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Las células Friend como modelo para el estudio de la
reprogramacion de la diferenciacion en células
leucémicas

ABSTRACT

Friend erythroleukemia-derived (Friend or MEL) cell lines have been used as a model to investigate the molecular
events that occur during red cell differentiation as well as to study multiple aspects of leukemia progression. MEL
cell lines possess molecular characteristics similar to tumoral cells grown in the hematopoietic organs and express
large amounts of PU.1 and other oncogenic proteins related to the proliferative state. An extremely useful attribute
of this in vitro model relies in the capability of MEL cells to reenter the differentiation program upon the use of
chemical inducers such as hexamethylene-bisacetamide (HMBA). Although widely used for the analysis of cell
differentiation in basic research and in clinical trials as putative agents in differentiation therapy, the mode of action
of the inducers is still unknown. The constitutive up-regulation of PU.1 is thought to be the main cause for a
blockage in the differentiation process of the affected erythroblasts. However, recent studies demonstrate that the
model of PU.1-GATA-1 antagonism needs to be replaced by a complex network of specific and non-specific
transcription factors operating in a delicate balance to activate or repress the erythroid differentiation program.
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RESUMEN

Las lineas celulares derivadas de células eritroleucémicas Friend (células Friend o células MEL) se han venido
utilizando como un modelo in vitro para investigar los eventos moleculares que tienen lugar durante la
diferenciacién de los eritrocitos, asi como para el estudio de distintos aspectos en el desarrollo de leucemias. Las
lineas celulares MEL poseen caracteristicas moleculares similares a las de las células tumorales que crecen en los
distintos drganos hematopoyéticos y expresan niveles altos de PU.1 y otras proteinas oncogénicas relacionadas
con estadios proliferativos. Un atributo extremadamente Util de este modelo in vitro se basa en la capacidad de las
células MEL para retomar el programa de diferenciacion mediante la utilizacién de inductores quimicos tales como
el hexametileno-bisacetamida (HMBA). A pesar del amplio uso en el analisis de la diferenciacion celular en
investigacion bdsica o en ensayos clinicos como posibles agentes en terapias de diferenciacién, el modo de accién
de los diferentes inductores quimicos es atn desconocido. Se ha sugerido que la activacién constitutiva de PU.1 es
la causa principal del bloqueo de la diferenciacion en los eritroblastos afectados. Sin embargo, estudios recientes
demuestran que el modelo del antagonismo PU.1-GATA-1 necesita ser reemplazado por una compleja red de
factores de transcripcion especificos y no especificos que funcionan en un delicado equilibrio para activar o reprimir
el programa de diferenciacién eritroide.
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INTRODUCCION

La diferenciacion de las células troncales pluri-
potentes hematopoyéticas (HSCs, de hematopoietic
stem cells) hacia los distintos linajes hematopoyéticos
requiere una serie de determinaciones generalmente
reguladas por factores de transcripcion en respuesta a
estimulos externos. La regulacion de la expresion géni-
cay las interacciones proteina-proteina, junto a las mo-
dificaciones que se producen a nivel de la cromatina
garantizan la fidelidad de este proceso. En este contex-
to, el factor de transcripcion GATA-1 es indispensable
para el desarrollo eritroide y megacariocitico mientras
que el factor de transcripcion PU.1 es necesario para el
desarrollo mieloide y linfoide [1-3]. PU.1 y GATA-1 acti-
van sus propios promotores y zonas reguladoras como
parte de un mecanismo autorregulador que establece la
determinacion de linaje; la mutua inhibicion entre PU.1
y GATA-1 a través de una interaccion directa asegura
ademas que las células continlien su maduracidn por la
ruta determinada [4-6]. Cuando cualquiera de estos
mecanismos se altera puede dar paso a un proceso tu-
moral en donde se distinguen dos caracteristicas fun-
damentales: el bloqueo de la diferenciacion y la prolife-
racion celular descontrolada.

Las eritroleucemias inducidas en animales por
la accion de retrovirus proporcionan un valioso modelo
para estudiar los mecanismos moleculares responsa-
bles de la diferenciacion eritropoyética y los procesos
hematopoyéticos malignos. En numerosas ocasiones
los retrovirus se integran eficientemente en el genoma
de las células y activan proto-oncogenes adyacentes al
lugar de integracién [7,8]. En el afio 1966, Charlotte
Friend y colaboradores establecieron cultivos celulares
derivados de tumores subcutaneos del bazo de ratones
infectados con un complejo virico denominado comple-
jo Friend [9]. Cuando se cultivaron las células tumora-
les en un medio semisolido se observo al cabo de un
tiempo la presencia de colonias formadas por eritro-
blastos en diferenciacion, lo que sugeria la potenciali-
dad inherente de las células MEL (de murine erythro-
leukemia) hacia la diferenciacion ertitroblastica. Poste-
riormente, estos datos fueron confirmados por varios la-
boratorios [10-11]. En el afio 1971, intentando transfec-
tar células MEL, Friend observd que el dimetilsulféxido
(DMSO) era capaz de inducir la reactivacion del progra-
ma de diferenciacion eritroide [12]. Este hallazgo fue
crucial y supuso el reconocimiento del sistema de dife-
renciacion in vitro de las células MEL, conocidas tam-
bién como células Friend en honor a su descubridora,
como modelo de estudio de la diferenciacion. A partir
de ese momento un gran nimero de compuestos pola-
res han sido utilizados para inducir la diferenciacion de
las células MEL, entre los que destacan el HMBA vy el
DMSO. Algunos de estos agentes como el &cido reti-
noico, el HVBA y los &cidos hidroxamicos han sido utili-
zados en pacientes que padecian determinados tipos

de leucemias [13,14]. Aunque han transcurrido mas de
cuarenta afios desde el descubrimiento del sistema de
diferenciacion inducida de las células Friend, se desco-
noce aun el mecanismo utilizado por los distintos agen-
tes inductores para reactivar el programa de diferencia-
cion.

EL COMPLEJO FRIEND

Las lineas celulares derivadas de células eri-
troleucémicas Friend (células Friend o células MEL) es-
tan transformadas por el SFFV (Spleen Focus Forming
Virus), un virus deficiente en replicacion, responsable
de la transformacion de los progenitores eritroides [15]
y por el F-MuLV (Friend Murine Leukemia Virus), que
contiene los componentes necesarios para la replica-
cién del SFFV [16]. A diferencia de otros retrovirus on-
cogénicos, el SFFV no expresa una forma mutante y
constitutivamente activa de un gen del huésped. En su
lugar, codifica para una glicoproteina, la gp55, que es
capaz de reconocer y unirse al receptor de eritropoyeti-
na (Epo-R).

El proceso de transformacion de los progenito-
res eritroides infectados con el complejo Friend puede
dividirse en dos fases [17]. La etapa inicial, conocida
como fase pre-leucémica, se produce en las primeras
horas después de la infeccion y se caracteriza por la
activacién constitutiva del receptor de eritropoyetina
(Epo-R) debido a la unién de la glicoproteina gp55 del
SFFV (Figura 1) [18,19]. Como consecuencia de la acti-
vacion del receptor de eritropoyetina (Epo-R) se produ-
ce una expansion policlonal de progenitores eritroides,
principalmente de los compartimentos BFU-E y CFU-E,
lo que resulta en una esplenomegalia e hiperplasia ma-
siva [20,21].

La segunda etapa, conocida como fase leucé-
mica, es un proceso lento, ocurre al cabo de 6-12 se-
manas después de la infeccion y se caracteriza por la
aparicion de algunos clones de células malignas que, a
diferencia de los progenitores de la primera fase, han
perdido la capacidad de diferenciarse en respuesta a
Epo [22]. Se ha demostrado que en el 95% de las eri-
troleucemias inducidas por el complejo virico Friend el
SFFV se integra en el locus del gen Sfpi-1/PU.1 (SFFV
Proviral Integration site-1/ Purine Rich) que codifica
para la proteina PU.1, un factor de transcripcién espe-
cifico del sistema hematopoyético perteneciente a la fa-
milia Ets. El provirus se integra generalmente en direc-
cién contraria a la orientacién transcripcional del gen,
dentro de una region de alrededor de 10 kb que se lo-
caliza corriente arriba del primer exon del gen (Figura
2), y provoca la activacion constitutiva del gen Sfpi-
1/PU.1 a través del LTR del SFFV [23-26].

En la mayoria de los clones leucémicos se
produce ademds una inactivacién de p53, ya sea debi-
do a un silenciamiento del gen que codifica para el su-



presor tumoral 0 a la expresion de una proteina mutada
[27,28]. Las lineas celulares eritroleucémicas presentan
caracteristicas propias del estadio de proeritoblasto y
pueden proliferar indefinidamente in vitro. Sin embargo,
bajo la accién de agentes inductores de la diferencia-
cién, las células MEL son capaces de diferenciarse
hasta un estadio equivalente al de normoblasto ortocro-
matofilico en ausencia de Epo [29].

ETAPAS DE LA DIFERENCIACION
INDUCIDA DE LAS CELULAS MEL

Cuando se trata un cultivo de células MEL con
un agente inductor se producen una serie de cambios
complejos que conducen a las células de manera irre-
versible a la diferenciacion hacia el linaje eritroide (Fi-
gura 3). Inicialmente, las células tratadas con HMBA
atraviesan un periodo de latencia (12-24 horas) deno-
minado pre-determinacion, caracterizado por una repre-
sién general de la expresion génica en donde, eliminan-
do el agente inductor, las células vuelven al estado ini-
cial. A partir de ese momento, comienza la etapa de de-
terminacion en donde las células adquieren la capaci-
dad irreversible de cesar la division celular y expresar
las caracteristicas del estado diferenciado, adn en au-
sencia del agente inductor. A partir de las 72 horas de
tratamiento se observa un porcentaje importante de cé-
lulas que expresan marcadores eritropoyéticos y a las
96 horas mas del 90% de las células estéan ya diferen-
ciadas (Figura 4) [30].

La induccidn de la diferenciacion de las células
MEL va acompafiada de numerosos cambios que tam-
bién son caracteristicos de la diferenciacion de células
eritroides en su entorno natural. Entre ellos se destacan
la induccion de la expresion de marcadores eritroides
como las a y B globinas, los grupos heme, la anhidrina
carbdnica, los receptores de la espectrina y de la trans-
ferina, entre otros. Se producen también cambios mor-
foldgicos caracteristicos de la diferenciacion eritroide: la
relacion de volumen entre citoplasma y nucleo decrece,
la cromatina se condensa y el tamafio celular disminu-
ye. Aunque en condiciones normales de cultivo las cé-
lulas no llegan a perder el ndcleo, se ha demostrado
que en presencia de fibronectina las células pueden eli-
minar el nucleo alcanzando la etapa de reticulocitos
[31]. La diferenciacion culmina con el cese de la divi-
sién celular y la pérdida de la tumorigenicidad [32,33].

INDUCCION DE LA
DIFERENCIACION: RESPUESTA
AL HMBA

Aunque han transcurrido casi cuarenta afios

desde el descubrimiento del sistema de diferenciacion
inducida de las células Friend, se desconoce aun el

mecanismo utilizado por los distintos agentes inducto-
res para reactivar el programa de diferenciacion. Una
de las hipétesis mas aceptadas es que los inductores
activan diversas rutas de sefializacion de forma similar
a como ocurre en la eritropoyesis. Se sabe que en la
hematopoyesis normal los distintos factores de creci-
miento interactdan con los receptores de membranas
de las células precursoras activando rutas de sefializa-
cién que provocan una activacion/represion selectiva
de genes que controlan a su vez los procesos de proli-
feracion, diferenciacion y apoptosis celular [34].

La diferenciacion de las células MEL en res-
puesta al tratamiento con HMBA se desarrolla en varias
fases. En etapas tempranas, previas a la determinacion
celular, el inductor provoca una serie de cambios meta-
hélicos entre los que se incluyen una alteracién en la
permeabilidad de la membrana plasmatica debida a
cambios en el flujo de Ca2+, Na+ y K+ [35,36], un au-
mento transitorio en la concentracién celular de AMP
ciclico, una rdpida translocacién de PKC o y ¢ del cito-
sol a la membrana y la aparicion de una forma de PKC
independiente de los niveles de Ca2+ y fosfolipidos
[37,38]. Dado que no se han indentificado receptores
celulares para el HMBA u otros compuestos polares, se
ha postulado que los cambios en el potencial de la
membrana plasmatica serian la via para activar directa
0 indirectamente una o mas rutas de sefializacion [39].
Dentro de las vias de sefializacion especificas se ha
observado que el HMBA, al igual que Epo, activa la fos-
forilacion de JAK2 y STAT5 en células Friend. La acti-
vacion de la fosforilacion se inicia a partir de las 12 ho-
ras de tratamiento con el inductor, alcanzando un pico
a las 24 horas, que se mantiene hasta las 96 horas. De
manera consistente, se comprobd que la estimulacion
con HMBA resulta en un incremento de la union de
STAT5 al DNA [40]. Otros agentes inductores de la di-
ferenciacion, como el DMSO y el butirato de sodio, tam-
bién activan la ruta JAK2/STAT5. Se ha demostrado
que la sobreexpresion de un dominante negativo de
STATS5 en la linea celular T3CI-2, transformada con el
complejo Friend, inhibe la capacidad del HMBA para in-
ducir diferenciacion [41]. Este dato podria estar en con-
juncidn con un trabajo de Nishigaki y colaboradores en
donde se demuestra que el bloqueo de otro miembro
de la familia STAT, STAT1, juega un papel clave en el
proceso de transformacion de las células MEL [42].

Finalmente, las vias de sefializacién activadas
por el HMBA se transmiten al nlicleo donde se traducen
en cambios selectivos de la expresion génica. Existen
evidencias de que otros eventos mediados por el induc-
tor, como las roturas de simple cadena o los cambios
en la configuracion de la estructura de la cromatina,
también podrian estar involucrados en la induccion de
la diferenciacion de las células MEL [43-45].



DESBLOQUEODE LA
DIFERENCIACION EN CELULAS
MEL: CAMBIOS A NIVEL
MOLECULAR

Durante el desarrollo normal de las células he-
matopoyéticas existe una correlacién inversa entre la
proliferacidn y la diferenciacion celular. El hecho de que
en la mayoria de las células tumorales se observe una
pérdida de los controles de la proliferacién junto con la
aparicion de caracteristicas propias de células inmadu-
ras refuerza la existencia de una relacion inversa entre
ambos procesos. Después del tratamiento con un
agente inductor de la diferenciacion como el HMBA, las
células MEL se dividen un maximo de 4-5 veces mas,
dejan de proliferar y se acumulan en la fase G1/GO del
ciclo celular [46]. Estudios previos han puesto de mani-
fiesto que la diferenciacion de las células MEL va
acompafiada de cambios especificos en la expresion
de factores relacionados con la regulacién de la prolife-
racion celular. Entre los reguladores positivos de la divi-
sion celular, cuyos niveles de expresion descienden en
respuesta a los agentes inductores, se encuentran los
protoncogenes c-myc, c-myb y c-jun y las ciclinas de-
pendientes de quinasas (cdks), especificamente cdk6 y
cdk4 [47,48). Paralelamente, se produce una activacion
de la expresion de genes que codifican para inhibidores
del ciclo celular como p21CIP1/WAF1, p27 KIP y mad1
[49,50].

Un hecho mayormente aceptado es que el
cese de la division celular y la activacién de marcado-
res especificos del estadio diferenciado constituyen dos
eventos independientes [32]. Sin embargo, en ocasio-
nes se ha puesto de manifiesto la existencia de regula-
dores duales capaces de controlar tanto la proliferacion
como la diferenciacion celular [51]. En este sentido,
Rylski y colaboradores demostraron que el factor de
transcripcion GATA-1 es capaz de inhibir la prolifera-
cion celular reprimiendo directamente la expresion de
c-myc [52]. Esto no impide que lleve a cabo su tradicio-
nal funcién como activador de la expresion de genes
marcadores de estadios diferenciados. Asimismo, se ha
comprobado que algunos factores involucrados en la
regulacién del ciclo celular como p21CIP1/WAF1,
p27KIP y Madl son capaces de inducir un desblogueo
de la diferenciacion celular [53,54]. Matushansky y co-
laboradores demostraron que la expresion de Cdk6, cu-
yos niveles disminuyen rapidamente en respuesta a los
agentes inductores de la diferenciacion, es capaz de
inhibir la diferenciacion de células eritroleucémicas [48].
En un trabajo mas reciente el mismo laboratorio de-
mostr6 que PU.1 regula directamente la expresion geni-
ca de cdke, vinculando los programas proliferacion y di-
ferenciacion en células eritroides [55]. Todos estos re-
sultados apoyan la teoria sobre la existencia de una
coordinacion exquisita entre proliferacién y diferencia-
cion celular.

REGULACION
TRANSCRIPCIONAL DE LA
ERITROPOYESIS

Durante la ultima década los esfuerzos por
comprender las bases moleculares de la diferenciacion
eritropoyética llevaron a la identificacion de varios fac-
tores de transcripcion linaje-especificos que incluyen a
GATA-1, SCL/TAL-1, EKLF, LMO2/RBTN2, p45 NF-E2,
entre otros (revisado en [56,57]). El factor de transcrip-
cion GATA-1 es un mediador central de la diferencia-
cién eritroide que regula, ademds de su propia trans-
cripcion, la expresion de las globinas, las enzimas invo-
lucradas en la sintesis de los grupos heme (ALAS-S,
ALA-D, PBG-D), el inhibidor de apoptosis Bcl-Xi,
GATA-2, NF-E2 y algunos factores involucrados en pro-
liferacion celular, como c-Myc, ¢c-Myb y Cdké [58]. Los
experimentos realizados con células madres demostra-
ron que aquéllas que no expresan GATA-1 son capa-
ces de diferenciarse y dar lugar a los diferentes tejidos
de ratdn a excepcion de los eritrocitos [1]. Un andlisis
mas detallado utilizando ratones quiméricos reveld que
los precursores eritroides que carecen de GATA-1 son
incapaces de diferenciarse mas alla del estadio de
proeritroblasto [2]. Estos resultados corroboran que
GATA-1 es indispensable para la diferenciacién de los
progenitores eritroides.

En los ultimos afios se ha afiadido un nivel de
complicacion adicional condicionado por la acumula-
cion de datos relativos a la estructura de la cromatina.
Los cambios epigenéticos juegan un papel clave en el
silenciamiento y la activacion de genes especificos du-
rante la diferenciacion celular. Estudios recientes han
puesto de manifiesto la implicacion de los cambios en
la metilacion del DNA en el proceso de diferenciacion
eritropoyética [59]. La metilacién del DNA de supreso-
res tumorales es un mecanismo frecuente de represion
transcripcional en procesos oncogeénicos. El tratamiento
con drogas antitumorales resulta, en muchos casos, en
una demetilacion del DNA con la consecuente reactiva-
cion de la expresion génica y la reversion del fenotipo
transformado [60]. Asimismo, el uso de inhibidores de
las DNA metiltransferasas y las HDACs provoca una
aceleracion de la reactivacion del programa de diferen-
ciacion.

ANTAGONISMO ENTRE GATA-1Y
PU.1

GATA-1 y PU.1 son factores de transcripcion
especificos que regulan la diferenciacion hacia los lina-
jes eritroide y mieloide, respectivamente. La diferencia-
cién hacia un linaje u otro depende del balance entre
ambas proteinas (ver esquema Figura 4). El antagonis-
mo entre GATA-1 y PU.1 reside en la interaccion fisica
del dominio de "dedos de zinc" del extremo C-terminal



de GATA-1y el dominio "ets" de PU.1 [4,61,62]. En el
linaje mieloide, GATA-1 inhibe la funcion de PU.1 blo-
queando la interaccién con c-Jun. En el caso del linaje
eritroide, se han postulado dos mecanismos que po-
drian ser complementarios. El grupo de Skoultchi, del
Albert Einstein College of Medicine (USA), sostiene que
la inhibicion de GATA-1 mediada por PU.1 depende del
reclutamiento de la proteina del retinoblastoma (Rb)
que, junto con otras proteinas represoras como HP1a y
Suv39H, provoca un silenciamiento de los genes diana
de GATA-1 (Figura 5) [63,64]. Como alternativa, los tra-
bajos del grupo de Blobel, del Childrenl Hospital of Phi-
ladelphia (USA), sefialan que PU.1 se une a GATA-1 e
inhibe la acetilacion, mediada por CBP (Creb-Binding
Protein), de dos motivos ricos en lisinas altamente con-
servados que se localizan cerca de los dominios de
Idedo de zinc de los extremos N y C-terminal de la pro-
teina (ver esquema Figura 5) [65]. Existen suficientes
evidencias tanto in vitro como in vivo que corroboran
que la acetilacién de GATA-1 incrementa la actividad
transactivadora y estd relacionada con su habilidad
para inducir la diferenciacion eritroide [66-68]. Indepen-
dientemente del modelo planteado, en ambos casos se
acuerda que PU.1 acttia como un inhibidor de la activi-
dad de GATA-1 en el linaje eritroide [5,61-64].

En los Ultimos afios, el modelo del antagonis-
mo GATA-1-PU.1 controlando la segregacion de los li-
najes Mk/E y GM ha quedado desplazado por uno mas
complejo donde PU.1 y C/EBPs antagonizan colectiva-
mente con GATA-1/2 y FOG-1 a través de varios meca-
nismosindependientes [69]. Un trabajo reciente del gru-
po de Patient, del Weatherall Institute of Molecular Me-
dicine, John Radcliffe Hospital (UK), ha afiadido un
nuevo protagonista a la saga GATAL-PU.1, se trata del
factor de transcripcion Tiflgamma. En el trabajo se pre-
senta a este factor de transcripcion como un regulador
de los niveles de GATA.1y PU.1y, por lo tanto, de la
diferenciacién hacia los linjes eritroide versus mieloide
en células madre hematopoyéticas [70].

¢ES PU.1 INDISPENSABLE PARA
EL BLOQUEO DE LA
DIFERENCIACION DE LAS
CELULAS FRIEND?

Se ha sugerido en diversas ocasiones que la
activacion de PU.1, provocada por la integracion del
SFFV, es responsable del bloqueo de la diferenciacion
de las células de la eritroleucemia murina [5,61]. Esta
hipétesis se ha visto reforzada al comprobar que la so-
breexpresion de PU.1 induce eritroleucemia en ratones
transgénicos [71]. En un estudio reciente, Papetti y co-
laboradores demostraron que la inhibicion transitoria de
la expresion de PU.1 mediante RNA interferente induce
un desbloqueo parcial de la diferenciacion eritroide en
células MEL [72].

En un intento para identificar posibles dianas
del HMBA en nuestro laboratorio se establecieron li-
neas celulares eritroleucémicas resistentes (MEL-R) a
la accion de los agentes inductores de la diferenciacion
[73,74]. Estas lineas celulares son capaces de prolife-
rar indefinidamente en presencia de HMBA sin diferen-
ciarse en ningin momento. Inesperadamente, hemos
observado que en los clones resistentes la expresion
de PU.1 es nula aln cuando el SFFV estéa integrado en
una localizacion similar a la que ocupa en las lineas eri-
troleucémicas progenitoras [77]. La ausencia de
expresion de PU.1 en las lineas celulares resistentes
desafia el rol oncogénico que se le atribuye a PU.1 en
eritroleucemias y al mismo tiempo abre nuevos
interrogantes: ¢la integracion del provirus SFFV ocurre
exactamente en el mismo lugar en las lineas
resistentes y en las progenitoras? Si PU.1 no es
indispensable para bloguear la diferenciacion, ¢existe
otro factor/es capaz de reemplazarlo y mantener el
estado de proliferacion descontrolado? ¢Es este
probable factor/es capaz de antagonizar con GATA-1?

En células knockout para PU.1 el factor ets
Fli.1 compensa la ausencia de PU.1 y ambas proteinas
son capaces de ocupar con la misma eficiencia deter-
minados elementos en cis especificos de PU.1 en célu-
las que expresan PU.1 de forma ectdpica [75]. Los ex-
perimentos de coinmunoprecipitacién de proteinas en-
ddégenas demostraron que Fli-1 interacciona con GATA-
1 tanto en las células MEL-R como en las MEL-DS19.
Fli-1, por lo tanto, es un candidato potencial para susti-
tuir a PU.1 y bloquear la actividad de GATA-1 en las li-
neas resistentes. No se descarta incluso la posibilidad
de que Fli-1 coopere con PU.1 para reprimir a GATA-1
en MEL-DS19. De manera consistente con esta hipéte-
sis, Starck y colaboradores demostraron que Fli-1 es
una diana transcripcional de PU.1 [76]. Los autores del
trabajo sugieren que la capacidad de PU.1 para inhibir
la diferenciacion eritroide podria depender, al menos en
parte, de la activacion de Fli-1. Esta hipdtesis se ve re-
forzada por estudios previos que demuestran que la in-
feccion sélo con el F-MuLV, el retrovirus que comple-
menta al SFFV en el complejo Friend, también es ca-
paz de inducir una eritroleucemia caracterizada por
anemia y esplenomegalia, aunque en estos casos la in-
feccion solo es efectiva en ratones recién nacidos (Sil-
ver y Kozak, 1986). En el 75% de los casos se produce
una activacion constitutiva del factor de transcripcion
Fli-1 (Friend Leukemia Insertion site-1), como conse-
cuencia de la integracion del F-MuLV en el locus del
gen fli-1 [18,77).



LECCIONES DEL SFFV'Y DEL
MODELO IN VITRO DE CELULAS
MEL

A finales de los afios 80 el grupo de Harold
Weintraub, del Fred Hutchinson Cancer Research Cen-
ter (USA), aisld e identificd Myo-D como un gen regula-
dor de la diferenciacion del musculo esquelético. Mas
alld de regular la activacion de genes del linaje muscu-
lar, el grupo de Weintraub demostrdé que Myo-D era ca-
paz de convertir en mioblastos a células de diferentes
origenes como fibroblastos, condrocitos, neuronas y
otras [78]. Esto origino la idea de la existencia de “ge-
nes maestros” de los distintos linajes celulares, capa-
ces de orquestar el programa de diferenciacidn. La hi-
pétesis de la existencia de un “gen maestro” que regula
la determinacion hacia un linaje especifico no ha en-
contrado una correspondencia plena en el linaje eritroi-
de. Uno de los factores que se asemeja a Myo-D en su
modo de accién es GATA-1, capaz de activar genes
marcadores de eritropoyesis y provocar la determina-
cién hacia el linaje eritroide. Sin embargo, GATA-1 tam-
hién se expresa en células pertenecientes a otros lina-
jes, como por ejemplo en células de Sertoli, megacario-
citos y eosindfilos, y juega un papel critico en la diferen-
ciacioén de los dos Ultimos [79-85]. Por Ultimo, su capa-
cidad para disparar la determinacion en otros sistemas
es reducida [86]. Todos estos datos hacen dudar de la
capacidad de GATA-1 para actuar como “gen maestro”
del linaje eritroide. Los estudios realizados con células
Friend han contribuido significativamente a determinar
que la eritropoyesis es un proceso altamente complejo
regulado mas que por un Unico “gen maestro”, por una
compleja red de factores, entre los que se encuentran
factores de transcripcion especificos y factores consti-
tutivos, que funcionan en un delicado equilibrio para ac-
tivar o reprimir el programa de diferenciacion eritroide
(Figura 6) [57,69,70]. Los estudios realizados en célu-
las Friend han contribuido significativamente en la ca-
racterizacion molecular de esta complicada red de inte-
racciones que implica la activacion directa de factores
especificos y la inhibicidn de factores caracteristicos de
programas alternativos (i.e. interaccion GATA-1/PU.1,
CEBP/FOG), distintas combinaciones de un ndmero va-
riable de factores (i.e. GATA-1/FOG, GATA-1/Gfi-1B,
etc), una gran variabilidad cuantitativa de los distintos
factores, etc. [87,88].

Desde que Charlotte Friend describid la induc-
cion de eritroleucemias en ratones infectados con el
complejo Friend [89], el retrovirus y la enfermedad que
lleva su nombre se han convertido en una herramienta
valiosa para el estudio de otros aspectos de la eritropo-
yesis tales como la via de sefializacion de Epo, el me-
canismo de desarrollo de las leucemias y la patogéne-
sis retroviral [90]. El estudio de las células Friend ha
sido util ademas para identificar genes involucrados en
la susceptibilidad de los ratones a la transformacion

con el complejo virico [91]. Dentro de este grupo se ha
identificado el locus Fv2 (Friend virus susceptibility 2)
donde se encuentra el gen que codifica para una forma
truncada del receptor con actividad tirosina quinasa
STK (sf-STK) que carece del dominio extracelular pero
conserva los dominios transmembrana y quinasa [92].
Se ha demostrado que los ratones que no expresan sf-
STK son resistentes a la infeccion con el complejo
Friend. Esta resistencia no se debe a una interferencia
con la entrada del retrovirus o a alteraciones en su ciclo
vital sino a la influencia de sf-STK en la determinacién
de la capacidad de la gp55 para inducir la proliferacion
de los eritroblastos infectados con el SFFV [93]. De ma-
nera consistente con estos resultados, se ha propuesto
que el gen Fv2 podria estar involucrado en la regula-
cion del ciclo celular de las BFU-Es [94]. Debido a que
las BFU-Es son las dianas principales de la infeccion
retroviral, el efecto de Fv2 sobre la proliferacion expli-
caria la importancia de sf-STK para el desarrollo de la
eritroleucemia mediada por el SFFV. En un modelo ini-
cial se planted que la gp55 mediaria una interaccion
funcional entre el receptor de eritropoyetina (Epo-R) y
sf-STK. Sin embargo, Zhang y colaboradores demos-
traron que la glicoproteina gp55 del SFFV-P interaccio-
na de forma independiente con sf-STK y el receptor de
eritropoyetina (Epo-R) para inducir eritroblastosis y poli-
citemia, respectivamente [95]. La identificacion de sf-
STK permite ampliar el conocimiento de los mecanis-
mos de resistencia al cancer en ratones y, por extrapo-
lacién, en humanos.

Por otra parte, el modelo de la eritroleucemia
murina constituye un sistema ampliamente utilizado en
la investigacion del mecanismo de accidn de los distin-
tos agentes inductores de la diferenciacién celular.
Desde el hallazgo del DMSO como un agente inductor
de la diferenciacion de las células MEL (1971), se han
desarrollado una gran variedad de compuestos quimi-
cos capaces de reactivar la diferenciacion e inhibir la
tumorigenicidad de células leucémicas. Entre estos
compuestos se encuentra el HMBA que ha servido de
punto de partida para el desarrollo de compuestos pola-
res de segunda generacion que son hasta 2000 veces
mas activos, entre los que destacan el EMBA (dietil-bis-
[pentametileno-N,N-dimetilcarboxamida]malonato) y los
acidos hidroxdmicos como el SAHA (suberoylanilida
acido hidroxamico) y el CBHA (acido m-carboxicinami-
co his-hridroxiamida) [96]. Uno de estos compuestos, el
SAHA, acttia como un inhibidor de las HDACs que acti-
va la acetilacion de histonas, factores de transcripcion y
proteinas involucradas en la regulacion de la prolifera-
cién, la migracion y la muerte celular clinicos. EI SAHA
ha mostrado poseer una potente actividad anticanceri-
gena, tanto en tumores solidos como hematoldgicos a
dosis que son bien toleradas por los pacientes [14,96].
En conjunto, estos datos confirman la validez de las cé-
lulas de la eritroleucemia murina como modelo para el
estudio del mecanismo de accién de los agentes antitu-



morales y el desarrollo de nuevas terapias anticanceri-
genos.
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