5-AZA, en 

lifocitos T,  controla el ciclo celular a dosis en las que no afecta la viabilidad 

linfocitaria. En cambio, la 5-AZA, por su acción como agente demetilante, modifica la 

expresión de genes que regulan el ciclo celular. Según Schmelz Karim et al57, la 5-AZA 

induce la expresión de p21, deteniendo el ciclo celular en fase G1, independientemente 

del estado de metilación de su promotor. Así mismo, estos autores comprueban que el 

fármaco restuara la expresión del gen supresor de tumores p73 en células tumorales de 

LMA en las que el promotor está hipermetilado. De este modo, se podría controlar el 
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ciclo celular de las células tumorales de pacientes con esta patología mediante el 

tratamiendo con 5-AZA57. Otros estudios llevados a cabo en células tumorales, han 

descrito la inducción del gen supresor de tumores p53 en respuesta al daño del ADN58 

causado por la 5-aza-2’-deoxicitidina (5-AZA-dC). También se ha descrito que el 

tratamiento con 5-AZA-dC induce la expresión de p21 a través de un mecanismo p53 

dependiente58. Estudios similares han descrito cómo p53 puede inducir la expresión de 

genes como p21Waf1/Cip1, GADD45 y Bax, que provocan la detención del ciclo celular. 

Sin embargo, la activación de p53 también puede ser regulada a través de otras 

modificaciones postranscripcionales, tales como fosforilación, acetilación y 

ubiquitinación, no solo por la demetilación del ADN59. 

 De acuerdo con estudios previos realizados sobre células tumorales, en este 

trabajo demostramos que la presencia de 5-AZA 1µM en cultivos in vitro induce la 

expresión de genes implicados en el control y parada del ciclo celular en linfocitos T, 

como son p16, p27, p53 y p73. p27 se sobreexpresa a partir de las 12 horas de cultivo, 

mientras que p16, p53 y p73 lo hacen posteriormente24.  

 Mientras que la 5-AZA24 controla la proliferación y el ciclo celular tras unas 

horas de cultivo debido a la sobreexpresión temprana de p16, p27, p53 y p73 la 

regulación de la respuesta inmune en linfocitos T tiene lugar a tiempos más largos. En 

este sentido, hemos comprobado que, en presencia del fármaco, disminuye la activación 

linfocitaria, medida como la expresión de CD25 y CD40L, y la producción de IFN-γ y 

TNF-α. Curiosamente, varios autores60 han demostrado que el promotor de IFN- γ se 

encuentra hipermetilado en linfocitos T. Sin embargo, en nuestra experiencia, tras el 

tratamiento con el agente demetilante 5-AZA, la expresión de IFN-γ no aumenta. Otros 

estudios,61 describen cómo el promotor de IFN-γ se regula fundamentalmente a través 

de acetilación y desacetilación de histonas, mientras que su expresión no se modifica de 
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manera significativa por agentes demetilantes del ADN. Los resultados obtenidos 

podrían explicarse por diversos mecanismos: así, el factor de trasncripción FOXP3 es 

una pieza clave en el desarrollo de linfocitos T reguladores mientras que la 

diferenciación hacia Th1, Th2 ó Th17 se produce merced a la sobreexpresión de los 

otros factores de transcripción. TBET, GATA-3 y ROR-γ. Como hemos comprobado en 

los estudios de expresión mediante RQ-PCR FOXP3 está sobreexpresado vemos en las 

muestras tratadas con 5-AZA, mientras que no se aprecian cambios en la expresión de 

GATA-3, TBET y ROR-γ. Estos hallazgos se explican mediante los estudios de 

metilación, que confirman que el promotor de FOXP3 está metilado basalmente y se 

hipometila en presencia del fármaco, mientras que TBET y ROR-γ en situación basal ya 

están demetilados por lo que la 5-AZA no actúa sobre ellos. Estos resultados estarían en 

consonancia con estudios previos62-64 que afirman que modificaciones epigenéticas a 

nivel de histonas controlan la plasticidad celular de los linfocitos T CD4 naive hacia 

Th1, Th2 o Th17 y que además está asociado con la producción de diferentes citoquinas 

y factores de transcripción. En concreto, la sobre-expresión de TBET y GATA-3 se 

relaciona con un aumento en la acetilación de la histona3 mientras que la diferenciación 

hacia Th17 (ROR-γ) únicamente se sabe que está regulada por la acetilación de histonas 

y la presencia de algunos factores de transcripción e interleuquinas como TGF-β, IL-6, 

IL-21 e IL-2362.  

 Por otra parte, los inhibidores de HDAC aumentan el número y función 

supresora de las células T reguladoras a través de la acetilación de histonas que 

conducirían al aumento de la expresión de FOXP317,65. Como queda reflejado en el 

presente estudio, éste no sería el único mecanismo epigenético que controlase la 

expresión de FOXP3, ya que hemos demostrado24 cómo un agente demetilante del 

ADN, 5-AZA, demetila el promotor de FOXP3 y aumenta la expresión de esta proteína. 
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De acuerdo con nuestros resultados, Stefan Floess et al25 ha estudiado como la 

expresión de FOXP3 está sujeta a modificaciones epigenéticas que controlan la 

diferenciación de los linfocitos T naive hacia el linaje regulador. Esto tiene grandes 

implicaciones terapéuticas en el contexto del trasplante hematopoyético y en la 

regulación de la respuesta inmune.  

 En este sentido, hemos utilizado 5-AZA en un modelo murino de EICH severo 

en el que comprobamos que la 5-AZA disminuye la mortalidad por EICH, alargando 

así, la supervivencia. Confirmando nuestros resultados, Jaebok Choi et al66 han descrito 

recientemente que el uso de la 5-AZA postrasplante podría expandir células T 

reguladoras.  

En el trasplante alogénico, tan importante como prevenir la EICH es mantener la 

respuesta inmune frente a las células tumorales, es decir, mantener el EICL. Para ello, 

nos hemos centrado en el estudio de una posible diana específica del efecto citotóxico 

de los linfoctios frente al tumor, como es PRAME y hemos analizado cómo la 5-AZA 

puede afectar a la expresión de este AAT en células tumorales sin afectar a las células 

progenitoras hematopoyeticas CD34+.  Ikeda et al37 ha descrito PRAME cómo un 

antígeno asociado a tumor que se expresa preferentemente en melanoma aunque 

también en algunas hemopatías malignas. Otros autores39,40, han demostrado que genera 

una respuesta inmune específica LT CD8+ en pacientes de LMA, LMC y LLA por lo 

que PRAME podría ser una diana terapéutica muy interesante frente a las células 

tumorales y para el control de la enfermedad mínima residual67. Algunos trabajos, han 

demostrado que PRAME se sobreexpresa en células tumorales de pacientes con 

leucemia pero no en médula ósea ni en sangre periférica de donantes sanos38,68. Sin 

embargo, Steinbach et al69 se ha visto como las células CD34+ de médula ósea también 

expresan PRAME. Esto supondría un problema en la utilización de este antígeno como 
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diana terapéutica en terapia antitumoral, dado que el efecto citotóxico anti-PRAME 

podría también afectar a los progenitores hematopoyéticos normales. Según nuestros 

resultados, PRAME se sobreexpresa significativamente más en blastos de pacientes de 

LMA que en células CD34+ de donantes sanos, por lo que PRAME sí se podría utilizar 

como diana terapéutica para generar una respuesta inmune específica frente a las células 

tumorales.  

Varios estudios han evaluado el efecto de 5-AZA sobre la expresión de PRAME 

en LMA aunque han empleado fundamentalmente líneas celulares44,45. Ortmann et al70 y 

Schenk et al71 han estudiado la expresión de PRAME en líneas celulares de LMA y 

demuestran que tras el tratamiento con 5-AZA la expresión de este antígeno aumenta. 

En otro estudio43 se trataron líneas celulares de LMC y LLA con 5-AZA y todas ellas 

sobreexpresaron PRAME tras el tratamiento. Estos trabajos70,71, también analizan la 

expresión de PRAME y el estado de metilación de su promotor, en pacientes con LMA. 

Sus resultados muestran que el promotor de PRAME está más demetilado en los 

pacientes que sobreexpresan PRAME con respecto a los pacientes que tienen baja 

expresión de PRAME. Finalmente, Roman-Gomez et al43 ha demostrado que el 

promotor de PRAME estaba muy metilado en células de médula ósea y de sangre 

periférica de donantes sanos mientras que, en líneas celulares de LMC y en pacientes de 

LMC, PRAME estaba hipometilado.  

 

  En este trabajo hemos podido demostrar que la 5-AZA demetila el promotor de 

PRAME y aumenta su expresión en células tumorales de pacientes de LMA que 

inicialmente tienen baja expresión de PRAME porque su promotor está metilado. Sin 

embargo, aquellos pacientes cuyos blastos en el momento del diagnóstico, 

sobreexpresan PRAME tienen ya el promotor demetilado, y la 5-AZA no puede ejercer 
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su acción demetilante, por lo que en estos pacientes, no aumenta la expresión de 

PRAME tras el tratamiento con el fármaco. Además, hemos visto que la 5-AZA, no 

afecta a la expresión de PRAME en células CD34+ por lo que su uso postrasplante 

potenciaría la respuesta inmune específica CD8+ frente a células tumorales que 

sobreexpresen PRAME. 

 

En definitiva, en el presente estudio hemos evaluado el efecto de la 5-AZA a 

nivel de los linfocitos T en los que favorece la expresión de p27, p17, p53, p73, 

FOXO3a y FOXP3 y disminuye la expresión de IFNγ e IL-10, así como su posible 

utilidad postrasplante como profilaxis de EICH. Además, su efecto sobre la expresión 

de PRAME permitiría la sobreexpresión de este AAT de menera que sería posible la 

expansión posterior de linfocitos específicos anti-PRAME. De este modo disminuiría el 

riesgo de EICH y favorecería un EICL de manera específica.  
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1. En cuanto al efecto de la 5-azacitidina sobre el funcionamiento de los linfocitos T: 

 

1.1 La 5-AZA inhibe la proliferación linfocitaria, bloqueando el ciclo celular 

en fase G0G1 sin afectar la viabilidad linfocitaria a concentración ≤1000nM. 

 

1.2 La 5-AZA disminuye la producción de citocinas proinflamatorias: INF-γ, 

TNF-α e IL-6 y la expresión de marcadores de activación CD40L y CD25.  

 

2. En cuanto al mecanismo de acción de la 5-azacitidina se explica su efecto sobre 

los linfocitos T: 

 

2.1 Debido a su acción sobre genes que regulan el ciclo celular: p16, p27, 

p53 y p73 

 

2.2 Debido a su acción sobre genes que regulan la respuesta inmune: TBET, 

GATA-3, ROR-γ y FOXP3. 

 

3. En relación a la utilidad de la 5-azacitidina en el contexto del trasplante alogénico: 

 

3.1 El modelo murino desarrollado indica que el tratamiento con 5-AZA 

disminuye la severidad de la EICH incrementando la supervivencia en un modelo 

murino de disparidad HLA.  

 

3.2 Este efecto pordía deberse, al menos en parte, a la expansión de linfocitos 

T reguladores in vivo. 



Conclusiones 

93 

 

4. En cuanto a la expresión de PRAME: 

 

4.1 PRAME está sobreexpresado en blastos de pacientes con LMA en 

comparación con las células CD34+ de donantes sanos. Esta sobreexpresión se 

debe a que el promotor de PRAME está más metilado en las células CD34+ que 

en las células tumorales. 

 

4.2 La 5-azacitidina demetila el promotor de PRAME en blastos aumentando 

la expresión de este antígeno. Sin embargo, este fármaco no induce la 

sobreexpresión de PRAME en células sanas, por lo que se podría utilizar para 

generar una respuesta inmune específica frente a las células tumorales. 
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9.1. Immunomodulatory effect of 5-azacytidine (5-azaC): 

potencial role in the trasplantation setting. 
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9.2. Epigenetic regulation of PRAME in acute myeloid 

leukemia is different compared to CD34+ cells from healthy donors. 

effect of 5-aza treatment. 

Title: Epigenetic regulation of PRAME in acute myeloid leukemia is different 

compared to CD34+ cells from healthy donors. Effect of 5-AZA treatment. 

Authors: 

Gutierrez-Cosio S, Santamaría C, de la Rica L, Ballestar E, Blanco B, Sánchez-Abarca 

LI, Herrero-Sánchez C, Caballero-Velazquez T, San Miguel JF, Pérez-Simon JA.  

This work has been supported by a grant from the Junta de Castilla y León (ref GRS 

196/A/08) and from the Fondo de Investigación Sanitaria, Instituto de Salud Carlos III 

(PI080047) 

Institutions: 

Servicio de Hematología, Hospital Clínico Universitario de Salamanca y Centro de 

Investigación del Cáncer (CIC/CSIC), Centro en Red de Medicina Regenerativa y 

Terapia Celular de Castilla y León, Spain and Chromatin and Disease Group, Cancer 

Epigenetics and Biology Programme (PEBC), Bellvitge Biomedical Research Institute 

(IDIBELL).  

Correspondence to: 

Jose A Pérez-Simón, MD, PhD 

Servicio de Hematología, Hospital Universitario de Salamanca 

Paseo de San Vicente s/n, 37007, Salamanca Spain 

e.mail: pesimo@usal.es ; Phone: +34-923-291384 

 



Anexo 

118 

Running title: Epigenetic regulation of PRAME. 

 

Introduction: 

Preferentially expressed antigen of melanoma (PRAME) was first isolated as a 

human melanoma antigen by cDNA expression cloning using melanoma-reactive 

cytotoxic Tcells (CTL) (1;2). PRAME is a tumor associated antigen (TAA) of particular 

interest since it is widely expressed by lymphoid and myeloid malignancies (3;4) and 

solid tumors, including melanomas, sarcomas, head and neck cancers, small-cell lung 

carcinomas and renal cell cancers (1;2). In normal tisues, PRAME expression has been 

reported in testis and low levels are found in endometrium, ovaries and adrenals(1;2).  

Regarding myeloid leukemias, it has been reported that PRAME is 

overexpressed in acute myeloid leukemia (AML) compared with blood and bone 

marrow from healthy donors (4-8). These studies have associated high PRAME RNA 

levels with good prognosis in some AML subtypes, especially those with favorable 

cytogenetics, ie, t(8;21) (7) or t(15;17) (5) and normal karyotype (8). In addition, 

several authors have suggested that PRAME could be used as a target for anticancer T-

cell therapy (9;10). However, Steinbach et al. have shown that PRAME gene is also 

expressed, although at a lower intensity, in CD34+ stem cells from healthy donors, 

which might constitute a problem for its application as a target in tumor immunotherapy 

(11).  

Epigenetic events represent the main mechanism regulating the expression of 

PRAME including DNA methylation of several promoter regions (12;13). In fact, a 

correlation between hypomethylated CpG dinucleotides in TAA promoters (i.e. MAGE, 

GAGE or PRAME) and their overexpression has been found in neoplastic cell lines and 

tissues (13-15) however, no information on both selected cells from patients with AML 
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and CD34+ cells from healthy donors are available. Inhibitors of DNA methylation, 

such as 5-azacytidine, (16;17) can reverse this epigenetic event suggesting a potencial 

use in cancer therapy by inducing TAAs expression. 

In the current study, we have compared the expression and methylation pattern 

of PRAME in blast cells from AML patients versus selected CD34+ stem cells from 

healthy donors. We found that the promoter region is highly methylated in normal 

CD34+ cells compared to blasts and this pattern correlates with higher expression of 

PRAME in blasts. Further, after treating cells with 5-azaC we observed that the level of 

PRAME methylation was reduced in AML patients which correlated with an increase in 

the expression of PRAME. By contrast, in CD34+ normal cells the effect of 5-azaC on 

the methylation pattern of the promoter of PRAME was significantly lower.  

 
 
Patients and methods: 

 

Patients and healthy stem cell donors: 

 

Eight samples from healthy donors and eleven bone marrow samples from 

AML patients were obtained, after written consent of patients and donors.  

 

Cell cultures: 

 

CD34+ stem cells from healthy donors were isolated using the AutoMACS 

system (Miltenyi Biotec, bergisch Gladbach, Germany) according to the 

manufacturer’s instructions. The purity of the stem cells was >95% as determined on a 

FACSCalibur flow cytometer (Becton Dickinson Bioscience). 
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Mononuclear cells from AML bone marrow samples were obtained by Ficoll-

Hypaque density gradient. Mononuclear cells were stained with a four-color 

combination of monoclonal antibodies (MoAbs) conjugated with the following 

fluorochromes: fluorescein isothiocyanate (FITC), phycoerithrin (PE) and 

allophycocyanin (APC). Specific antibodies were purchased from Becton Dickinson 

Bioscience (BDB) Pharmingen (San Jose, CA). The following combinations were 

used: CD45FITC/AnexinaPE/7AAD/CD33APC or CD45FITC/AnexinaPE/7AAD 

/CD34APC, depending on blasts phenotype. After this procedure, leukemic cells were 

isolated with a flow cytometer, equipped with its accompanying software (FACSAria 

and FACSDiva, respectively, Becton Dickinson Biosciences). 

The purity of the isolated cell populations was evaluated after acquiring blasts 

corresponding to each FACS-sorted cell fraction (FACSAria flow cytometer) and it 

was higher than >95% in all cases.  

CD34+ stem cells  and blasts were washed and cultured for four days under 

standard conditions in RPMI 1640 L-glutamine (2 mM), penicillin (100 UI/mL) and 

streptomycin (10 mg/mL) plus 10% human AB serum (Sigma). 1 5-azacytidine 

(Sigma) was added at day 1 and then every 24 hours during the four days of culture 

(16).  

 

RNA extraction, retro-transcription and quantitative PCR  

 

Total RNA was isolated using the DNA/RNA Micro Kit (Qiagen, Valencia, 

CA) following the protocol for animal and human cells. One µg of RNA was 

retrotranscribed by using the High Capacity cDNA Reverse Transcription Kits 

(Applied Biosystems). The quantification of PRAME expression was performed using 
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the Step One Plus Real-Time PCR System and TaqMan® Gene Expression Assays 

(Applied Biosystems) according to the manufacturer's instructions. Relative 

quantification was calculated using the equation 2-ΔΔCt where ΔCt = Ctgen – CtABL1 

and ΔΔCt= ΔCt Sample – ΔCt Control at 0 hrs of incubation (18).  

 

Analysis of gene promoter methylation: Bisulfite sequencing 
 

The CpG island DNA methylation status was determined by sequencing bisulfite-

modified genomic DNA (Applied Biosystems 3730 DNA Analyzer). Bisulfite 

modification of genomic DNA was carried out as described by Herman et al(19). For 

each gene, primers were designed using the Methyl Primer Express v1.0 program 

(Applied Biosystems) of the CpG island present at PRAME promoter. (Primers F: 

ATTTTTTTAGAGGGTTTGGGAG R: TTCCCAAAACTTTCTAAAACCC ). 

 

Statistical analysis: 

 

 Statistical analyses were performed using the SPSS software program (SPSS 

15.0, Chicago IL). The Wilcoxon two-sample paired signed rank test was used to 

compare different gene expressions between 5-azaC treated or untreated samples at 

different time-points. P values less than 0.05 were considered significant.  

 

Results and discussion: 

 

PRAME expression and methylation status in AML blasts and CD34+ cells from healthy 

donors. 
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First, we compared PRAME mRNA expression of blast cells from 11 AML 

patients at diagnosis versus CD34+ stem cells from 8 healthy donors by RT-PCR. As 

shown in Figure1, PRAME is significantly overexpressed in blasts compared with 

normal CD34+ cells (700±1102 vs. 1.8±2.5 p=0.002). While few studies have been 

reported analyzing PRAME expression in cell lines, the information using primary AML 

cells is scanty. On the ther hand, Steinbach et al. (11) showed that PRAME is expressed 

by CD34+ stem cells, which might constitute a problem for the use of this antigen as a 

target in immunotherapy. By contrast, Greiner et al. (20) reported that CD34+ cells do 

not express PRAME. These inconsistent results could be explained since authors used 

different qualitative PCR protocols. In the current study we show that PRAME is 

overexpressed in leukemic cells as compared to CD34+ cells so that it could be used as a 

therapeutic target.  

Next, in order to test whether the methylation status of PRAME is correlated 

with PRAME mRNA expression, we analyzed PRAME promoter from blast cells and 

CD34+ cells from healthy donors. We observed an inverse correlation between PRAME 

mRNA levels and methylation status as shown in figure 2A. Using a 500-fold the mean 

of PRAME expression in healthy donors as cut-off, patients with low PRAME gene 

expression levels (patients 1-4) showed a trend towards a higher percentage of 

methylated CpG (median 37.5%, range 29-44.5) as compared to cases with high 

PRAME expression (patients 5-7, median of methylated CpG 6.0% , range 5.6-34.0, 

p=0.08). Of note, we found a statistically significant association between PRAME 

expression and the degree of methylation in the promoter of PRAME among both AML 

samples and healthy donors (r=-0.77 p=0.010; Spearman correlation; Figure 3).  

Interestingly, CpG 13 (marked with an asterisk in Figure 2A) showed a very 

good correlation between methylation status and PRAME gene expression levels. Thus, 
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we confirmed that there is a good correlation between PRAME methylation promoter, 

particulary CpG13, and PRAME expression. In this regard, Ortamann et al. (14) have 

previously reported a good correlation between PRAME intron1 hypomethylation status 

and PRAME overexpression in AML patients and Roman-Gomez et al. (13) have 

described an association between low methylation of PRAME exon2 and high gene 

expression. By contrast, there is only one study  in which methylation status has been 

evaluated in the PRAME promoter region in 4 childhood AML samples, peripheral 

blood samples from healthy donors and K-562, U-937 and HL-60 cell lines (15). In the 

latter study it was observed that PRAME promoter is methylated in peripheral blood 

from healthy donors, in AML patients and in the cell line U-937 in which PRAME 

expression is negative, whereas this region is demethylated in high PRAME expressers 

cell lines (K-562 and HL-60) (15). However, the methylation status of the promoter 

region was not evaluated neither in selected blasts from AML patients nor in CD34+ 

cells from healthy donors. In the present study we show that PRAME promoter is 

demethylated specifically in the same CpG site as reported by Schenk et al. (15) in 

leukemic cells from PRAME-positive patients. Aditionally, in leukemic cells from 

PRAME-negative patients and in CD34+ cells from healthy donors this region is 

methylated and PRAME expression is lower. This latter finding has not been previously 

reported and explains the lower expression of PRAME in normal cells compared to 

blasts and supports the use of PRAME as a therapeutic target in AML patients. 
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Treatment of blast cells from AML patients and selected CD34+ stem cells from 

healthy donors with 5-azaC. 

 

To evaluate the effect of a hypomethylating agent (such as 5-azaC) on PRAME 

gene expression, we treated blast cells and CD34+ cells with 5-azaC. We observed a 

trend towards a reduction in methylated CpGs in cells treated with 5-azaC (percentage 

of methylation, median 21.6%, range 5-37.8) (Figure 2B) compared to non-treated 

control (percentage of methylation, median 34%, range 5.6-44.5, p=0.09) (Figure 2A). 

Interestingly, those cases with a lower expression of PRAME, i.e. those, with a higher 

percentage of methylation in PRAME promoter, showed the higher differences in 

methylation pattern prior to and after treatment with 5-azaC (27.2% vs 37.5%, 

p=0.068). By contrast, in healthy donor cells, no differences were observed between 5-

azaC-treated and non-treated cells (median 45 vs. 43.5%, p=0.6). These results could 

suggest that the effect of 5-azaC could be leukemia-specific, which a higher effect on 

AML blasts in comparison to healthy cells. Thus, this study demonstrated for the first 

time that PRAME is overexpressed in primary leukemic cells but not in CD34+ normal 

cells after treatment with 5-azaC 1µM. Although further studies are needed to explain 

this selective effect, the induction of PRAME overexpression in leukemic cells without 

affecting CD34+ cells provides a potential selective target for immunotherapy.  

In conclussion we show that 5-azaC induces overexpression of PRAME in blast cells 

from AML patients with no effect on CD34+ cells from healthy donors, suggesting that 

PRAME could be used as a target in tumor immunotherapy. 

 

Figure Legends: 
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Figure 1: PRAME gene expression in CD34+ cells from healthy donors and in blast 

cells from AML patients. 

Figure 2a: PRAME promoter methylation status in AML patients and in healthy donors. 

Figure 2b: PRAME gene expression and methylation status in AML patients and 

healthy donors cells treated and non-treated with 1µM 5-azacytidine. 

Figure 3: Correlation between PRAME methylation status and PRAME expression in 

AML patients and in healthy donors. 
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