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k57 Resumen:
Procedimiento para el estudio del ciclo celular de sub-
poblaciones de células presentes en muestras celula-
res heterogéneas.
Comprende: incubar la muestra de forma secuencial
con: 1) un pool de anticuerpos monoclonales diferen-
tes marcados con un mismo fluorocromo y 2) con un
fluorocromo que se une de forma espećıfica a ácidos
nucléicos; medir por citometŕıa de flujo las emisiones
fluorescentes; determinar el ciclo celular de forma es-
pećıfica de las subpoblaciones de células de la mues-
tra identificadas mediante análisis multiparamétrico
que permite conocer todos los tipos celulares identi-
ficados la proporción de células en las fases G0/G1,
de śıntesis de ADN (S) y G2/mitosis (G2/M) del ci-
clo celular.

Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art◦ 37.3.8 LP.
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DESCRIPCION

Procedimiento para el estudio del ciclo celular
de subpoblaciones de células presentes en mues-
tras celulares heterogéneas.

Esta invención se relaciona principalmente,
aunque no de forma exclusiva, con un procedi-
miento para el estudio rápido, económico, sensible
y espećıfico en citometria de flujo del ciclo celu-
lar de subpoblaciones de células tumorales y de
células normales presenten en muestras celulares
heterogéneas, para el conocimiento de la bioloǵıa
celular y para fines e investigaciones diagnósticas,
pronosticas y terapéuticas.

Se conoce como ciclo celular a las fases por las
que una célula ha de pasar para poder multipli-
carse y dar lugar a dos células hijas en principio
idénticas. Durante este peŕıodo y de forma se-
cuencial, células en reposo (fase G0) en determi-
nadas circunstancias o tras recibir est́ımulos con-
cretos, inician la śıntesis de ARN y protéınas (fase
G1) necesarias para levar a buen término la mul-
tiplicación de su ADN y la división en dos células
hijas; a continuación se inicia la śıntesis de ADN
(fase S); una vez que la célula ha duplicado su
ADN se inicia un segundo peŕıodo de śıntesis pro-
teica tard́ıa (fase G2) que prepara la mitosis o se-
gregación de los núcleos y la división celular (fase
M).

El estudio del ciclo celular, fundamentalmente
a través del análisis de la distribución de las
células a lo largo de las fases G0/G1, S y G2/M,
ha demostrado ser de utilidad, entre otras áreas,
en el análisis de muestras tumorales o en el estu-
dio de la respuesta proliferativa a determinados
est́ımulos, demostrándose en conjunto una gran
utilidad de este tipo de análisis tanto para el co-
nocimiento de la bioloǵıa celular como para fines
diagnósticos pronósticos y terapéuticos.

De las diferentes metodoloǵıas empleadas hoy
d́ıa, la de uso mas extendido se basa en la tinción
de células con fluorocromos espećıficos de ADN;
en base a la cantidad de fluorescencia/ADN obte-
nida; mediante modelos matemáticos, se calcula
la proporción de células que, en una muestra,
están en las fases G0/G1, S y G2/M del ciclo
celular.

Uno de los principales problemas encontrados
en el estudio del ciclo celular a partir de muestras
obtenidas in vivo se debe a la ausencia, habitual-
mente, en ellas de subpoblaciones celulares puras;
con frecuencia (por ejemplo, en muestras tumo-
rales o en otras muestras biológicas) existe una
mezcla a proporciones variables de distintos tipos
de células que pueden presentar una distribución
diferente a lo largo del ciclo celular.

Aśı, el estudio global del ciclo celular no pro-
porciona una información directa sobre la proli-
feración de cada una de las subpoblaciones dife-
rentes presentes en la muestra.

Estudios recientes han demostrado la posibi-
lidad de realizar marcajes con un anticuerpo mo-
noclonal y un fluorocromo de ADN, para llevar
a cabo el análisis de forma espećıfica de la dis-
tribución de células tumorales a lo largo de las
distintas fases del ciclo celular. Sin embargo,
diversos factores como la heterogeneidad de las
células tumorales para la expresión de un marca-
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dor (ya sea dentro de una misma muestra tumo-
ral o dentro de pacientes diferentes con un mismo
diagnóstico), la utilización de fluorocromos que
se unen de forma espećıfica al ADN y que ab-
sorben parte de la fluorescencia asociada al an-
ticuerpo monoclonal utilizado y la necesidad de
utilizar en la mayoŕıa de estos procedimientos de
sustancias que permeabilizan y en cierta medida
alteran la membrana celular y la unión del anti-
cuerpo monoclonal, hacen que la discriminación
entre células que se pretende identificar de forma
espećıfica para estudiar en ellas el ciclo celular y
los demás elementos celulares de la muestra no
sea óptima.

Aśı, hasta la fecha no se ha descrito ningún
procedimiento en el que la identificación en una
muestra de una subpoblación de células, en las
que se pretende analizar el ciclo celular mediante
tinción con fluorocromos espećıficos de ácidos nu-
cleicos, se realice utilizando un pool de diferen-
tes anticuerpos monoclonales marcados con un
mismo fluorocromo.

Por tanto, un objeto de esta invención con-
siste en proporcionar una solución para el estudio
espećıfico del ciclo celular de una subpoblación de
células presente en una muestra, en la que se ob-
tenga una discriminación óptima entre las células
de interés y los demás elementos celulares de la
muestra.

Igualmente, otro objeto de la invención con-
siste en conocer la distribución de las restantes
células (células negativas para el pool de anticuer-
pos empleados) a lo largo de las distintas fases del
ciclo celular.

El procedimiento de esta invención consiste
en emplear un pool de anticuerpos monoclonales
marcados con un mismo fluorocromo (FL1), por
ejemplo el isotiocianato de fluoresceina (FITC),
que identifican en su conjunto el total de las
células de la muestra a identificar de forma es-
pećıfica y un fluorocromo espećıfico de ácidos nu-
cleicos (FL2), por ejemplo el ioduro de propidio
o el bromuro de etidio.

La preparación de la muestra, el marcaje ce-
lular con anticuerpos monoclonales y con fluocro-
mos espećıficos de ácidos nucleicos, la selección
durante el análisis de las células a estudiar, aśı
como la calibración y ajuste del citómetro de
flujo, se realizan de acuerdo con métodos amplia-
mente descritos y recomendados.

Para el análisis de los resultados y para la
cuantificación exacta de cada fase del ciclo ce-
lular de cada población estudiada, pueden em-
plearse diferentes programas informáticos comer-
cialmente disponibles. En el análisis, además de
seleccionar de la muestra el subgrupo de células
que interesa estudiar deben de excluirse aquellos
eventos que corresponden a células que han pa-
sado de dos en dos, tres en tres, etc., aśı como los
restos celulares.

La invención puede ser utilizada tanto en
muestras normales como patológicas, humanas
o de animales de experimentación, en vegetales,
bacterias y otros microorganismos, para todos los
fines en los que se requiera analizar la distribución
de un subgrupo de células presentes en una mues-
tra a lo largo de las fases G0/G1, S y G2/M
del ciclo celular, para fines de investigación, es-
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tudios diagnósticos, pronósticos y de evaluación
terapéutica.

Como se deduce de lo anteriormente expuesto,
pueden variarse los anticuerpos monoclonales uti-
lizados dependiendo fundamentalmente del tipo
celular a identificar. Asimismo, se entiende que
en esta invención están contenidas variaciones en
las que se cambien los fluorocromos o en las que
el número de anticuerpos monoclonales utilizados
con un mismo fluorocromo sea superior a dos. Fi-
nalmente se entiende que en esta invención están
contenidas aquellas variaciones en las que se utili-
cen mas de un pool de anticuerpos monoclonales,
eso si, marcados con fluorocromos diferentes para
la identificación de forma espećıfica y simultánea
en la misma muestra de dos subpoblaciones celu-
lares diferentes.

Con esta invención se optimiza de forma im-
portante el estudio del ciclo celular en muestras
biológicas mejorando la selección de células de in-
terés y la rapidez del estudio.

De considerarse además que la posibilidad
de emplear un pool de anticuerpos monoclonales
marcados con un mismo fluorocromo para el estu-
dio del ciclo celular proporciona una información
detallada sobre la proliferación de las células es-
tudiadas de gran interés para conocer de forma
sistemática su situación y su utilidad en diferen-
tes situaciones normales y patológicas.

A continuación, la invención será ilustrada
por dos ejemplos no limitativos del alcance de la
misma.
Ejemplo 1
1.- Material y Métodos

Se recogió sangre periférica (SP) de 10 pa-
cientes diagnosticados de śındromes linfoprolife-
rativos crónicos de células B (SLP-B) en EDTA
ĺıquido (K3) por punción venosa y se mantuvo
a temperatura ambiente hasta la preparación de
las muestras. El estudio del ciclo celular se llevó
a cabo en el espacio de 5 horas usando técnica de
inmunofluorescencia directa y tinción con yoduro
de propidio medidas en citrometria de flujo.
2.- Preparación de muestras

Se preparó un tubo para cada una de las mues-
tras conteniendo 100µL de sangre periférica en las
que estaban contenidas entre 0.5-1 x 106 leucoci-
tos. La muestra se incubó con tres anticuerpos
monoclonales marcados con FITC.

Las especificidades de las combinaciones de los
anticuerpos monoclonales usados y su proceden-
cia, fueron como sigue:

1) FMC63-FITC (CD19); marcador pan-B
(Serotec, Inglaterra).

2) Leu14-FITC (CD22); marcador pan-B
(Becton/Dickinson, USA).

3) Leu16-FITC (CD20); marcador pan-B
(Becton/Dickinson, USA).

Los tubos fueron agitados suavemente y se in-
cubaron en la oscuridad durante 10-15 minutos a
temperatura ambiente. Inmediatamente después
de este peŕıodo de incubación se añadieron a
cada tubo 2 ml de una solución lisante de cloruro
amónico, seguido por 4-5 segundos de agitación.
A continuación las células se incubaron durante
10 minutos mas en oscuridad (temperatura am-
biente). Posteriormente las muestras fueron cen-
trifugadas a 300g durante 5 minutos (4◦C). Se
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aspiró el sobrenadante y se resuspendió el botón
celular libre de hematies sometiéndolo a una agi-
tación vigorosa (1-2 segundos). En cada tubo se
añadió 1 mL de una solución salina tamponada
con fosfato (PBS) conteniendo 1 g/L de albu-
mina bovina (Sigma Chemicals, St Louis, MO,
USA). Se realizó otro centrifugado (300g, 5 minu-
tos), resuspendiéndose finalmente las células en 1
mL de una solución de PBS con 0,5 % de Tween-
20 (Sigma), 100mg/mL de ARNasa (Sigma Che-
micals) y 5µg/mL de ioduro de propidio (Sigma
Chemicals). Las células se incubaron a tempe-
ratura ambiente durante 15 minutos en esta so-
lución y se mantuvieron a 4◦C y en oscuridad
hasta su análisis en el citómetro de flujo.
3.- Adquisición y análisis de datos

Las mediciones fueron realizadas en un
citómetro de flujo FACSort (Becton/Dickinson)
equipado con una láser de argón sintonizado a
488nm y 15 m wattios. El instrumento se calibró
usando el reactivo DNA-QC (Becton/Dickinson).
La compensación de fluorescencias entre FITC y
el ioduro de propidio se llevó a cabo con las bolas
CALIBRITE y hematies de polo marcados con
ioduro de propidio.

El análisis se realizó en dos etapas. En primer
lugar se seleccionaron las células de interés (po-
sitivas para FITC) correspondientes a las células
B neoplásicas eliminando no sólo las células no-B
como también los restos y los agregados celula-
res. Para ello se utilizó el programa informático
PAINT-A-GATE PLUS (Becton/Dickinson). A
continuación y empleando el modelo matemático
RFIT incluido en el programa informático CELL-
FIT (Becton/Dickinson) se calculó sobre el histo-
grama de ioduro de propidio/ADN la proporción
dentro de la población seleccionada de las células
en fase G0/G1, S y G2/M del ciclo celular.
Ejemplo 2
1.- Material y Métodos

Se recogió en EDTA ĺıquido (K3) médula ósea
(MO) de 15 pacientes diagnosticados de mieloma
múltiple y se mantuvo a temperatura ambiente
hasta la preparación de las muestras. El estudio
del ciclo celular se llevó a cabo en el espacio de 5
horas usando técnica de inmunofluorescencia in-
directa y tinción con yoduro de propidio medidas
en citometria de flujo.
2.- Preparación de muestras

Se preparó un tubo para cada una de las mues-
tras conteniendo 100µL de médula ósea en las que
estaban contenidas entre 0.5-1 x 106 leucocitos.
La muestra se incubó con dos anticuerpos mono-
clonales.

Las especificidades de las combinaciones de los
anticuerpos monoclonales usados y su proceden-
cia, fueron como sigue:

1) BB4; marcador de células plasmáticas (Se-
rotec, Inglaterra).

2) GR7A4 (CD38); marcador que se expresa
de forma intensa y caracteŕısticas en células
plasmáticas (Universidad de Granada).

Los tubos fueron agitados suavemente y se in-
cubaron en la oscuridad durante 10-15 minutos a
temperatura ambiente. Inmediatamente después
de este peŕıodo de incubación se añadieron a cada
tubo 2 mL de una solución salina tamponada con
fosfato. Inmediatamente a continuación se cen-
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trifugaron las células decantando el sobrenadante
y resuspendiendo el botón celular en 200µL de
la misma solución salina. Al botón celular se
añadió un anticuerpo monoclonal de conejo anti-
inmunoglobulinas de ratón marcado con fluores-
ceina (DAKO, Dinamarca) a una dilución l/100
y se realizó una segunda incubación durante 10-
15 minutos a temperatura ambiente y en oscu-
ridad. Finalizada esta incubación, se añadieron
2 ml/tubo de una solución lisante de cloruro
amónico, seguido por 4-5 segundos de agitación.
A continuación las células se incubaron durante
10 minutos mas en oscuridad (temperatura am-
biente). Posteriormente las muestras fueron cen-
trifugadas a 300g durante 5 minutos (4◦C). Se
aspiró el sobrenadante y se resuspendió el botón
celular libre de hematies sometiéndolo a una agi-
tación vigorosa (1-2 segundos). En cada tubo se
añadió 1 mL de una solución salina tamponada
con fosfato (PBS) conteniendo 1 g/L de albúmina
bovina (Sigma Chemicals, St Louis, MO, USA).
Se realizó otro centrifugado (300g, 5 minutos),
resuspendiéndose finalmente las células en 1 mL
de una solución de PBS con 0.5 % de tween-20
(Sigma), 100mg/mL de ARNasa (Sigma Chemi-
cals) y 5µg/mL de ioduro de propidio (Sigma
Chemicals). Las células se incubaron a tempe-
ratura ambiente durante 15 minutos en esta so-
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lución y se mantuvieron a 4◦C y en oscuridad
hasta su análisis en el citómetro de flujo.
3.- Adquisición y análisis de datos

Las mediciones fueron realizadas en el
citómetro de flujo FACSort (Becton/Dickinson)
equipado con una láser de argón sintonizado a
488 nm y 15 m wattios. El instrumento se calibró
usando el reactivo DNA-QC (Becton/Dickinson).
La compensación de fluorescencias entre FITC y
el ioduro de propidio se llevó a cabo con las bolas
CALIBRITE y hematies de pollo marcados con
ioduro de propidio.

El análisis se realizó en dos etapas. En primer
lugar se seleccionaron las células de interés (posi-
tividad intensa para FITC) correspondientes a las
células plasmáticas mielomatosas eliminando no
solo las demás células presentes en la muestra sino
también los restos y agregados celulares. Para
ello se utilizó el programa informático PAINT-
A-GATE PLUS (Becton/Dickinson). A conti-
nuación y empleando el modelo matemático RFIT
contenido en el programa informático CELL-
FIT (Becton/Dickinson) se calculó sobre el histo-
grama de ioduro de propidio/ADN la proporción,
dentro de la población seleccionada de células
plasmáticas, de las células en fase G0/G1, S y
G2/M del ciclo celular.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para el estudio del ciclo
celular en subpoblaciones de células presentes
en muestras heterogéneas, caracterizado porque
comprende las etapas de:

a) incubar la muestra de forma secuencial con
un pool de anticuerpos monoclonales diferentes
marcados con un mismo fluorocromo y dirigidos
a todos a identificar de forma espećıfica y sensi-
ble, las células de interés y con un fluorocromo
espećıfico de ácidos nucleicos;

b) medir por citometria de flujo las emisiones
fluorescentes de los fluorocromos;

c) analizar los resultados obtenidos mediante
análisis multiparamétrico para identificar la sub-
población celular a estudiar y analizar su distri-
bución a lo largo de las fases G0/G1, S y G2/M
del ciclo celular.

2. Procedimiento según la reivindicación 1,
caracterizado porque en la etapa (a) se em-
plean muestras normales o patológicas obtenidas
“in vivo”, almacenadas o tratadas “in vitro”.

3. Procedimiento según la reivindicación 1,
caracterizado porque los anticuerpos monoclo-
nales empleados y su número puede variar depen-
diendo del tipo celular a identificar, de su fenotipo
o del tipo de muestra.
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4. Procedimiento según la reivindicación 1,
caracterizado porque se puede emplear cual-
quier combinación de fluorocromos, técnicamente
compatibles.

5. Procedimiento según las reivindicaciones 1
a 4, caracterizado porque se puede emplear mas
de un pool de anticuerpos monoclonales dirigidos
a mas de una subpoblación celular diferente, es-
tando cada uno de los pools marcado con un fluo-
rocromo distinto.

6. Procedimiento según las reivindicaciones
1 a 5, caracterizado porque además del mar-
caje para la subpoblación a estudiar y los ácidos
nucleicos, se identifican otros marcadores inclui-
das oncoproteinas, protéınas relacionadas con el
ciclo celular, la apoptosis o la activación y dife-
renciación celulares.

7. Procedimiento según las reivindicaciones
1 a 6, caracterizado porque la identificación de
células se realiza por presencia de marcaje para
el pool de anticuerpos utilizados o por intensidad
de positividad para los mismos.

8. Procedimiento según las reivindicaciones 1
a 7, caracterizado porque la información obte-
nida sobre las células de la muestra permite de-
tectar la existencia de alteraciones cuantitativas
de ADN en un grupo de las células de la muestra.
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