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El 1957, P. Weiss ! proposa un model teoric per a explicar els mecanismes
de control del creixement dels teixits, que es basava en I'existéncia de retroinhi-
bidors negatius de la proliferacié cellular.

El 1960, W. S. Bullough i E. B. Laurence proposaren el terme calones per a
anomenar aquests inhibidors.2

Les caracteristiques de les calones serien, segons W. S. Bullough %: ser re-
versibles (no toxiques), produides per cada teixit, i ser teixit especific perd no
especie especifica. Respecte a aquest tltim punt, J. C. Allen i C. J. Smith * pro-
posen l'expressio teixit preferent en lloc de teixit especific. A més, les calones
gaudirien d’'un mecanisme de sintesi i posterior degradacid, un mecanisme de
transport entre les ce¢lules, i un mecanisme de reconeixement i resposta per part
del teixit especific.” Per permetre la rapidesa d’aquesta resposta, la calona tin-
dria una vida mitjana curta, amb un control estricte de la seva sintesi i degra-
dacio.

S’han fet assaigs en diferents teixits, en base a aquest concepte tedric, que
semblen demostrar I'existencia d'un factor que tindria caracteristiques semblants
a les descrites per la calona.

Una de les calones més estudiades és la limfocitica, la qual sembla ser un
glucopeptid que pot formar complexos amb RNA de baix pes molecular.® Sota
aquest concepte, s’obren diferentes possibilitats d’aplicacié practica, com poden
ser: el tractament de diferents tipus de neoplasies,” § 9 10, 11,12, 13, 14,15 o bH¢ |a
utilitzacié com a agent immunosupresor; 1% 171819 aixi com d’aplicaci6 teorica en
els processos d’envelliment,” interdependencia de teixits durant el desenvolupa-
ment i diferenciacié embrionaris,?* regeneracié de teixits, omeostasi tisular, com-
prensio de la dinamica del cicle celular, i d’altres.

Fins a la detecci6 de l'activitat calonica dels extractes de diferents teixits,
s’ha fet mesurant la incorporacié de Timidina tritiada (3HT) a cultius cellu-
lars del teixit en qiiestié. Aquest metode, a més de no detectar la inhibicié a
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G2, té moltes fonts d’error: dilucié de la 3HT per Timidina dels extractes, fi-
xacié de la 3HT no deguda a la incorporacié al DNA, acci6 d’enzims que mo-
difiquin o degradin la @3HT (p.e., T Quinasa, T Hidrolasa, T Fosforilasa), o inhi-
bicié deguda a la Timidina que es pugui trobar als extractes.”?

Es feia, doncs, necessaria la utilitzaci6 d’una técnica que pogués superar
aquestes critiques. S’escolli, en aquest sentit, la mesura de la distribucié volume-
trica de cultius de limfocits, com un sistema ideal per a I'estudi de la transfor-
macié limfocitica, ja que, com és sabut, el volum cellular augmenta durant el pas
de la celula al llarg del cicle cellular.

En un primer pas aixo es va fer per observaci6 directa al microscopi optic,?
perd aquest sistema, a més de ser lent i feixuc, obligava a classificar les ce¢Hules
en uns pocs grups segons Jla seva grandaria, donant lloc a una baixa sensibilitat
del metode. S’ha de tenir en compte que el procés de transformacié és gradual,
i aixo fa dificil en molts casos adjudicar les ce¢lules a un grup o un altre.

Actualment aquest seguiment es fa mitjancant un comptador electronic de
particules Coulter Counter model ZBI, que permet d’obtenir la corba de distri-
bucié de volums de les celules en pocs minuts i gran precisi6. Aquest aparell
compta els impulsos el¢ctrics produits quan una particula passa a través de I'ori-
fici d’'una sonda submergida a la dissolucié que volem analitzar, deguts al canvi
de resistencia en el camp electric existent entre un eléctrode situat a I'interior
de la sonda i un altre a I'exterior. Aquests impulsos sén d’intensitat proporcional
al volum de la particula, aixd ens permet saber el nombre total de particules
dintre d’'uns marges de volums determinats, i com es distribueixen entre aquests
marges segons la seva grandaria.

Aquesta técnica presenta també alguns inconvenients a I’hora d’analitzar la
dinamica d’un cultiu de limfocits. En primer lloc, els limfocits no s’obtenen mai
totalment lliures d’altres tipus de particules. Tot i que la seva separacié a partir
de sang periferica desfibrinada en gradient de Ficoll més Urografin a una densi-
tat de 1.080 g/cc permet separar-los amb un grau de puresa al voltant del 90 %
respecte de la resta de leucocits, i que els eritrocits son separats quasi totalment,
sempre queda una certa quantitat dels esmentats eritrocits, aixi com c¢Hules en
procés de destruccié i plaquetes. Tots aquests components formen un pic a gran-
daries inferiors al dels limfocits (vegeu grafica) que pot, en certes condicions, arri-
bar a tapar aquest Gltim pic.

Per altra part, com que els limfocits obtinguts es troben en fase Go o de
repos, cal provocar-ne la transformaci6. Aixo s’ha fet habitualment en els estudis
que empren 3HT, amb mitogens del tipus de la PHA, Con A o bé PWM princi-
palment segons es volgués estimular selectivament els limfocits T o B. Aquestes
lectines, com ¢és sabut, a part de I'efecte mitogenic, presenten també efectes leu-
coaglutinants; aixo fa que sigui necessari trobar un metode per a desfer aquests
acumuls a fi i efecte de poder comptar les c¢lules i obtenir llur distribucié volu-
metrica. AixO s’ha intentat resoldre afegint, poc abans del comptatge del cultiu,
un competidor especific de la lectina usada. En el cas de la PHA es pot usar la
N-acetil-Galactosamina i per la Con A la N-acetil-glucosamina. En ambdés casos
el resultat ¢és el mateix. L'exemple que s’exposa en la grafica és el cultiu esti-
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mulat amb @8 pg. de Con A per ml de cultiu durant 72 h., al qual s’ha afegit
N-acetil-glucosamina.

Es pot observar que la corba que resulta d’afegir N-acetil-glucosamina per a
desfer els acimuls, indica un augment de cclules a la zona de volums superiors
al pic de limfocits, respecte del patré sense Con A a 72 hores i del patr6 amb
Con A i sense N-acetil-glucosamina. Aixo indica que hi ha una fraccié de cclules
que han augmentat llur grandaria respecte del patré sense Con A.

Tanmateix, el nombre de c¢Hules en el cultiu amb Con A tractat amb N-ace-
til-glucosamina, tot i essent més elevat que el de Con A sense el glicid, no arriba
al comptatge del cultiu sense Con A, la qual cosa indica que el trencament d’acu-
muls no ha estat total.

Per altra part, hi ha I'inconvenient que s’ha de realitzar un comptatge per
cada interval de volums que vulguem analitzar. Aix0 imposa una limitaci6 quant
al marge de volums a considerar i al nombre d'intervals que es podran comptar
dins d’aquest marge, perqué treballem amb volums de cultiu reduits i no és con-
venient allargar massa estona el temps de comptatge de cada mostra.

Aquests inconvenients s’han intentat resoldre, per una part amb I'Gs d’an-
tigens com a substancies mitogeniques. Aixo implica, pero, una resposta més petita
per part dels limfocits, ja que només una petita part resulten estimulats. El
darrer inconvenient es pot resoldre facilment amb 1'is d'un Chanelyzer acoblat
al comptador de particules. Aquest aparell permet de comptar les particules
dintre d’'un gran nombre d’intervals al mateix temps.

Malauradament, per la realitzacié d’aquest tipus de treballs ens trobem amb
greus problemes d'infrastructura que dificulten I'obtencié de dades, i que van
des de la no existencia d'un subministrament regular de sang, fins a qiiestions del
tipus de la fiabilitat del medi de cultiu, car les caracteristiques d’aquest presenten
una forta dependéncia del lot de fabricacio.

Malgrat tot, creiem que aquesta tecnica resulta idonia, no solament per I'es-
tudi de l'efecte d’estimulacid i inhibicié de diferentes substancies sobre un cultiu
cellular, ans també per tots aquells treballs que necessitin un seguiment del
progrés de les celules al llarg del seu cicle cellular.
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