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1. EL SÍNDROME DE WISKOTT-ALDRICH 

1.1 Manifestaciones clínicas 
 

 En 1937, el Dr. Wiskott describió el caso de tres hermanos con plaquetopenia, 

diarrea sangrante, eczema e infecciones recurrentes en los oídos. Diecisiete años 

después, los Drs. Aldrich, Steinberg y Campbell demostraron, mediante el estudio de 9 

generaciones de una familia de ascendencia holandesa, que este síndrome tenía bases 

genéticas, heredándose como rasgo ligado al cromosoma X (Aldrich y cols, 1954). En la 

década de los 60, los síntomas de esta inmunodeficiencia fueron caracterizados en 

detalle y el Síndrome de Wiskott-Aldrich (WAS) fue añadido a la lista de 

Inmunodeficiencias Primarias. Los signos más característicos de este síndrome son una 

profunda y progresiva inmunodeficiencia, manifestada por infecciones oportunistas 

recurrentes, eczema y micro-trombocitopenia. Otras deficiencias observadas en 

pacientes con WAS son la depleción de las células T del timo y de las áreas 

paracorticales de los ganglios linfáticos, defectos en la producción de anticuerpos frente 

a antígenos polisacáridos y un retardo en las reacciones de hipersensibilidad (revisado 

por Snapper y Rosen, 1999). El 40% de los varones afectados desarrollan enfermedades 

autoinmunes, como la anemia hemolítica, vasculitis (cerebral y dérmica) y 

enfermedades inflamatorias intestinales (Dupuis-Girod y cols, 2003). Los pacientes 

WAS que padecen dichas manifestaciones autoinmunes son los de mayor riesgo a 

desarrollar tumores (Sullivan y cols, 1994). Es frecuente encontrar linfomas de células 

B en la tercera o cuarta década de vida de estos pacientes (Shcherbina y cols, 2003). La 

enfermedad fue considerada fatal en la primera década de vida de los pacientes debido a 

las infecciones recurrentes y a las hemorragias, pero las mejoras en su tratamiento han 

prolongado la esperanza de vida de los pacientes afectados. 

1.2 Mecanismos moleculares del Síndrome de Wiskott-Aldrich  
 

 En 1994 Derry, Ochs y Francke identificaron en el cromosoma X el gen cuya 

mutación es responsable de WAS, denominándose Wiskott-Aldrich Syndrome Protein 

(WASP). El gen codifica una proteína citoplásmica, rica en residuos de prolina, de 502 

aminoácidos y con un peso molecular de 53 kDa (Derry y cols, 1994). Su expresión es 

específica del tejido hematopoyético y está involucrada de forma crítica en la 
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integración de las señales extracelulares con la reordenación del citoesqueleto de actina 

(Symons y cols, 1996; Stewart y cols, 1996; Kolluri y cols, 1996). WASP es el fundador 

de la familia de proteínas de señalización WASP/WAVE/Scar (Fig. 1) expresadas en 

diferentes tipos celulares, y que cumplen una función similar enlazando diversas señales 

extracelulares con la reorganización del citoesqueleto de actina (Thrasher y cols, 1998; 

Takenawa y Miki, 2001). 

 Las mutaciones que ocurren en el gen WASP pueden provocar la ausencia de la 

proteína o la existencia de niveles reducidos de la misma (Shcherbina y cols, 1999). En 

un escaso número de pacientes, además de encontrar niveles reducidos de WASP, la 

proteína está truncada y se considera que no es funcional (Zhu y cols, 1997). La 

gravedad de los síntomas de WAS se asocia al tipo de mutación. Los cuadros clínicos 

más severos son aquellos en los que la mutación provoca la ausencia de la proteína, 

mientras que mutaciones que ocasionan que haya niveles reducidos de la proteína 

coincide con los casos clínicos leves o menos graves de WAS (Imai y cols, 2004; 

Lutskiy y cols, 2005). En dichos casos los pacientes manifiestan los mismos síntomas 

que se observan en personas con Trombocitopenia ligada al cromosoma X (XLT), 

inicialmente considerada una enfermedad diferente pero se ha demostrado que es una 

forma atenuada de WAS (Zhu y cols, 1997). 

 
1.2.1 Regulación de la expresión del gen WASP 

 
Los primeros ensayos de expresión de WASP revelaron su presencia en hígado 

fetal, timo, células sanguíneas mononucleares y plaquetas, además de en líneas celulares 

hematopoyéticas como HEL (eritroleucemia humana), DS-1 (célula B linfoblástica) y 

MEG-1 (megacariocítica) (Derry y cols, 1994; Stewart y cols, 1996). Los estudios de 

Parolini realizados en células hematopoyéticas progenitoras (CD34+) confirmaron que 

la expresión de WASP estaba restringida a todas las células del linaje hematopoyético 

(Parolini y cols, 1997).  

 La expresión del gen WASP está regulada por dos promotores. El primero y 

mejor caracterizado es el promotor proximal al gen WASP, localizado en dirección 5’ 

del gen a partir de la zona de inicio de la transcripción. No contiene ni caja TATA ni 

sitios de unión para Sp1. Contiene cuatro posibles sitios de unión para factores de 

transcripción específicos del tejido hematopoyético (dos para Ets-1, uno para c-Rel y 

otro para PU.1). En experimentos de expresión transitoria in vitro, un fragmento de 170 
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pb era suficiente para otorgar expresión específica de tejido de un gen marcador 

(Petrella y cols, 1998). 

El segundo promotor fue localizado a 6 kb en dirección 5’ del sitio de inicio de 

la transcripción del gen WASP (Hagemann y Kwan, 1999). En esta región se 

identificaron posibles sitios de unión para los factores de transcripción Sp1, Ets-2, PU.1, 

AP-2 y c-Myb. En ensayos de expresión transitoria in vitro en las líneas celulares Jurkat 

y HEL, la actividad de este promotor alternativo fue menor que la actividad del 

promotor proximal. Esta región aún no ha sido completamente caracterizada y la 

existencia de sitios de unión para los factores de transcripción PU.1 y c-Myb, plantea la 

hipótesis de que su actividad dependa del estadio de desarrollo y diferenciación, 

posiblemente siendo más activo en el linaje mieloide que en el linfoide (Hromas y cols, 

1993; Gonda, 1998). 

 

1.2.2 Estructura de la proteína WASP 

 

 WASP es una proteína compuesta por cuatro dominios, tres reguladores y uno 

efector. Su estructura es indicativa de su implicación en procesos de transducción de 

señales. La figura 1 representa la estructura de la proteína WASP, las proteínas más 

importantes que interaccionan con ella, así como otras proteínas humanas de la familia 

WASP. Las proteínas de esta familia están implicadas en la transducción de señales 

extracelulares que tienen como fin, la movilización/reorganización del citoesqueleto de 

actina para permitir la respuesta de la célula (Pollard y Borisy, 2003). La familia WASP 

(en mamíferos) se compone de cinco miembros: WASP, N-WASP, y tres proteínas 

WAVE/Scar que comparten el dominio de homología a verprolina (WAVE/Scar-

proteínas supresoras del receptor de AMPc) (Caron, 2002). En WASP se distinguen los 

siguientes dominios (Fig.1): el dominio terminal WH1 (WASP Homology 1), también 

llamado EVH1 (Ena, Vasodilator-stimulated phosphoprotein o VASP-homology 1) 

(Callebaut y cols, 1998), tras el que hay una región donde existen varias lisinas que le 

dan un carácter básico. Continúa con un dominio de unión a GTPasas, llamado dominio 

GBD (GTPase binding domain) o CRIB (Cdc42 Rac interacting binding) (Kolluri y 

cols, 1996). Le sigue un dominio rico en prolina, donde se encuentran motivos del tipo 

SH3 (Scr-homolgy-3) (Finan y cols, 1996) y por último el dominio carboxilo, que 

comprende tres regiones: región V (verprolin homology domain; WASP homology, 

WH-2); la región de conexión, C (Machesky y Insall, 1998) y la región terminal A, que 
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contribuye a la unión de actina G y el complejo nucleador de actina, el complejo Arp2/3 

(Marchand y cols, 2001). 

 

 

FIGURA 1 

 
Esquema de las proteínas WASP, N-WASP y Scar/WAVE. Se indican las proteínas que 
interaccionan con WASP. RB: región básica. Los triángulos indican las zonas calientes de 
mutación. La línea azul sobre el dominio GTPasa indica el lugar de unión con el dominio 
WH2, que mantiene la conformación autoinhibida de WASP. 

 En condiciones de reposo, WASP se mantiene en una conformación  

autoinhibida (Fig. 2), esto es, su dominio efector (VCA) está plegado sobre el dominio 

GBD haciendo imposible la unión al complejo Arp2/3 (Kim y cols, 2000). WIP 

(WASP-interacting protein), que es altamente expresada en células hematopoyéticas, es 

una proteína constitutivamente unida a WASP (Ramesh y cols, 1997) a través del 

dominio WH1 y que estabiliza su conformación autoinhibida. Al dominio rico en 

prolina de WASP pueden unirse las proteínas Nck (Rivero-Lezcano y cols, 1995), Fyn 

(Banin y cols, 1999), Btk (Baba y cols, 1999), PSTPIP1 (Badour y cols, 2003), Grb2 

(She y cols, 1997), CIP4 (Tian y cols, 2000), CrkL (Oda y cols, 2001) e intersectina 2 

(McGavin y cols, 2001) que tienen en común dominios de unión a SH3 haciendo de 

WASP una proteína integradora de señales de diferente origen. Este dominio determina 

la localización subcelular de WASP en los lugares donde debe ocurrir la polimerización 

de actina y la optimización de su actividad (Castellano y cols, 2001; Cannon y cols, 

2001; Yarar y cols, 2002).  
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1.2.3 Funciones y regulación de WASP. Consecuencias de su alteración 

 

Desde el descubrimiento de que WASP era el gen mutado en el síndrome de 

Wiskott-Aldrich, se han descrito más de 300 mutaciones en dicho gen, consistentes en 

mutaciones puntuales, mutaciones en sitios de ‘splicing’, inserciones, deleciones y 

mutaciones complejas. Se encuentran a lo largo de los 12 exones que forman el gen, 

aunque la mayoría se localizan en los 8 primeros. Se han determinado 5 puntos calientes 

de mutación, cuya localización se observa en la figura 1, y que afectan a la zona en la 

que WIP se une con WASP. Todas las mutaciones se encuentran recogidas en este 

enlace web: http://homepage.mac.com/kohsukeimai/wasp/WASPbase.html (Imai y cols, 

2004). 

 

 

FIGURA 2 

 
Modelo de activación de WASP a través del TCR/CD3.  

El tipo celular más afectado en WAS son las células T. En estas células, WASP 

forma parte de la ruta de la transducción de señales procedentes de la estimulación del 

TCR/CD3, y su papel es fundamental. El mecanismo propuesto de actuación de WASP 

se observa en la figura 2. La activación del TCR provoca una cascada de fosforilaciones 

que termina con la unión de WIP a CrkL (1), lo que favorece que WIP sea fosforilado 

por PKCθ. Cuando ocurre esta fosforilación, WASP se separa de WIP, quedando libre 

en la zona de activación (2). Por otro lado, VAV incorpora un grupo fosfato a Cdc42-

GDP, de manera que Cdc42-GTP puede unirse al dominio GTPasa de WASP (3). Esta 

interacción desestabiliza la conformación autoinhibida de WASP. La unión de Nck con 
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la región rica en prolina estabiliza la nueva conformación de WASP (4). El dominio 

WH2/VCA puede unirse al complejo Arp2/3 y a monómeros de actina. El complejo Arp 

2/3 inicia  la nucleación de filamentos de actina anclando puntos de comienzo de 

polimerización de los nuevos filamentos de actina a laterales de filamentos pre-

formados, creando así una rígida y ramificada red de actina (5) (Cannon y cols, 2001; 

Amann y Pollard, 2001; Sasahara y cols, 2002; Zeng y cols, 2003; Barda-Saad y cols, 

2005). Por lo tanto, la ausencia de WASP en los linfocitos T provoca defectos 

relacionados con la activación a través del complejo TCR/CD3. Las células T son 

incapaces de llevar a cabo la reorganización de su citoesqueleto, manifestando defectos 

en la proliferación y en la secreción de IL-2 tras la activación por anticuerpos anti-CD3 

(Molina y cols, 1993; Snapper y cols, 1998; Zhang y cols, 1999). La observación 

mediante microscopía de barrido revela que la mayor parte de las células T presentan 

formas aberrantes con una superficie carente o severamente reducida de 

microvellosidades (Molina y cols, 1992; Gallego y cols, 1997). 

Otros tipos celulares afectados son macrófagos y células dendríticas. Dichas 

células manifiestan una deficiente formación de podosomas (Linder y cols, 1999), que 

formados por un cono central de actina y rodeados por un anillo de vinculina (Davies y 

Stossel, 1977), son estructuras altamente especializadas de adhesión, imprescindibles en 

el perfecto desarrollo de la respuesta inmune. Los macrófagos, las células dendríticas, 

los linfocitos B e incluso los progenitores hematopoyéticos comparten defectos 

celulares relacionados con la quimiotaxis (Zicha y cols, 1998; Badolato y cols, 1998), 

defectos en el ‘homing’ (de Noronha y cols, 2005; Snapper y cols, 2005), y en la 

maduración (Burns y cols, 2004; Park y cols, 2005). 

 

1.3 Terapia actual del Síndrome de Wiskott-Aldrich 
 

La terapia actual para el Síndrome de Wiskott-Aldrich incluye el tratamiento de 

las infecciones mediante administración de antibióticos y de IgGs, y la transfusión de 

plaquetas con el fin de limitar el riesgo de hemorragias. En algunos casos, para evitar 

este riesgo se procede a realizar una esplenectomía. Sin embargo la extirpación del bazo 

incrementa el riesgo de infecciones, y por lo tanto se ha de proceder a la administración 

profiláctica de antibióticos. El eczema puede ser tratado de forma tópica con cortico-

esteroides. En 1978 se realizó el primer transplante de médula ósea para el tratamiento 

de un paciente WAS, utilizando un donante haploidéntico para ello (Parkman y cols, 
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1978). Pero debido al alto grado de fracaso, actualmente se utilizan donantes HLA 

idénticos. El éxito del transplante incrementa si se realiza dentro de los 5 primeros años 

de vida del paciente (Filipovich y cols, 2001). Sin embargo, el índice de fracaso de los 

transplantes HLA-idénticos no relaciones sigue siendo elevado (Lenarsky y Parkman, 

1990; Kapoor y cols, 1998).  

Puesto que el tratamiento actual no es lo suficientemente eficaz, es necesario 

plantear otros tratamientos alternativos. La terapia génica ha aparecido como una nueva 

aproximación para el tratamiento de determinadas enfermedades humanas. Consiste en 

la introducción de material genético en la célula diana por medio de un vector con un fin 

terapéutico (Friedmann y Roblin, 1972). Ya se han obtenido éxitos en 2 ensayos 

clínicos en SCID-X1 y uno en SCID-ADA, realizados mediante la inserción de copias 

normales de los genes defectuosos, IL2RG y ADA respectivamente, en las células 

afectadas (Cavazzana-Calvo y cols, 2000; Aiuti y cols, 2002; Gaspar y cols, 2004). Del 

mismo modo WAS y otras inmunodeficiencias primarias como las deficiencias en JAK3 

y RAG2, son consideradas como enfermedades que podrían ser tratadas por medio de 

terapia génica (Fischer, 2000; Chinen y Puck, 2004).  

  

2. TERAPIA GÉNICA 

2.1 UNA VISIÓN GENERAL 
 

Las tres grandes áreas que están siendo objeto de aplicación de la terapia génica 

son el cáncer, las enfermedades vasculares (a causa de la alta prevalencia de ambas en la 

población) y las enfermedades monogénicas (Edelstein y cols, 2004). Como se acaba de 

mencionar en el apartado anterior, las inmunodeficiencias primarias son candidatas 

ideales para la terapia génica por dos razones: 1) la alta probabilidad de ventaja 

selectiva de las células corregidas (Fischer, 2000) y 2) la ausencia teórica de una intensa 

respuesta inmune frente a los componentes del vector y/o productos del transgén (Bessis 

y cols, 2004). 

La herramienta que se utiliza para introducir el material genético en las células 

diana se conoce con el nombre de vector de terapia génica, que puede ser de origen viral 

o no-viral. En teoría, los vectores no-virales serían preferibles por razones de seguridad 

biológica (Kay y cols, 2001). Sin embargo, la baja eficiencia de los mismos en células 

primarias y la inestabiliad del transgén limitan su utilización (revisado por Lechardeur y 
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Lukacs, 2002). En los casos en los que se requiere una expresión estable de la proteína 

en las células diana y en las de su progenie, los únicos vectores capaces de integrarse de 

forma estable en el genoma celular son los vectores retrovirales y los vectores asociados 

a adenovirus (AAV). De entre todos los vectores disponibles, los basados en retrovirus 

han sido utilizados aproximadamente en el 30% de los ensayos clínicos de terapia 

génica, los adenovirus en el 26% mientras que los demás vectores virales (Herpesvirus, 

Poxvirus y AAV) solo ocupan un 13.9%. Esto refleja en buena parte el éxito obtenido 

por los diferentes vectores en ensayos preclínicos, tanto a nivel de beneficio terapéutico 

como de seguridad biológica (Edelstein y cols, 2004). 

 

2.2 ÉXITOS DE LA TERAPIA GÉNICA 
 

En 1989, Rosenberg y cols. llevaron a cabo el primer ensayo clínico de terapia 

génica, mediante la introducción de linfocitos infiltrantes en tumores modificados 

genéticamente por vectores retrovirales, con objeto de optimizar la terapia antitumoral 

frente al melanoma (Rosenberg y cols, 1990). Actualmente hay más de 900 ensayos 

clínicos de terapia génica que están completados, en curso o aprobados a nivel mundial. 

Con estos ensayos se pretende evaluar los beneficios y los problemas que derivan de su 

aplicación, antes de ser llevada a la práctica en la clínica (Spink y Geddes, 2004; 

Edelstein y cols, 2004). 

El primer ensayo clínico de terapia génica de inmunodeficiencias realizado con 

éxito, fue logrado por el grupo del Dr. Alain Fischer en SCID-X1 (Cavazzana-Calvo y 

cols, 2000). En esta enfermedad los pacientes presentan mutaciones en la cadena γ del 

receptor de membrana de las interleuquinas 2, 4, 7, 9, 15 y 21. Dicha carencia lleva a la 

ausencia funcional de las células B y a la ausencia de las células T y NK. Se manifiesta 

en infecciones recurrentes y severas, resultando fatal en los primeros años de vida. En 

este ensayo, las células CD34+ autólogas fueron modificadas con vectores onco-

retrovirales, basados en el virus de la leucemia murina (MoMLV-“Moloney Murine 

Leukemia Virus”), para insertar el gen de la cadena γ del receptor de interleuquina 2. 

Las células modificadas fueron reinfundidas en los pacientes. El resultado final fue la 

casi completa repoblación de las células del sistema inmune y la normalización de la 

mayoría de los parámetros funcionales. 
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Aunque el primer ensayo clínico de terapia génica de inmunodeficiencias fue 

realizado en SCID-ADA en 1990 (Ferrari y cols, 1991), no ha sido hasta el año 2002  en 

el que se ha obtenido el primer éxito de la terapia génica en esta inmunodeficiencia 

(Aiuti y cols, 2002). La SCID-ADA es el resultado de una mutación en el gen de la 

Adenosín-Deaminasa, que provoca una acumulación de metabolitos tóxicos, a los que 

las células del sistema inmune son especialmente sensibles. Las células CD34+ 

autólogas (obtenidas de cordón umbilical de niños diagnosticados prenatalmente) fueron 

modificadas y reinfundidas en los pacientes. Dichos pacientes alcanzaron niveles de 

reconstitución terapéuticos, observándose la repoblación de los compartimentos 

mieloides por parte de las células modificadas de hasta un 20%. 

Tanto en el caso de SCID-X1 como en SCID-ADA, los autores coinciden en que 

la clave del éxito residió en la ventaja selectiva de las células genéticamente 

modificadas con respecto a las células defectuosas. Debido a la expresión de la proteína 

terapéutica, las células modificadas respondían más adecuadamente a señales de 

activación, factores de crecimiento y eran más resistentes a la apoptosis que las células 

defectuosas (Fischer y cols, 2002; Aiuti y cols, 2002).  

 

2.3 RIESGOS DE LA TERAPIA GÉNICA  
 

 Los riesgos que se derivan de la aplicación de la terapia génica dependen del 

tipo de vector utilizado. En el caso de los vectores retrovirales, los principales 

problemas que se plantean son: a) la formación de partículas replicantes competentes en 

las células productoras de vectores (los actuales diseños de vectores han disminuido 

considerablemente este tipo de riesgo) b) la movilización del material genético del 

vector en el paciente, por medio de un virus salvaje en el cual estuviera basado el 

vector, c) los posibles errores de la transcriptasa inversa durante la retro-transcripción, 

d) la expresión ectópica y desregulada del transgén y e) la integración del vector en 

zonas activas de transcripción de proto-oncogenes (revisado por Baum y cols, 2003). 

Todos los agentes terapéuticos tienen una ventana de acción, y un lugar donde 

ejercer su función. La expresión desregulada y/o ectópica del transgén pueden causar 

efectos tóxicos y/o deletéreos para la célula diana, o para células que no siendo la célula 

diana hayan sido modificadas. Estos efectos pueden manifestarse mediante la alteración 

del programa de ‘homing’, proliferación o diferenciación de las células modificadas. El 
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problema puede agudizarse cuando las células diana son las células pluripotenciales 

hematopoyéticas procedentes de médula ósea. Dichas células, cuando se diferencian, 

dan lugar a todas las estirpes celulares hematopoyéticas, lo cual puede plantear un 

problema si se requiere la expresión del gen terapéutico sólo en un linaje concreto 

(Cocault y cols, 1996; Yan y cols, 1999). Más aún, trabajos recientes demuestran que 

las células pluripotenciales aisladas según los marcadores CD34+, Lin-, pueden 

convertirse en tipos celulares distintos al hematopoyético (Lagasse y cols, 2000; Orkin y 

Zon, 2002; Vassilopoulos y Russell, 2003; Vassilopoulos y cols, 2003). Por lo tanto la 

modificación genética de los progenitores hematopoyéticos CD34+ no asegura que el 

transgén terapéutico se exprese sólo en células hematopoyéticas. La expresión ectópica 

del gen terapéutico podría entonces tener serios efectos adversos. Algunos ejemplos de 

ello son: 1) la proteína quimérica eGFP-WASP(I294T) (mutante activo de WASP porque 

altera su conformación autoinhibida) provoca defectos en la citocinesis, polimerización 

desorganizada de actina e inestabilidad genómica de la línea celular HT1080 y células 

FDC (Ancliff y cols, ); 2) la sobre-expresión de HOXB4 (factor de transcripción 

implicado en la regulación del tamaño de la población hematopoyética) en células 

hematopoyéticas pluripotenciales humanas, provoca un defecto en su diferenciación a 

los linajes mieloide y eritroide (Schiedlmeier y cols, 2003); 3) CD40L es el transgén 

utilizado en la terapia para el Síndrome de hiper-IgM ligado al cromosoma X, 

observándose en ensayos realizados in vivo, que su expresión a bajo nivel provocaba 

una respuesta proliferativa anormal de linfocitos T en desarrollo, debido a interacciones 

intercelulares desreguladas durante la selección y maduración tímica (Brown y cols, 

1998). 

Otro riesgo reside en el hecho de que los vectores retrovirales son vectores 

integrativos. Los vectores onco-retrovirales se insertan preferentemente en las zonas 

cercanas al punto de inicio de la transcripción, lo cual puede resultar en el desarrollo de 

un proceso tumoral. Este proceso será más probable cuanto mayor sea el número de 

copias de vector integradas (Wu y cols, 2003). El ejemplo más relevante de ello ha sido 

el ensayo de terapia génica llevado a cabo en Francia por el grupo del Dr. Alain Fischer. 

En dicho ensayo, 3 de los 16 niños SCID-X1 tratados desarrollaron una leucemia de 

células T, cuyo origen era la integración de los vectores en la región reguladora del gen 

LMO2 (Hacein-Bey-Abina y cols, 2003; Check, 2005). Sin embargo, hay que destacar 

que en el ensayo llevado a cabo por el Dr. Adrian Thrasher y cols. en Londres, también 

en SCID-X1, todos los pacientes involucrados evolucionan favorablemente, y en 
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ninguno de ellos se ha detectado la presencia de leucemias, manteniéndose en cada 

paciente una población policlonal de células T modificadas por el vector terapéutico 

(Gaspar y cols, 2004). La integración es un proceso que depende de la estructura de la 

cromatina, siendo las regiones más accesibles aquellas donde las integraciones ocurren 

con más frecuencia (Mitchell y cols, 2004). Los vectores MLV tienen tendencia a 

integrarse en zonas reguladoras mientras que los vectores basados en VIH-1 tienden a 

integrarse en zonas activas de expresión de genes (Taganov y cols, 2004; Mitchell y 

cols, 2004). Sin embargo, hasta ahora no se ha demostrado el desarrollo de tumores por 

integración del vector con vectores lentivirales. De hecho se están realizando tres 

ensayos de terapia génica contra el SIDA en los que utilizan vectores lentivirales 

basados en el VIH-1 (Manilla y cols, 2005).  

 

2.4 VECTORES RETROVIRALES 
 

2.4.1 Consideraciones principales 

 

Los retrovirus presentan una serie de características que los hacen muy 

atractivos para su utilización como vectores: 1) su ciclo de vida requiere la retro-

transcripción e integración de su genoma en el DNA del hospedador (estabilidad de 

expresión y continuidad en las células hijas) (Coffin, 1992); 2) su estructura genómica 

es sencilla, bien conocida y fácilmente modificable; 3) las proteínas estructurales 

pueden ser aportadas en su totalidad en trans, lo que permite un elevado grado de 

seguridad biológica y expresión sólo del gen terapéutico (Dull y cols, 1998) 4) integran 

el material genético que transportan otorgando una expresión estable del transgén y 5) la 

capacidad de utilizar proteínas de la envuelta (responsables del tropismo del virus) de 

diverso origen (pseudotipaje) le otorgan versatilidad para transducir diferentes tipos 

celulares (Weiss y Tailor, 1995; Martin y cols, 1999). 

 

2.4.2 Vectores lentivirales: nuevas perspectivas 

 

Los vectores lentivirales superan a los vectores onco-retrovirales debido a su 

capacidad para infectar células que no se dividen. En este situación se encuentran 

importantes dianas celulares en protocolos de terapia génica, tales como células 

pluripotenciales hematopoyéticas, células dendríticas o neuronas (Blomer y cols, 1997; 
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Case y cols, 1999). Esta propiedad de los vectores lentivirales se debe al complejo de 

preintegración de los lentivirus que pueden penetrar la membrana nuclear aún estando 

intacta (Naldini y cols, 1996). Dicho proceso puede ser fomentado en los vectores 

mediante la incorporación de elementos del virus salvaje y que potencian esta 

característica (cPPT –central polypurine tract) (Follenzi y cols, 2000).  

El diseño de vectores retrovirales sigue un principio común: las proteínas 

estructurales del virus y el ARN genómico deben de ser expresados desde unidades de 

transcripción diferentes para evitar la formación de retrovirus competentes para 

replicación (RCR) (Fig. 3). El sistema de empaquetamiento de vectores lentivirales más 

utilizado (basado en VIH-1) utiliza tres plásmidos para conseguir la expresión de los 

diferentes componentes del vector: 1) El plásmido empaquetador expresando las 

FIGURA 3 

 
 
Esquema del diseño de vectores lentivirales basados en el virus VIH-1. El sistema se 
compone de un plásmido empaquetador, un plásmido que codifica para la proteína de la 
envuelta, y finalmente el plásmido que codifica para el ARN genómico del vector. (ψ: señal 
de empaquetamiento; CMV: promotor del Citomegalovirus; RRE: Rev Responsive Element; 
Pro. Interno: Promotor interno) 
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proteínas Gag, Pol, Tat y Rev, necesarias para el empaquetamiento del ARN genómico 

en la partícula viral, así como para la transcripción en reverso e integración del ARN 

genómico en el ADN de la célula diana; 2) el plásmido vector, expresando el ARN 

genómico donde todos los genes virales han sido delecionados y sustituidos por el(los) 

gen (genes) de interés; 3) el plásmido de la envuelta expresando la glicoproteína Env 

necesaria para la entrada de la partícula viral en el citoplasma de la célula diana. Con 

este diseño se han desarrollado tanto sistemas de producción transitorios (Naldini y cols, 

1996) como estables (Ikeda y cols, 2003).  

En la figura 4 se representa el esquema de la producción transitoria de vectores 

lentivirales en células empaquetadoras, y la modificación genética de la célula diana 

mediante los vectores lentivirales obtenidos.  

 

FIGURA 4 
 

 
Mecanismo de producción transitoria de vectores lentivirales mediante co-transfección con 
tres plásmidos en las células empaquetadoras (plásmido vector, plásmido empaquetador y 
plásmido de la envuelta). Obtención de la proteína terapéutica en la célula diana, tras la 
transducción de la misma con los vectores obtenidos.  

Previamente se ha comentado en el apartado de riesgos de la terapia génica los 

problemas que pueden presentar el uso de vectores retrovirales. Los vectores basados en 

VIH-1 tienen un problema adicional al ser un virus patógeno para humanos. Por lo 
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tanto, se han realizado numerosas modificaciones en los diferentes componentes del 

sistema con la finalidad de incrementar la seguridad biológica de los mismos: 

- Plásmido empaquetador:  se han eliminado todos los genes accesorios (vif, 

nef, vpr y  vpu) disminuyendo las posibilidades de recombinación con una 

cepa del virus nativo (Zufferey y cols, 1997; Dull y cols, 1998). 

- Plásmido vector: la región U3 (zona promotora del LTR del virus) ha sido 

eliminada, con objeto de evitar la expresión del vector completo desde la 

célula modificada. Estos vectores por lo tanto son vectores auto-

inactivables (Naldini, 1998). Esta característica facilita el diseño de 

vectores regulables y/o tejido específicos.  

- Plásmido de la envuelta: se utilizan diferentes envueltas heterólogas 

(VSV-g) que impiden la formación de un virus completo. 

 Los avances en el conocimiento de los mecanismos involucrados en la expresión 

génica han contribuido a la mejora de los vectores. Se han insertando secuencias como 

el “Woodchuck Post-transcriptional Regulatory Element” (WPRE) (Zufferey y cols, 

1999) que potencian la expresión del transgén estabilizando el ARN mensajero. Se han 

utilizado secuencias aisladoras (Emery y cols, 2000; Kowolik y cols, 2001) para lograr 

una expresión más prolongada y homogénea. Se evita el silenciamiento de la expresión 

del transgén debido a determinados mecanismos celulares (expresión más prolongada). 

Mediante dichas secuencias también se evita que la integración del transgén influya en 

el patrón de expresión de genes de la propia célula diana (expresión más homogénea) 

(Emery y cols, 2000; Ramezani y cols, 2003). Adicionalmente, se pueden incorporar 

secuencias de poliadenilación más fuertes. De esta manera se impide que continúe la 

transcripción corriente abajo, provocando así la expresión alterada de otros genes (Zaiss 

y cols, 2002). Finalmente, se han desarrollado vectores lentivirales expresando el 

transgén a través de promotores endógenos humanos (Wilcox y cols, 1999). 

 

2.4.3 Vectores lentivirales para expresión regulada 

 

El ideal de la terapia génica consistiría en reemplazar in situ el gen defectuoso 

por recombinación homóloga del locus original (Urnov y cols, 2005). No obstante, dada 

la baja eficiencia del proceso de recombinación, es más factible introducir en los 

vectores lentivirales secuencias que permitan un mayor control de la expresión del 

transgén. Dichas secuencias pueden ser: 1) promotores celulares que permiten la 
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expresión restringida del transgén a un linaje celular concreto (Ramezani y cols, 2000; 

Moreau y cols, 2004). Ejemplos de ello son el uso del promotor del CD19 (Werner y 

cols, 2004), promotores eritroides (Moreau-Gaudry y cols, 2001) y el promotor de la 

insulina (Castaing y cols, 2005); 2) secuencias con las que la expresión se controle 

mediante la adición de compuestos exógenamente, como la regulación por tetraciclina 

(Vigna y cols, 2002). 

 

2.5 CÉLULAS DIANA 
 

Las células diana son aquellas que van a ser modificadas por el vector de terapia 

génica. Pueden ser células diferenciadas, con una vida limitada, o bien pueden ser 

células pluripotenciales, con capacidad de auto-renovación y diferenciación a diferentes 

tipos celulares. Según el tipo de estrategia de terapia génica, en determinados casos las 

células diana no son las responsables directas de la patología (como en la terapia contra 

cáncer), pero tienen el potencial de acceder a los lugares donde ejercer el efecto 

terapéutico (Teng y cols, 2004).  

Las células pluripotenciales hematopoyéticas son la diana ideal para terapia 

génica de inmunodeficiencias primarias porque se asegura la corrección permanente de 

los defectos celulares. Así se elimina la necesidad de una administración continuada del 

transgén (Kapoor y cols, 1998; Miyoshi y cols, 1999) y se consigue su presencia en 

todas las células de su progenie, como se ha demostrado en modelos animales y en 

ensayos clínicos (Robbins y cols, 1998; Cavazzana-Calvo y cols, 2000; Aiuti y cols, 

2002; Schmidt y cols, 2004; Gaspar y cols, 2004). El desarrollo de nuevos vectores 

basados en VIH-1 ha permitido incrementar tanto la eficiencia de la transducción como 

la estabilidad del transgén en las células pluripotenciales hematopoyéticas (Naldini y 

cols, 1996). Al no requerir que la célula diana esté en división, la transducción de las 

células pluripotenciales no requiere largos tratamientos con citoquinas, aumentando las 

posibilidades de mantener intactas las características biológicas de dichas células (Haas 

y cols, 2000; Gao y cols, 2001). 

3. TERAPIA GÉNICA DEL SÍNDROME DE WISKOTT-ALDRICH 

 
 Como se ha comentado previamente, el principal tipo celular afectado en WAS 

son las células T. El trabajo con células T periféricas de pacientes WAS es difícil debido 
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a la baja frecuencia de la enfermedad, y al limitado número de células que pueden 

obtenerse de estos pacientes. No obstante, las líneas de células T, que se pueden 

mantener en cultivo mediante estimulación alogénica durante un determinado tiempo, 

representan un modelo celular importante porque son células primarias. Dichas células 

manifiestan un fenotipo estable y retienen todas las características celulares de las 

células parentales, tanto de individuos sanos como de pacientes WAS (Molina y cols, 

1992). Sin embargo, el estudio de protocolos de terapia génica para WAS requiere 

además otros modelos celulares experimentales, puesto que las células T primarias 

tienen una vida limitada y para estudios a largo plazo se necesita un modelo celular que 

pueda mantenerse en cultivo de forma indefinida. Descartamos el uso de líneas de 

células T generadas por infección con HTLV-1, que a pesar de ser dependientes de IL-2 

y funcionalmente competentes, dejan de expresar rápidamente ciertos marcadores 

importantes (incluído el complejo TCR/CD3) (Yssel y cols, 1989). Además, tras un 

cierto tiempo no necesitan más aporte de IL-2 exógena y aparecen células 

multinucleadas (Koga y cols, 1989). 

Una posibilidad que nos permite una adecuada aproximación experimental para 

estudiar las funciones de las células T es el uso de líneas inmortalizadas con el 

Herpesvirus Saimiri (HVS). El HVS no es patógeno en su hospedador natural, el mono 

ardilla, aunque en otros primates provoca graves linfomas y leucemias (Kaschka-

Dierich y cols, 1982). Las cepas HVS-C 484-77 y 488-77 del HVS tienen la capacidad 

de inmortalizar linfocitos T humanos (T-HVS) originando líneas celulares con fenotipo 

y marcadores de superficie estables en el tiempo. En las células del hospedador el 

material genético del virus se mantiene en forma episomal (Biesinger y cols, 1992; 

Weber y cols, 1993) y aunque su genoma codifica para dos proteínas anti-apoptóticas, la 

inmortalización se debe a interferencias entre proteínas virales y vías de señalización en 

las células T (Nava y cols, 1997; Thome y cols, 1997; Kraft y cols, 1998). 

Las células T-HVS pueden ser mantenidas en cultivo independientemente de la 

presencia de células presentadoras de antígeno siempre que haya en el medio IL-2, y 

mantienen las características esenciales de las células T, tales como la especificidad 

antigénica, la producción de citoquinas y la citotoxicidad (Meinl y cols, 1995; Meinl y 

Hohlfeld, 2000; Daubenberger y cols, 2001). Las células T-HVS inmortalizadas 

también caracterizan adecuadamente los defectos de células T procedentes de 

individuos con enfermedades genéticas (Pacheco-Castro y cols, 1996; Gallego y cols, 

1997; Broker y cols, 1997). Por lo tanto, las células T-HVS procedentes de pacientes 
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con inmunodeficiencias primarias constituirían modelos celulares ideales para evaluar la 

reconstitución funcional de dichas células tras la introducción de sus correspondientes 

genes terapéuticos. Sin embargo, hasta ahora no ha sido posible conseguir la 

modificación genética estable y eficaz de este tipo de líneas celulares, lo que ha limitado 

su uso como modelo en ensayos de terapia génica. El encontrar un método eficaz para 

lograr su modificación genética constituiría un avance muy importante en el campo de 

la biología celular y molecular y la terapia génica, puesto que estas líneas celulares 

podrían ser entonces utilizadas como modelo para una gran diversidad de estudios 

experimentales de células T. 
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El Síndrome de Wiskott-Aldrich (WAS) es una inmunodeficiencia primaria 

causada por mutaciones en el gen WASP. La única terapia eficaz es el transplante de 

médula ósea, pero la carencia para muchos pacientes de donantes HLA idénticos y los 

frecuentes efectos secundarios que suceden tras el transplante provocan muchas 

complicaciones. Una alternativa que está siendo explorada con creciente interés es la 

terapia génica. La introducción del gen correcto en una proporción elevada de células 

hematopoyéticas pluripotenciales del paciente, que restaure los defectos funcionales sin 

provocar efectos secundarios, podría ser la estrategia a utilizar para WAS y para otras 

muchas inmunodeficiencias primarias. 

El objetivo global de esta tesis consiste en mejorar las características de eficacia 

y seguridad biológica de los vectores retrovirales para terapia génica de WAS. Con esta 

finalidad, abordamos los siguientes objetivos: 

1.- Transducir eficazmente células T inmortalizadas con el Herpesvirus Saimiri, así 

como células T alo-estimuladas para su utilización como modelos celulares de terapia 

génica de WAS. 

2.- Incrementar la seguridad biológica de los vectores lentivirales mediante la 

expresión de WASP de forma fisiológica. Esto requiere: 

- Obtener en las células de pacientes niveles de la proteína WASP similares a los 

de las células hematopoyéticas normales. 

- Lograr que la expresión de la proteína WASP esté restringida a células de la 

estirpe hematopoyética, como ocurre en individuos sanos. 

3.- Evaluar la utilidad de los vectores desarrollados para terapia génica de WAS 

determinando la capacidad de dichos vectores para: 

 - Restaurar los defectos funcionales de las células T WAS. 

 - Transducir eficazmente las células hematopoyéticas pluripotenciales. 
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1.- Líneas celulares y medios de cultivo 

 
La generación y caracterización de las células T-HVS: HVS-WAS/1; HVS-

WAS/2 (procedentes de dos pacientes con Síndrome de Wiskott-Aldrich) y HVS-

NORMAL/1 ha sido descrita en detalle (Gallego y cols, 1997). La línea HVS-

NORMAL/1 procede de la madre sana de un paciente con inmunodeficiencia 

combinada severa (SCID). De dicho paciente se derivó la línea HVS-SPA. La línea 

HVS-NORMAL/2 procede de un individuo normal no relacionado parentalmente con 

ninguno de los individuos anteriores. Las líneas primarias alo-específicas ALO-

NORMAL/1 y ALO-WAS/2 procedentes de células de sangre periférica (PBL-Periferal 

Blood Lymphocites) de de un individuo normal y de un segundo paciente WAS 

(proporcionadas por la Dra. N. Matamoros, Hospital Son Dureta, Palma de Mallorca), 

fueron generadas en nuestro laboratorio, mediante estimulación semanal alo-específica 

con células Raji pre-tratadas con mitomicina-c, descrito previamente (Molina y cols, 

1992). Todas las líneas T-HVS fueron cultivadas en una mezcla de medio RPMI 1640 

(Bio-Whittaker, Verviers, Bélgica) y medio Panserín 1:1 (PAN Biotech, Aidenbach, 

Alemania), suplementado con un 10% de suero bovino fetal (FCS), L-glutamina al 1% 

(Bio-Whittaker), penicilina-estreptomicina al 1% (Bio-Whittaker), amfotericina al 1% 

(Sigma) y 50 UI/ml de IL-2 humana recombinante (rIL-2; obtenidas a través del AIDS 

Research and Reference Program, National Institutes of Health, Rockville, MD, USA). 

Las células 293T (células epiteliales de riñón), células JEG-3 (células de 

coriocarcinoma del trofoblasto extravellositario) y células RKO (células de 

adenocarcinoma de colon) fueron cultivadas en medio DMEM (Gibco-Invitrogen, 

Carlsbad, California. USA) suplementado como se ha indicado previamente y sin rIL-2. 

Las células HUVEC (células humanas primarias de origen endotelial; Promocell, 

Heidelberg, Alemania) fueron crecidas en medio para cultivo para células endoteliales 

(Promocell). Las células Jurkat fueron cultivadas en medio RPMI 1640, suplementado 

como se ha descrito y sin rIL-2. Las células primarias foliculares dendríticas (FDC) 

fueron obtenidas de amígadalas y cultivadas en RPMI 1640 con 20% de FCS hasta que 

la línea fue establecida (normalmente 2 semanas).  
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2.- Plásmidos 

 

El esqueleto del vector utilizado en este estudio para construir los vectores 

lentivirales (pHRSin18-SFFVLTR) ha sido previamente descrito (Demaison y cols, 

2002). Todos los plásmidos de los vectores lentivirales fueron clonados en el laboratorio 

del Dr. Adrian Thrasher en Londres. El vector lentiviral plasmídico pHRSIN-CSEW 

contiene la región LTR del virus SFFV (Spleen Focus-Forming Virus), que dirige la 

expresión de eGFP, el elemento post-transcripcional Woodchuck (Woodchuck Post-

Regulatory Element) y el fragmento central polipurina (cPPT). Para construir el vector 

SW, la secuencia de WPRE fue eliminada del vector pHRSIN-CSEW. El gen eGFP fue 

sustituido por el ADN complentario (ADNc) de WASP, obtenido a partir de muestras 

de linfocitos de sangre periférica de un donante sano. El vector SW dirige la expresión 

de WASP por medio de la LTR del virus SFFV. Para obtener el vector WW, el vector 

SW fue digerido con las enzimas de restricción EcoRI-BamHI, lo que escinde el 

promotor SFFV, que fue reemplazado por un fragmento de 500 pb del promotor 

proximal de WASP (que se extiende desde las bases -1 hasta la -499 desde el sitio de 

inicio de la transcripción). Este fragmento fue obtenido por PCR de ADN genómico 

usando el siguente par de cebadores: 

- sentido: 5’-CCGGAATTCGGGATTACAGGTGTGAGC-3’; 

- anti-sentido: 5’-CGCGGATCCGGTGCTTTCTGCCCTTGTCTTC-3’. 

El vector WE también fue construido en el laboratorio del Dr. Thrasher, por 

medio de una restricción doble con las enzimas BamHI-XhoI, reemplazando el ADN 

complementario de WASP e introduciendo el ADN complementario de eGFP, 

procedente del plásmido pHRSIN-CSEW. 

 Los vectores basados en MLV (Virus de la Leucemia Murina) se obtuvieron a 

partir del plásmido pHIT sistema (Soneoka y cols, 1995) (pHIT60, que codifica gag-pol 

para MLV y el plásmido pCNCG que contiene el genoma del vector que contiene el 

DNA complementario que codifica eGFP precedido del promotor CMV). Estos 

plásmidos fueron amablemente donados por Oxford Biomedica (Oxford, Reino Unido). 

El plásmido pLCMV, que codifica la proteína de la envuelta del Virus de la 

coriomeningitis linfocítica, fue donado por el Dr. D. Sanders (Purdue University, West 

Lafayette, IN, USA). 
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El plásmido empaquetador, que codifica los genes virales gag, pol, tat y rev, fue 

el pCMVDR8.91. El plásmido pMD.G es el que codifica la glicoproteína de la envuelta 

del virus de la estomatitis vesicular. Ambos plámidos son necesarios para obtener los 

vectores lentivirales y fueron amablemente cedidos por el Dr. D. Trono, y descritos 

previamente por Naldini en un caso y Zufferey en otro (Naldini y cols, 1996; Zufferey y 

cols, 1997). 

3.- Producción de vectores 

 

Los vectores lentivirales fueron producidos por co-transfección de células 293T 

con tres plásmidos: 1- plásmidos vector (pHRSIN-CSEW, pHRSIN-CWE, pHRSIN-

CSW y pHRSIN-CWW), 2- plásmido empaquetador pCMV∆R8.9 y 3- plásmido de la 

envuelta pMD.G. La co-transfección se realizó por medio la formación de vesículas 

lipídicas con lipofectamina 2000 (Invitrogen). En cada placa de Petri de 10 cm de 

diámetro (Sarstedt, Newton, NC) se añadieron 27 µg de ADN totales, en la proporción 

3:2:1 de plásmido vector, empaquetador y envuelta respectivamente, donde había 

sembradas 6x106 células 293T. Previamente, el ADN fue diluido en 1.5 ml de medio 

OPTI-MEM (Gibco) y mezclado con 1.5 ml de OPTI-MEM que contenían 60 µg de 

lipofectamina 2000. La mezcla se dejó 20 minutos a temperatura ambiente. Previo a la 

transfección, las células fueron lavadas 2 veces con medio OPTI-MEM a 37°C, dejando 

un volumen de 6 ml de OPTI-MEM por placa. La mezcla ADN-lipofectamina fue 

añadida a la placa, y se dejó incubando de 6 a 7 horas a 37°C, en estufa de CO2 al 10%. 

Tras la incubación se retiró el medio OPTI-MEM y se lavaron las células una vez con 6 

ml de medio OPTI-MEM (Gibco). Se añadieron 10 ml de medio OPTI-MEM a las 

células y se dejaron en la estufa durante 48 horas. La recogida de vectores se realizó 

tomando el sobrenadante de las células empaquetadoras y haciéndolo pasar por un filtro 

de 0.45 µm (Millipore, Billerica, MA, USA). Los vectores fueron almacenados a -80°C. 

 

4.- Transducción de células y titulación de los vectores  

 

Las células diana, que se mantenían creciendo exponencialmente, fueron lavadas 

dos veces con PBS. Se dispusieron 500 ul de medio en placas de 24 pocillos 

conteniendo las células a una concentración de 4 x 105 células /ml. Las células T de 
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sangre periférica  fueron aislados y estimulados con el anticuerpo anti-CD3 OKT3 en 

presencia de rIL-2 exógena, como ya se ha descrito (Romero y cols, 2001), 3 días antes 

de la transducción. Los sobrenadantes fueron añadidos al cultivo e incubados toda la 

noche. Tras 72 horas de incubación, las células fueron recogidas, lavadas, fijadas con 

0.2% de paraformaldeído y analizadas por citometría de flujo utilizando un citómetro 

FACScan (Becton-Dickinson, San Jose, CA, USA). Los títulos virales (unidades de 

transducción por mililitro) fueron calculados en base a la cantidad inicial de células 

transducidas y el porcentaje de células eGFP+ y WASP+ detectadas en el rango lineal de 

diluciones seriadas del sobrenadante viral. La multiplicidad de infección (MOI) se 

define como el número de vectores virales por célula, y se estima en una línea celular 

altamente permisiva como 293T. Para estimar el título, se añaden diluciones seriadas del 

sobrenadante viral a 105 células 293T. Mediante citometría de flujo se calcula el 

porcentaje de células positivas para eGFP o para WASP (después de la inmunotinción 

con anti-WASP de las células). La estimación del título se realiza en el rango lineal en 

el que una célula positiva tiene una copia de vector integrada. El título de los vectores 

que contienen WASP (WW y SW) fue estimado en la línea celular HVS-WAS/1 

(carentes de WASP). Fue realizado de este modo puesto que las células no 

hematopoyéticas como 293T transducidas con WW no expresan WASP.  

5.- Inmunotinción y citometría de flujo 

 

Para la inmunotinción de WASP se tomaron 5x105 células por muestra. Tras ser 

lavadas con PBS frío 2 veces, se centrifugaron 10 minutos a 200g, fueron resuspendidas 

en 200µl de Citofix/citoperm (Pharmingen), dejándolas en incubación durante 20 

minutos a 4°C y en agitación. Todo el proceso en adelante se realizó a 4ºC. Tras la 

incubación se lavaron 2 veces con una solución de PBS-saponina 0.02%. Tras cada 

lavado las células se recogían mediaten centrifugación durante 5 minutos a 800g. Como 

anticuerpo primario se añadieron 200µl de una solución 1/50 (preparado en PBS, 

saponina 0.05% y suero de cabra al 2%) del anticuerpo monoclonal anti-WASP (clon B-

9 [200 µg/ml], mouse anti-human WASP; Santa Cruz Biotechnologies, CA, USA). Se 

dejó incubando 1 hora a 4°C y en agitación. Para determinar la inespecificidad del 

anticuerpo se utilizó un control de isotipo IgG2a (mouse anti-human IgG2a [200 

µg/ml]; Santa Cruz), preparado en las mismas condiciones que el anticuerpo primario. 

Tras la incubación se lavaron las células 2 veces y se recogieron en las condiciones 
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anterioes. Se incubaron después con 200µl de una solución 1/100 del anticuerpo 

secundario marcado con PE (goat anti-mouse [400µg/ml] Santa cruz) preparado en 

PBS-saponina 0.05%. Se dejaron incubar durante 40 minutos a 4°C y en agitación. Las 

células ee lavaron y recogieron bajo las condiciones ya mencionadas. Se realizó un 

último lavado con PBS y se recogierion por centrifugación durante 5 minutos a 800g, 

tras lo cual las células se dejaron resuspendidas en PBS, preparadas para ser analizadas 

por FACS. 

6.- Western Blot semicuantitativo y cuantitativo  

 

 Las muestras celulares fueron lisadas con tampón de lisis NP40 al 1%, en el que 

estaba diluido 1:10 una solución que contenía un cóctel de inhibidores de proteasas 

(Sigma, St. Louis, MO, USA). Las proteínas se separaron mediante un gel SDS-PAGE 

(al 10% de poliacrilamida en condiciones reductoras) y electro-transferidas a 

membranas PVDF Hybond-P (Amersham, Buckinghamshire, U.K.). Las membranas 

fueron bloqueadas durante 50 minutos con una solución de PBS-Tween20 al 0,1% y 

leche desnatada en polvo al 5% a temperatura ambiente. Fueron incubadas con el 

anticuerpo monoclonal D-1 anti-WASP [200 µg/ml] (Santa Cruz Biotech.), preparado 

1/100 en la solución de bloqueo diluida 1/10 con PBS-Tween, durante 1 h a temperatura 

ambiente. Tras ello fueron incubadas con un anticuerpo goat anti-mouse conjugado con 

HRP (dilución 1:10000) (Caltag, Burlingame, CA, USA). Las membranas fueron 

reveladas por quimio-luminiscencia (ECL, Amersham) y expuestas a auto-radiografias 

(Amersham). Para revelar los controles de carga las membranas fueron rehibridadas, 

con un anticuerpo policlonal anti-Erk (anti-MAP kinasa 1/2, Upstate Biotechnology, 

UK). El análisis semi-cuantitativo fue llevado a cabo por densitometría tras digitalizar 

las bandas utilizando el programa Quantity One versión 4.5.0 (Bio-Rad). El análisis 

cuantitativo fue realizado utilizando para revelar ECL Advance Western Blotting 

Detection Kit (Amersham. Bioscience, UK). Las membranas fueron hibridadas como se 

ha indicado anteriormente y fueron reveladas por incubación de 1-5 minutos con una 

mezcla 1:1 de los reactivos suministrados en el kit. La cuantificación de la emisión de 

luz fue detectada con una longitud de onda de 440 nm utilizando el instrumento 

QuemiDoc XRS (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) y analizadas con el 

programa Quantity One. La aportación de cada banda fue grabada y expresada como 

intensidad relativa por mm2.  
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7.- Preparación de ADN, PCR y PCR cuantitativa 

 

 Las muestras de ADN procedentes de cultivo celular y colonias de metil-

celulosa fueron aisladas utilizando un kit para extracción de ADN genómico (Promega, 

Madison, WI. USA). La concentración de ADN fue estimada espectrofotométricamente. 

La transducción de las colonias de metil-celulosa fue determinada mediante la 

amplificación de un fragmento de 125 pb procedente del ADN complementario de 

WASP que comprende los exones 9 y 10 del gen WASP. La PCR fue realizada en un 

termociclador (Mastercycler, Eppendorf AG, Hamburg, Germany) utilizando el 

siguiente par de cebadores: sentido 5´- AGGCTGTGCGGCAGGAGAT -3´; y 

antisentido 5´- CAGTGGACCAGAACGACCCTTG -3´. Los parámetros fueron: 1 x 

(95°C durante 2’), 30 x (95°C durante 30’’, 62°C durante 30’’ y 72ºC durante 1’30’’) 1 

x (72ºC durante 10’). El producto de la amplificación fue observado mediante un gel de 

agarosa al 1% utilizando el marcador de peso molecular Lambda 1Kb, y teñido con 

bromuro de etidio. 

La PCR a tiempo real fue realizada en el termociclador iCycler iQ Real-Time 

PCR Detection System (Bio-Rad). Las muestras fueron mezcladas con iQ™ Supermix 

(Bio-Rad) que contenía los cuatro dNTP’s (100mM), 50 U/ml iTaq ADN polimerasa y 

6 mM de MgCl2, SYBR green y 20 nM de los cebadores: 

-sentido: 5´-GCTTAATACTGACGCTCTCGCA-3´; 

-anti-sentido: 5´-GGCTAACTAGGGAACCCACTG-3´; 

que amplificaban un fragmento de 321 pb desde una zona corriente arriba del sitio de 

splicing y 89 pb desde la 5’LTR del vector. El ADN correspondiente a 1x105 células 

HVS-WAS/1 fue mezclado con cantidades crecientes de 10 en 10 veces de ADN 

plasmídico (desde 1 hasta 105 copias) para realizar la curva estándar. Los parámetros 

para la reacción fueron: 1 x (95°C durante 2’), 45 x (95°C durante 30’’, 61.4°C durante 

30’’ and 72ºC durante 30’’) 1 x (72ºC 2’). La temperatura de fusión (Tm) fue 

optimizada en experimentos preliminares.  

8.- Ensayo de proliferación celular 

 

 Las células T-ALO procedentes de individuos normales y pacientes WAS fueron 

mantenidas en cultivo la noche anterior al experimento en medio RPMI 1640-Panserín 

sin IL-2. Las células fueron sembradas en dos placas de 96 pocillos (BioCoat, Becton 
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Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA), con y sin el anticuerpo monoclonal anti-CD3 

fijado a la placa. Se ensayaron diferentes cantidades de células por pocillo, por 

cuatriplicado, 104, 2 x 104, 5 x 105 y 105 células. En la placa sin anticuerpo, y como 

control positivo de proliferación por alo-estimulación, un mismo grupo de células fue 

estimulado con células Raji en proporción 1:1 y 1:0,5 células T-ALO:Raji, siguiendo el 

protocolo ya descrito (Molina y cols, 1992). Las células fueron mantenidas en cultivo a 

37ºC y 5% de CO2 durante tres días, y para analizar el grado de proliferación se realizó 

un ensayo de viabilidad celular mediante MTT (Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA). 

Brevemente, se lavaron 2 veces las placas problema y control con PBS y se añadieron 

100 ul de medio de cultivo con 50 ug/ml de MTT. Se incubaron las células 4 horas a 

37ºC tras lo que se añadieron 100 ul de isopropanol con 0,04 M de HCl. Se dejó incubar 

30 min y se la densidad óptica fue medida a 570 nm en un espectrofotómetro Perkin 

Elmer (Lambda 20. Perkin Elmer, Wellesley, MA, USA).  

9.- Preparación y transducción de células dendríticas inmaduras 

procedentes de ratón 

 

 Se tomaron células de médula ósea de ratones WASP-KO y ratones control 

SV/129 y se cultivaron en RPMI suplementado con el 10% de FCS, 25 mM de HEPES, 

penicilina (100 UI/ml), estreptomicina (100 μg/ml) y L-Glutamina. Las células fueron 

cultivadas durante 48 horas con 25 ng/ml de rmuGM-SCF (Prepotech, London, UK). 

Las células no adherentes se eliminaron y se añadió medio fresco manteniendo la misma 

concentración de rmuGM-CSF, más 10 ng/ml de IL-4. Este tratamiento se prolongó 4 

días. El sexto día, 105 células dendríticas fueron sembradas en cubreobjetos e incubadas 

con vectores lentivirales a MOI de 10 (estimado sobre células T-HVSWAS/1). Después 

de 72 horas las células fueron fijadas con 4% de paraformaldehído, permeabilizadas con 

0.1% de Tritón X-100 y bloqueadas en PBS-BSA al 1%, durante 30 minutos. Las 

células dendríticas fueron incubadas con faloidina marcada con TRITC (Molecular 

Probes, Invitrogen) para visualizar la actina F, y con un anticuerpo anti-vinculina 

(hVIN-1; mouse IgG1 monoclonal, dilución 1:100 - Sigma-Aldrich). Las células 

transducidas expresando eGFP o eGFP-WASP fueron incubadas con un anticuerpo 

secundario goat anti-mouse IgG conjugado con Cy-5, y el mismo anticuerpo conjugado 

con FITC, las transducidas con SW o WW (Jackson Immunoresearch, West Grove, 
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PA). Las imágenes fueron adquiridas mediante un microscopio confocal Leica (TCS-

SP2), y procesadas con el programa Adobe Photoshop 7.0.   

10.- Transducción de células progenitoras hematopoyéticas murinas y 

ensayo de metil-celulosa 

 

 Las células procedentes de médula ósea de 4 ratones Balb/c, obtenidas de tibia y 

fémur mediante elución celular con medio de cultivo, fueron purificadas mediante 

inmuno selección magnética positiva con un anticuerpo monoclonal anti-Sca1 (MACS, 

Miltenyi Biotec. Germany). Brevemente, 4x107 fueron incubadas con 50 µl de una 

solución de anticuerpo anti-Sca1 conjugado con bolitas magnéticas (Miltenyi Biotec), y 

fueron pasadas a través de una columna. El proceso fue repetido una vez, utilizando otra 

columna diferente. Después de dos lavados con PBS, las células Sca1+ fueron 

resuspendidas en medio RPMI con 30% de FCS, y suplementado con un cóctel de 

citoquinas (murine SCF 100 ng/ml, IL-6 20 ng/ml; mFlt-3L 10 ng/ml) (StemCell 

Technologies, Vancouver, Canada). Se transdujeron 106 cells/ml con los vectores 

lentivirales a MOI = 1 (estimado en células T-HVSWAS/1) O/N. Las células fueron 

lavadas e incubadas en medio IMDM (Gibco). Se tomaron 500 µl conteniendo104 

células, y se diluyeron en 2.5 ml de medio Metho Cult (StemCell Technologies). Las 

células fueron cultivadas en placas Petri de 35 mm a 37ºC y 5% de CO2. El recuento de 

colonias de progenitores hematopoyéticos fue realizado 20 días después.  

11.- Transducción de células hematopoyéticas pluripotenciales humanas y 

ensayo en metil-celulosa 

 

 Las muestras de sangre de cordón umbilical fueron obtenidas de placenta, 

facilitadas por el Dr. Alberto Puertas, Hospital Materno-Infantil Virgen de las Nieves, 

Granada, y diluidas en medio Iscove modificado (IMDM, Gibco). Las células 

mononucleares fueron purificadas mediante gradiente de densidad (Ficoll-Hypaque, 

Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) y las células CD34+ fueron aisladas mediante 

inmuno-selección positiva con anticuerpos anti-CD34 conjugado con bolitas magnéticas 

y utilizando columnas MACS (Miltenyi). Las células fueron analizadas por citometría 

de flujo inmediatamente tras la purificación usando anticuerpos anti-CD34 conjugados 

con ficoeritrina (PE) (Miltenyi). Para la transducción, se sembraron 105 células CD34+ 
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por pocillo, en placas de 96 pocillos y resuspendidas en medio Stem Spam (Stem Cell 

Technologies) con penicilina y estreptomicina y 10 ng/ml de trombopoietina (TPO, 

Peprotech EC, London, UK). Fueron incubadas toda la noche con el sobrenadante que 

conteniene los vectores lentivirales a los MOI indicados y lavadas al día siguiente con el 

medio IMDM. El ensayo de colonias de progenitores hematopoyéticos se realizó 

sembrando diferentes diluciones (103, 2,5 x 103 y 5x103 células por placa) en placas de 

Petri de 35 mm de diámetro en medio de metil-celulosa con un cóctel de citoquinas 

recombinantes (MethoCult GF-4434, StemCells Technologies). Después de 10-16 días 

en cultivo, las colonias fueron analizadas mediante microscopía de fluorescencia (Leica 

DM IL, Wetzlar, Alemania) y las imágenes capturadas por la cámara digital incorporada 

a dicho microscopio.  

12.- Microscopía electrónica de barrido (Scanning Electron 

Microscopy―SEM) 

 

 Las células en crecimiento exponencial fueron recogidas del cultivo y 

examinadas mediante SEM en el Centro de Instrumentación Científica de la 

Universidad de Granada. Las células T-HVS/WAS fueron lavadas con PBS, colocadas 

sobre portaobjetos cubiertos con poli-lisina y fijadas mediante una atmósfera saturada 

de glutaraldehído durante toda una noche a 4ºC. Las muestras fueron post-fijadas 

durante 1 h mediante una solución de tetróxido de osmio al 1%, deshidratadas mediante 

incubación con diferentes grados de etanol, sometidas a un punto crítico de secado 

mediante CO2, y finalmente cubiertas con carbono. Las muestras fueron examinadas 

con un microscopio de alta resolución Leo 1530 Gemini (Leo, Oberkochen, Germany). 
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1. Las células T inmortalizadas por el Herpesvirus Saimiri (T-HVS) son 

transducidas por vectores lentivirales eficaz y establemente 

 

 Para modificar genéticamente las células T inmortalizadas con el Herpesvirus 

Saimiri (T-HVS) se utilizaron vectores onco-retrovirales (CNCG) (basados en MLV) y 

vectores lentivirales (SEW) (basados en VIH-1) (ver materiales y métodos). Ambos 

vectores fueron pseudotipados con la proteína de la envuelta del virus de la estomatitis 

vesicular (VSV-g) y se utilizó el mismo gen marcador, la proteína verde fluorescente 

(eGFP). El titulo de ambos vectores se realizó en las células 293 (áltamente permisivas 

tanto para vectores derivados de MLV como de HIV). Se realizó la transducción de 

diferentes líneas celulares T-HVS así como de las líneas Jurkat, HUVEC, RKO y JEG-3 

(Figura 5a). Los vectores onco-retrovirales fueron muy ineficaces transduciendo las 

células T-HVS. Se alcanzó un máximo de un 1% de células expresando eGFP, cuando 

la multiplicidad de infección (MOI) fue de 40 (Figura 5a, barras oscuras, indicado con 

flechas y Fig. 5b, gráfico medio-abajo). Sin embargo, todas las líneas T-HVS fueron 

eficazmente transducidas por los vectores lentivirales. Para un MOI de 40, el porcentaje 

de células eGFP+ oscilaba entre el 15 y el 65%, y para un MOI de 4 oscilaba entre el 3 y 

el 25% (Fig. 5a, barras claras y Fig. 5b citograma derecho abajo). En el caso de las 

líneas celulares Jurkat, RKO, HUVEC y JEG-3, y para una misma cantidad de vector 

por célula, el porcentaje de células eGFP+ fue similar para ambos vectores con 

porcentajes de transducción por encima del 50% con un MOI de 4 (Fig. 5a, barras claras 

y oscuras). 

Para comprobar que la detección del transgén en las células diana no fuera 

debida a fenómenos de pseudo-transducción (Haas y cols, 2000) que es especialmente 

frecuente a elevados MOIs, a la expresión de vectores no integrados (Stevenson y cols, 

1990), o que resultase bloqueada por fenómenos de silenciamiento de genes (Cherry y 

cols, 2000), se analizó la estabilidad de la expresión de eGFP en dos líneas celulares T-

HVS y en la línea tumoral Jurkat, después de la transducción con el vector lentiviral 

SEW a elevado MOI (Fig. 6). Tras una sola ronda de transducción en el día 0, la 

expresión de eGFP fue analizada los días 7, 28 y 48 por citometría de flujo. La figura 6 

muestra que el elevado porcentaje de células transducidas (60, 82 y 100% para HVS-

NORMAL/1, HVS-WAS/1 y Jurkat respectivamente) se mantuvo estable por un 

periodo de 48 días. 

 39



FIGURA 5 
 
A) 

 
 

B) 

 
 
Los vectores lentivirales son más eficaces que los onco-retrovirales para transducir las 
células T-HVS. A) Gráfica mostrando la expresión de eGFP+ en líneas T-HVS y otras 
líneas celulares, transducidas con SEW (barras claras) y CNCG (barras oscuras). B) Típico 
análisis ‘dot-plot’ que representa células Jurkat (paneles superiores) y células T-HVS-
WAS/1 (paneles inferiores) transducidas a un MOI de 40 con CNCG o SEW. El porcentaje 
de las células eGFP+ fue determinado mediante citometría de flujo. 
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FIGURA 6 

 
 
La expresión de eGFP en las células T-HVS es estable a lo largo del tiempo. Las células 
T-HVS/WAS1, T-HVS/NORMAL/1 y Jurkat se transdujeron con SEW a MOI de 400. Se 
analiza el porcentaje de células eGFP+ hasta 48 días post-transducción. La determinación del 
porcentaje de células eGFP+ se realizó mediante citometría de flujo. 

 

2. Las células T-HVS manifiestan una restricción a la transducción con 

vectores lentivirales 

 

Como se observa en la figura 5, los vectores lentivirales son más eficaces que los 

onco-retrovirales para transducir células T-HVS. Sin embargo, el porcentaje de células 

T-HVS eGFP+ no alcanza en ningún caso valores superiores al 70%, como sí ocurre 

con las demás líneas celulares. Para analizar más en detalle esta resistencia, se 

transdujeron dos líneas T-HVS a MOI´s que iban desde 0,02 hasta 400, utilizando la 

línea Jurkat como control de transducción. La figura 6 indica que el porcentaje de 

células eGFP+ alcanzó un máximo en las dos líneas T-HVS a MOI 100 (HVS/WAS-1 y 

HVS/NORMAL; cuadrados y triángulos). El porcentaje de células eGFP+ en la línea T-

HVS más permisiva, HVS/WAS-1, nunca fue mayor del 80% incluso a un MOI de 400 

(Fig.7 cuadrados). Por otro lado, las células Jurkat alcanzaron un 90% de células 

modificadas a MOI de 10 y el 100% a MOI de 40 (triángulos).  
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 La capacidad de un vector retroviral para infectar diferentes tipos celulares está 

determinada por su envuelta. Por lo tanto, investigamos si utilizando una envuelta que 

utilizase un receptor distinto del que usa VSV-g, cuyos receptores parecen ser 

componentes lipidicos (Carneiro y cols, 2002), se lograría reducir la resistencia a la 

transducción que ofrecen las células T-HVS. Por ello, además de los vectores 

pseudotipados con VSV-g, se produjeron vectores lentivirales pseutotipados con la 

envuelta del virus de la coriomeningitis linfocítica (LCMV), cuyo receptor es el alfa-

distroglicano (Baranowski y cols, 2001). Las líneas celulares HVS-NORMAL y HVS-

WAS/1 así como la línea Jurkat, fueron transducidas por vectores lentivirales 

pseudotipados con VSV-g o con LCMV, a crecientes MOI’s cuyo rango oscilaba desde 

0.1 a 10. En la figura 8 se observa que no hubo un incremento en el porcentaje de 

células T-HVS eGFP+ transducidas por los vectores pseudotipados con LCMV, con 

respecto a cuando eran transducidas por los vectores lentivirales pseudotipados con 

VSV-g. De hecho, se observó lo contrario, puesto que los vectores pseudotipados con 

LCMV eran menos eficaces (10-20%) transduciendo células T-HVS que los 

pseudotipados con VSV-g (40-60%) (Fig. 8. triángulos y círculos). La línea celular 

Jurkat fue eficazmente transducida por ambos tipos de vectores (Fig. 8, diamantes), 

logrando un 90% de células eGFP+ a MOI de 10. 

FIGURA 7 

 
 

Las células T-HVS son más resistentes a la transducción que las células Jurkat.
Análisis de la expresión de eGFP, mediante citometría de flujo, en las células Jurkat y T-
HVS (NORMAL/1 y WAS/1) transducidas con el vector lentiviral SEW a crecientes MOI’s, 
desde 0,01 hasta 400. La expresión de eGFP se analizó 7 días después de la transducción. 
Se muestra un experimento representativo.  
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FIGURA 8  
 

 
La resistencia de las células T-HVS a ser transducidas por vectores lentivirales es 
independiente de la envuelta utilizada. Las células Jurkat (diamantes), HVS-WAS/1 
(triángulos) y HVS-NORMAL/1 (círculos) fueron transducidas con el vector SEW, 
pseudotipado con las envueltas VSV-g (izquierda) y LCMV (derecha) a los indicados 
MOI’s. La expresión de eGFP fue determinada mediante citometría de flujo. 

 

3. Las células T-HVS y las células T primarias presentan un grado de 

restricción similar 

 

 La resistencia de las células T-HVS a ser transducidas podría deberse a 

mecanismos de restricción presentes en las células T primarias. Para estudiar esta 

posibilidad se transdujeron células T de sangre periférica (activadas mediante 

estimulación a través de CD3), las líneas celulares HVS-WAS/1 y HVS-NORMAL/1 y 

la línea tumoral Jurkat, a crecientes MOI’s (1, 10 y 100) con SEW expresando eGFP+ 

(Fig. 9). Se observó que el porcentaje de células T periféricas transducidas estaba dentro 

del rango de transducción obtenido con las células T-HVS (de un 25 a un 70% con MOI 

100―Fig 9, barras del centro y derecha), alcanzando un valor máximo de células eGFP+ 

que oscilaba entre un 30 y un 40% para una carga viral de 100 vectores por célula. 
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FIGURA 9 
 

 
Las células T periféricas activadas son transducidas con eficiencia similar a las células 
T-HVS. Células Jurkat, HVS-NORMAL/1, HVS-NORMAL/2, HVS-WAS/1 y PBTLs 
activados con el anticuerpo monoclonal OKT-3 (3 días antes de ser transducidos) fueron 
transducidos por  el vector SEW a MOI’s de 1, 10 y 100. La expresión de eGFP fue 
determinada mediante citometría de flujo. 

 

4. Caracterización de vectores lentivirales expresando WASP a través del 

promotor de WASP y a través de un promotor viral fuerte (SFFV) 

 

Una vez seleccionados los vectores y establecidas las condiciones para conseguir 

la transducción eficaz y estable de las células T-HVS así como de células T primarias, 

se disponía de las herramientas necesarias para abordar el estudio de la obtención de un 

vector que expresase niveles fisiológicos de la proteína WASP exclusivamente en 

células hematopoyéticas (dado que el gen WASP se expresa sólo en dichas células). Para 

ello se realizó la construcción y caracterización de los vectores lentivirales WW y SW, 

representados ambos en la figura 10. Su construcción se realizó en el laboratorio del Dr. 

Adrian Thrasher (ver material y métodos), con quien nuestro grupo colabora 

activamente. El vector WW contiene un fragmento de 500pb del promotor proximal de 

WASP seguido del ADNc del gen WASP. El vector SW contiene un promotor 

constitutivo compuesto por la LTR del virus SFFV seguido del ADNc del gen WASP.  
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En la Fig 10 se representan ademas de los vectores SW y WW, los plasmidos 

SEW (utilizado como control para varios experimentos) y el SEWW codificando para la 

chimera eGFP-WASP, ambos vectores cedidos por el Dr. Adrain Thrasher. Todos los 

vectores lentivirales se produjeron mediante la co-transfección con el plásmido 

empaquetador pCMV8.9 y el plásmido de la envuelta pMD.G en células 293T. Como 

parte del trabajo realizado durante el desarrollo de esta tesis, hemos desarrollado y 

optimizado las técnicas de citometría de flujo y Western blot (ver material y métodos) 

mediante las cuales se detectan eficazmente las células WASP+ y la propia proteína, 

como se observa en las figuras 11-15.  

 

FIGURA 10 

 
 
Esquema de los vectores SW, WW, SEWW y SEW. Las flechas indican el promotor, 
seguido del transgén. SFFV (Spleen Focus Forming Virus) y el cDNA del gen WASP; RRE: 
Rev Responsive Element; cPPT: poly-purine track.  

 

Las células HVS-WAS/1 y las células RKO fueron transducidas por todos los 

vectores esquematizados en la figura 10, con una misma carga viral. El porcentaje de 

células que expresaban eGFP y aquellas que expresaban la proteína quimérica eGFP-

WASP fue determinado mediante citometría de flujo por detección de eGFP, y el 

porcentaje de células WASP+ fue determinado mediante inmunotinción, utilizando el 

anticuerpo monoclonal anti-WASP clon B9 (más efectivo para inmunofluorescencia que 

el clon D1-ver materiales y métodos), como se observa en la figura 11a.  El título de los 
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vectores determinado en estas células fue del orden de 106 UT/ml (Tabla 1). La 

intensidad de la expresión de WASP, determinada por la intensidad media de 

fluorescencia, era ligeramente mayor en las células transducidas por SW que por WW 

(Fig. 11a).  

FIGURA 11 

 
Expresión de las proteínas WASP, eGFP y eGFP-WASP en las células T-HVS-WAS, 
transducidas con los vectores WW, SW, SEWW y SEW. A) Detección mediante 
citometría de flujo de las células WASP+ (inmunotinción con anti-WASP-B9 y utilizando un 
anticuerpo secundario goat anti-mouse conjugado con PE), eGFP+ y eGFP-WASP+, 
localizadas en la región R1 de los citogramas. B) Detección por Western Blot de eGFP y 
WASP. Como control de carga se utilizó el anticuerpo a-ERK. Como control positivo para 
expresión de WASP se utilizó la linea HVS-NORMAL/1.  
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Mediante Western blot (utilizando el anticuerpo anti-WASP clon D1, más 

específico el clon B9, según nuestros datos) se determinó que la proteína WASP 

procedente de las células transducidas era del mismo tamaño que la procedente de 

células T-HVS normales (Fig. 11b). Asimismo, las proteínas eGFP y eGFP-WASP 

fueron detectadas a los tamaños esperados. En el caso de las células RKO, aún siendo 

eficazmente transducidas por los vectores WW, que se demuestra mediante el análisis 

del número de integraciones del vector por célula (Figs. 12 y 13), no se detectó la 

expresión de WASP (Tabla 1).  No obstante, se detectó la expresión tanto de WASP 

como de eGFP en las células RKO transducidas por los vectores SW y SEW 

respectivamente, que contenían el promotor fuerte del SFFV. Ambos vectores 

transdujeron las células RKO eficazmente y se obtuvieron títulos por encima de 107 

UT/ml (Tabla 1).  

 

 

TABLA 1 
 
Títulos de vectores lentivirales en las células HVS-WAS/1 y RKO 
 

Títulos de los vectores lentivirales  (UT/ml)  
RKO HVS-WAS/1 

SEW 1.70 x 108 7.00 x 106 
SEWW 4.30 x 107 5.50 x 106 

SW 2.50 x 107 3.00 x 106 
WW ND 2.10 x 106 

 
 
Las células fueron transducidas con diluciones seriadas al décimo del sobrenadante de los 
vectores SEW, WE, SEWW, SW y WW. Los títulos fueron calculados por citometría de 
flujo como se indica en materiales y métodos. ND: no determinado, debido a la carencia de 
expresión de WASP en las células no hematopoyéticas RKO. (UT: Unidades de 
transducción) 
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5. La expresión de WASP dirigida por el vector lentiviral WW está 

restringida a las células hematopoyéticas 

 

Con la finalidad de analizar la especificidad de tejido de la expresión de WASP 

dirigida por el vector WW (que expresa la proteína WASP dirigida por el fragmento de 

500 pb del promotor proximal del gen WASP), se transdujeron dos líneas de células T 

procedentes de pacientes WAS (WASP―) y tres líneas celulares de origen no 

hematopoyético (RKO, FDC y HUVEC) con los vectores lentivirales WW y SW (que 

expresa la proteína WASP dirigida por el promotor viral fuerte SFFV), a un MOI que 

permitiera obtener niveles similares de transducción. La expresión de WASP se 

determinó por citometría de flujo, mediante inmunotinción de las células transducidas 

con el anticuerpo monoclonal anti-WASP B9 (ver material y métodos). En la gráfica de 

la figura 12.B se representa la expresión de WASP en células hematopoyéticas 

procedentes de pacientes WAS (que carecen de la proteína) y células no 

hematopoyéticas, transducidas con los vectores SW y WW. La intensidad de la 

expresión de WASP (obtenida por el valor de la intensidad de fluorescencia de las 

células marcadas) se determinó estableciendo el diferencial entre los valores de 

intesidad de expresión de WASP en la región de las células positivas (R2 en los plots de 

la figura 12.A) y en la región de células negativas para WASP (R1 en los plots de la 

figura 12.A). Según se muestra en la gráfica, la expresión de WASP en las células 

hematopoyéticas T-HVS/WAS transducidas con WW, alcanzó unos valores de 

intensidad media de fluorescencia que oscilaban entre 25 y 35 unidades del diferencial 

de intensidad. Sin embargo la expresión de WASP era prácticamente indetectable en las 

células no hematopoyéticas transducidas con WW, alcanzando un valor máximo del 

diferencial de intensidad media de fluorescencia de 2 unidades en las células HUVEC. 

Por el contrario, la expresión de WASP sí fue detectada en todas las líneas celulares 

transducidas con el vector SW. 
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FIGURA 12 
 

 
 

La expresión de WASP por WW está restringida a las células hematopoyéticas. A)
Citrogramas que muestran la expresión de WASP en las células T-HVS-WAS/1 (MOI=1) y 
RKO (MOI=0.2) no transducidas (paneles izquierdos), transducidas con SW (paneles 
centrales) y WW (paneles derechos). B) Los niveles de expresión de WASP logrados por 
WW y SW fueron analizados en dos líneas hematopoyéticas (HVS-WAS/1 y ALO-WAS/2 
a MOI=1) y tres no hematopoyéticas (HUVEC, FDC y RKO a MOI=0.2). La gráfica 
muestra el diferencial de MFI entre células WASP positivas (en R2) y células WASP 
negativas (en R1). 
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Se compararon los niveles de expresión de WASP obtenidos mediante Western blot 

cuantitativo, con el número de copias de vector por célula, determinado por PCR 

cuantitativa, en las líenas HVS-WAS/1 y ALO-WAS/2 y las líneas no hematopoyéticas 

FDC y RKO (Fig. 13). La expresión de WASP dada por la medida de la densidad de las 

bandas se normalizó en cada muestra con la expresión de ERK, determinada de la 

misma manera, estableciéndose así la relación WASP/ERK. En el experimento 1, 

comparamos las células HVS-WAS/1, con las células FDC, transducidas con los 

vectores WW y SW (Fig. 13 panel izquerdo). Mediante el análisis por densitometría de 

las bandas obtenidas en el Western blot, se determinó que la señal de WASP en las 

células HVS-WAS/1 transducidas con WW era 30 veces más intensa, con 0,09 copias 

de vector por célula (panel izquierdo, abajo), que la obtenida en las células FDC 

transducidas con WW conteniendo 1,05 copias del vector por célula (panel izquierdo, 

abajo). Por lo tanto, determinamos que la expresión de WASP dirigida por WW en las 

células hematopoyéticas HVS-WAS/1 era 350 (30/0.09 * 1.05 =350) veces más intensa 

que en las células FDC. En el experimento 2, se realizó el mismo estudio comparativo 

entre las líneas T-ALO-WAS/2 y RKO. En este caso, la señal de WASP en las células 

ALO-WAS/2 con 0,3 copias de vector por célula era 2,5 veces más intensa que la 

obtenida en las células RKO con 16,2 copias. Por lo tanto, la expresión de WASP 

dirigida por WW en las células ALO-WAS/2 era 135 (2.5/0.3 * 16.2 = 135) veces más 

intensa que en las células RKO. 

En contraste, con el vector SW los niveles de expresión de WASP en las células 

hematopoyéticas fueron equivalentes (Exp.2) o ligeramente menor (3-10 veces) al nivel 

de expresión de WASP en las células no hematopoyéticas (Exp. 1) (Fig. 13 paneles de 

arriba). 

 

6. Niveles fisiológicos de expresión de WASP en células de pacientes 

transducidas por vectores WW 

 

Para analizar la cantidad de proteína WASP en las células HVS-WAS/1 y ALO-

WAS/2, y compararla con la cantidad de WASP contenida en las células homónimas 

normales, las células se transdujeron a MOI 3 con el vector WW (Fig. 14). La 

intensidad de expresión de expresión de WASP se determinó mediante Western blot 

cuantitativo, estableciendo la relación WASP/ERK para normalizar la cantidad de 
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WASP con la cantidad de proteína en la muestra. El número de copias de vector por 

célula en las células transducidas se determinó mediante PCR cuantitativa. La 

intensidad banda WASP dividida por la intensidad banda ERK (de la misma muestra) 

en las células HVS-NORMAL/1 era de 0.59 (valores medios de las concentraciones mas 

altas de proteina). Teniendo en cuenta que dicho valor para las células HVS-WAS/1 

transducidas con WW era de 0.31 y que el número de copias de vector por célula es de 

0.8, tenemos que 1 copia de vector por célula aporta 0.65 ((0.31 / 0.59) / 0.8) veces los 

niveles de WASP fisiológicos. Haciendo los mismos calculos con las células ALO-

NORMAL/1 y ALO-WAS/1 nos aparece, que en estas células dicho valor es de 0.34. 

 

 

FIGURA 13 
 

 
La expresión de WASP dirigida por el vector WW es entre 135 (Exp. 1) y 350 (Exp. 2) 
veces más eficiente en células hematopoyéticas que en células no hematopoyéticas. Las 
células fueron transducidas con SW (arriba) y WW (abajo) con dos MOI’s diferentes (de 
0,01 a 3 dependiendo del tipo celular) (la línea derecha de cada muestra está diluida 1/10 del 
MOI utilizado). Detección de WASP y ERK mediante Western blot, incubando las 
membranas con anti-WASP B9 y anti-ERK. El número de copias de vector por célula se 
determinó mediante PCR a tiempo real. 
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FIGURA 14 

 
La expresión de WASP por WW en las células T WAS alcanza niveles similares a los 
fisiológicos. Se compara la expresión de WASP entre las células T-ALO-NORMAL (arriba 
izquierda) y HVS-NORMAL (abajo izquierda) con ALO-WAS/2 (MOI=3; arriba derecha) y 
HVS-WAS/1 (MOI=1; abajo derecha) transducidas por WW. Se muestran diluciones 
seriadas al ½ de cada línea. La detección de WASP y ERK se realizó mediante Western Blot 
cuantitativo. Se determinó la cantidad de WASP mediante la relación WASP/ERK, indicada 
debajo de cada línea. El número de copias de vector por célula en las células transducidas se 
determinó mediante PCR a tiempo real. 

7. La expresión de WASP aporta ventaja selectiva de crecimiento a las 

células T de pacientes WAS transducidas con el vector lentiviral WW 

 

Para estudiar si la expresión de WASP confería ventaja de crecimiento a las 

células HVS-WAS reconstituidas, se transdujeron dichas células con WW a diferentes 

MOI’s, y se determinó el porcentaje de células WASP+ a lo largo del tiempo. Así pues, 

se observó que el número de células WASP+ (Fig. 15a) incrementaba con respecto al 

porcentaje inicial, incluso cuando éste era extremadamente bajo. Un experimento en 

paralelo con el vector lentiviral expresando eGFP, revelaba que la expresión de eGFP 

no afectaba a las características del crecimiento de las células T-HVS (Fig. 6). Estos 

resultados fueron corroborados en células T-ALO (Fig. 15b), observándose un aumento 

tanto de la cantidad de proteína como del número de copias de vector por célula a lo 

largo del tiempo.   
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FIGURA 15 
 

 
 
La transducción de las células T de pacientes transducidas con el vector WW les 
otorga ventaja selectiva de crecimiento. A) Se representa el porcentaje de células HVS-
WAS/WW que expresan WASP a lo largo del tiempo. Análisis realizado por citometría de 
flujo mediante inmunotinción con anti-WASP. B) Análisis mediante Western blot 
cuantitativo de la cantidad de WASP de las células T-ALO-WAS-WW, a días 7 y 34 post-
transducción. Detección de WASP y ERK mediante los anticuerpos anti-WASP D1 y anti-
ERK. El número de copias de vector por célula se determinó mediante PCR cuantitativa. 
 

 

8. Restauración de los defectos funcionales de las células T de pacientes 

mediante la transducción con WW 

Tal y como se ha expuesto en la introducción, los defectos funcionales más 

característicos de las células T de pacientes WAS son la incapacidad de polimerizar 

actina y de proliferar tras la activación mediada por el complejo CD3. Así pues, para 

determinar el grado de reconstitución de los defectos celulares manifestados en WAS, 

se analizó si las células HVS-WAS/1 transducidas con WW recuperaban dichas 

funciones al expresar WASP de novo. 
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FIGURA 16 
 

 
 

Polimerización de actina en respuesta mediada a través de CD3, de las células T-HVS 
transducidas con WW. Los histogramas representan la polimerización de actina, 
determinada mediante citometría de flujo previa tinción con faloidina en células T-HVS 
normales (arriba-izquierda), HVS-WAS/1 (arriba-centro) y HVS-WAS/1-WW (arriba-
derecha) estimuladas por anti-CD3 (histograma vacío) y no estimuladas (histograma lleno). 
La polimerización de la actina fue determinada 30 minutos post-estimulación. Las 
fotografías inferiores muestran las mismas muestras analizadas por microscopía confocal, 
antes (control) y después de la estimulación (a-CD3 30’) a través del complejo CD3 
(mediante el anticuerpo monoclonal OKT-3).  

La figura 16 muestra cómo la activación a través de CD3 (mediante el 

anticuerpo OKT3) de las células HVS/NORMAL/1 produce un incremento de actina 

polimerizada (gráficas superiores, panel izquierdo, histograma claro). También se 

observa que, tal y como se esperaba, no se detecta polimerización de actina tras la 

estimulación de las células HVS-WAS/1 (panel medio, histograma gris). Sin embargo 

las células HVS-WAS/1 transducidas por WW son capaces de polimerizar actina a 

niveles parecidos a los detectados por células sanas (panel derecho). Como control 

negativo se realizó un pre-tratamiento de las células HVS/NORMAL/1, HVS-WAS/1 y 

HVS-WAS/1 transducidas con WW, con Citocalasina-D (paneles inferiores). Las 
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mismas muestras analizadas por citometría de flujo fueron examinadas mediante 

microscopía confocal (Fig. 16, fotografías inferiores), con objeto de estudiar la 

intensidad y distribución de la F-actina tras la estimulación mediante OKT-3. De 

acuerdo con lo observado en los histogramas superiores, se observa un incremento de F-

actina tras la estimulación en las células HVS-WAS/1 transducidas con WW similar al 

que ocurre en las células HVS-NORMAL (Fig. 16 fotografias inferiores izquierdas y 

derechas). Sin embargo en las células HVS-WAS/1 no transducidas (fotografías 

inferiores centrales) no se observó ningún cambio.  

Como se ha señalado anteriormente, la proliferación de linfocitos T en respuesta 

a la estimulación por anticuerpos anti-CD3 es otro de los defectos más importantes 

observados en las células T de pacientes con WAS. Por lo tanto, se analizó si la 

transducción con WW era suficiente para restaurar este defecto. En la figura 17 puede 

observarse cómo las células de pacientes alo-estimuladas sin transducir (ALO-WAS/2) 

o transducidas con un vector control expresando eGFP (ALO-WAS/2 transducidas con 

el vector WE; el vector WE contiene el fragmento de 500 pb del promotor de WASP, 

seguido del gen eGFP) mostraron una proliferación que era tres veces inferior a la 

observada en las células T alo-estimuladas de individuos normales (ALO-NORMAL). 

Sin embargo, cuando las células de pacientes eran transducidas con el vector WW 

(ALO-WAS/2-WW) recuperaban por completo la capacidad de proliferación mediada 

por activación con anti-CD3. 

FIGURA 17 
 

 
 

Las células T-WAS-ALO-estimuladas transducidas con el vector WW proliferan de 
forma similar a las células normales, tras la estimulación mediada por CD3. Se muestra 
el incremento de densidad óptica en relación a las células controles sin estimular 
determinado mediante un ensayo de proliferación por MTT. 
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9. Restauración de los defectos morfológicos de la superficie celular de las 

células T WAS transducidas con WW 

 

Los defectos morfológicos observados en las células T WAS son una consecuencia 

de la reoganización anormal del citoesqueleto de actina, como se ha observado en las 

células T de sangre periférica (Kenney y cols, 1986), en líneas T alo-específicas (Molina y 

cols, 1992) y células T-HVS (Gallego y cols, 1997). Por lo tanto, células HVS-WAS/1 

transducidas con los vectores WW (70% de células WASP+ determinado mediante 

inmunofluorescencia) fueron examinadas por microscopía electrónica de barrido (SEM), 

con objeto de averiguar si las células recuperaban el fenotipo sano. En la figura 18A y 18E 

se muestra la morfología típica de células HVS-NORMAL/1, procedentes de un donante 

sano, mientras que las figuras 18B, 18C (HVS-WAS/1 no transducidas) 18F y 18G (HVS-

WAS/1 transducidas con SEW expresando eGFP) muestran los defectos morfológicos 

típicos. En este campo (18G) una célula muestra una completa ausencia de 

microvellosidades y su morfología está severamente afectada, mientras que otra célula 

muestra una marcada carencia de microvellosidades. Un examen de campos escogidos al 

azar reveló que aproximadamente el 80% de las células HVS-WAS/1 no transducidas o 

transducidas con el vector SEW tenían defectos morfológicos (Fig. 18I). Sin embargo, las 

células HVS-WAS/1 transducidas con el vector WW mostraron una recuperación completa 

de la morfología normal (18D, células indicadas con flechas), tal y como se observa en las 

células HVS-NORMAL/1 (18A). La figura 18H muestra en detalle una de las células HVS-

WAS/1 transducida con WW con una morfología normal y con microvellosidades en su 

superficie. Para cuantificar el grado de reconstitución, el porcentaje de células 

reconstituidas fue determinado por la selección al azar de 10 campos y un recuento de 

aproximadamente de 10 a 30 células por campo (Fig. 18.I). Los criterios para seleccionar 

las células con fenotipo normal incluían la forma redondeada y la presencia de 

microvellosidades distribuidas homogéneamente, como ha sido previamente caracterizado 

para las células HVS-NORMAL/1. Con ello, solamente el 25% de las células HVS-WAS/1 

no transducidas y el 18% de las transducidas con SEW mostraban una morfología normal, 

sobre el 50% de las células HVS-WAS/1 transducidas con WW y el 70% después de 

normalizar con las células HVS-NORMAL. Puesto que el porcentaje de las células HVS-

WAS/1 transducidas con WW expresando WASP era del 70%, estimamos que 

prácticamente todas las células transducidas mostraron una reconstitución completa.   



  

FIGURA 18 

 
Restauración de los defectos morfológicos de las células T-HVS-WAS transducidas con WW. Análisis por SEM de las microvellosidades de la 
superficie celular de células HVS-NORMAL/1 (A y E), HVS-WAS/1 no transducidas (B y C), transducidas con el vector SEW (F y G), y transducidas con 
el vector WW (D y H). I) La gráfica muestra el porcentaje de células con morfología normal, realizado mediante el recuento de células en 10 campos 
tomados al azar (de cada tipo). El porcentaje de las células eGFP+ y WASP+ (inmunotinción) fue determinado mediante citometría de flujo. 



10. Restauración de podosomas de células dendríticas de ratones WASP-KO 

transducidas con vectores lentivirales WW 

 

Para evaluar la eficacia de los vectores lentivirales WW en la reconstitución de  

otro tipo celular hematopoyético también afectado en WAS, se generaron células 

dendríticas procedentes de médula ósea de ratones deficientes en WASP (WASP-KO). 

Aproximadamente el 50% de las células dendríticas normales, transducidas con el 

vector SEW expresando eGFP, formaron podosomas normales, mientras que se 

encontraron podosomas normales en menos del 5% de las células dendríticas de ratones 

deficientes en WASP (Figs. 19 a y c). 

 La transducción con los vectores SW y WW (que expresan WASP) o con 

SEWW (que expresan la quimera eGFP-WASP) dio como resultado la formación de 

podosomas semejantes a los de las células normales, con un núcleo central de F-actina 

rodeado por un anillo de vinculina (Fig. 19b). Como se esperaba, la proteína quimérica 

co-localizaba con la F-actina en los podosomas, mientras que eGFP estaba distribuida 

por toda la célula (paneles de arriba, Fig. 19 a y b). La presencia de conjuntos de 

podosomas en las células transducidas es similar a las formaciones agrupadas que 

adoptan los podosomas en las células dendríticas normales. 

 

11. Transducción eficiente de células progenitoras con vectores lentivirales 

conteniendo el promotor proximal de WASP  

 

Dado que las células pluripotenciales hematopoyéticas son las células diana 

idóneas en terapia génica de inmunodeficiencias primarias, nos propusimos evaluar la 

capacidad de modificación genética de nuestros vectores, en las células pluripotenciales 

(Sca1+) de ratones WASP-KO y humanas (CD34+) de individuos normales, fueron 

purificadas mediante inmunoselección magnética. En la figura 20 se observa que el 

grado de purificación de las células CD34+ obtenido rutinariamente fue superior al 90% 

(Fig. 20, histograma inferior izquierdo). 

Se realizaron ensayos de diferenciación en medio Metho Cult (ver Mat. y Mét.) 

con las células Sca1+ transducidas por SW, WW y SEW. El análisis de las colonias 

procedentes de las células Sca1+ transducidas por SW y WW se realizó mediante PCR 

amplificando una determinada secuencia del vector. Se alcanzó un porcentaje de 



 
 

transducción similar para ambos vectores, que era del 40% para SW y 32% para WW. 

El porcentaje de colonias eGFP+ obtenidas tras la transducción con el vector SEW era 

del 65% (Fig. 21). 

Un aspecto fundamental en la modificación de las células progenitoras es lograr 

la expresión adecuada del transgén en las células diferenciadas. Para analizar este 

aspecto y conocer si nuestro fragmento del promotor de WASP es activo en células 

hematopoyéticas pluripotenciales humanas (células procedentes de cordón umbilical de 

recién nacidos sanos y que por lo tanto expresan WASP), se realizó la construcción del 

vector WE, conteniendo dicho promotor seguido del gen eGFP. La expresión de eGFP 

fue detectada tanto en colonias mieloides como eritroides (Fig. 22a). La eficacia de la 

transducción con WE oscilaba entre el 30 y el 70% de colonias de diferentes linajes, tras 

una sola ronda de transducción a MOI de 2 (el MOI fue estimado en base a los títulos 

obtenidos en células HVS-WAS/1) (Fig. 22b).  
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FIGURA 19 

 
 

Restauración de podosomas de células dendríticas de ratones deficientes en WASP 
(WASP-KO) transducidas con los vectores WW. A) Células dendríticas de ratones 
normales (paneles de arriba) y de ratones WASP-KO (paneles de abajo) transducidas por el 
vector SEW a MOI de 10. Los podosomas se indican con flechas. B) Células dendríticas de 
ratones WASP-KO transducidas por SEWW (paneles arriba), SW (paneles del medio) y WW 
(paneles de abajo). C) Análisis cuantitativo de la formación de podosomas en células 
dendríticas normales transducidas por SEW y células dendríticas de ratones WASP-KO. 
Fotografías realizadas mediante microscopía confocal. Detección de eGFP paneles izquierdos 
figuras A y B. Tinción con faloidina y detección de F-actina, paneles centrales. Tinción con 
un anticuerpo anti-vinculina, paneles derechos.



 
 

 

 FIGURA 20 
 

 
 
Purificación de las células CD34+ procedentes de sangre de cordón umbilical de 
recién nacidos. Las células CD34+ se obtuvieron mediante inmunoselección 
positiva, con un anticuerpo monoclonal anti-CD34 conjugado con bolitas 
magnéticas (material y métodos). Se muestra la población control (panel superior 
izquierdo), eluido (panel derecho), y las células CD34 inmunoseleccionadas, 
localizadas en la región R3 (panel inferior). Los eluidos corresponden a la fracción 
celular que no fue retenida por las columnas. Detección de células CD34+ mediante 
citometría de flujo de las células de cordón umbilical teñidas con un anticuerpo 
monoclonal anti-CD34 marcado con ficoeritrina. 
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FIGURA 21 
 

 
Los vectores lentivirales transducen eficientemente las células progenitoras 
hematopoyéticas de ratón. Gráfica que representa el porcentaje de colonias derivadas de 
células Sca1+ procedentes de médula ósea transducidas a MOI = 1 por los vectores SEW 
(barra izquierda), SW (barra del centro) y WW (barra derecha). 

 

FIGURA 22 

 
El vector WE, conteniendo el promotor de WASP, dirige la expresión de eGFP en las 
células hematopoyéticas pluripotenciales humanas. Las células CD34+ se transdujeron 
con el vector WE a MOI 2. A) Imágenes de microscopía de fluorescencia de colonias 
individuales (BFU-E: unidad formadora “explosiva” eritroide; CFU-E, unidad formadora de 
colonias eritroides; CFU-G, granulocítica; CFU-GM, granulocítica y macrofágica; CFU-
GEMM, granulocítica, eritroide, macrofágica y megacariocítica). B) Recuento del número 
de colonias de cada linaje hematopoyético eGFP+ (barras oscuras) sobre las colonias eGFP-

(barras claras).  
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La terapia génica de inmunodeficiencias primarias se ha convertido en estos 

últimos años en una importante promesa terapéutica. La introducción del gen correcto 

en las células afectadas de los pacientes, podría llevar a la restaruración de los defectos 

de dichas células y a su curación. El sistema de vectores más idóneo para conseguir la 

modificación genética estable de las células diana son los vectores retrovirales, ya que 

se trata de vectores integrativos. Sin embargo, se necesita incrementar la seguridad 

biológica de los mismos para minimizar al máximo posible los riesgos que se derivan de 

su uso.  

El abordaje experimental de la terapia génica in vitro de inmunodeficiencias 

primarias de células T plantea el problema de la obtención de muestras directamente de 

pacientes debido a su escaso número. Por ello, se requiere un modelo celular que, 

manteniendo los defectos celulares manifestados en las células de los pacientes, pueda 

mantenerse en cultivo indefinidamente. Se ha descrito que las células T inmortalizadas 

con el Herpesvirus Saimiri (T-HVS) retienen las características de las células T de 

pacientes con WAS (Gallego y cols, 1997). Sin embargo, los diferentes sistemas 

utilizados hasta ahora para modificarlas genéticamente tales como la electroporación, la 

lipofección, o la transducción con vectores onco-retrovirales (nuestros datos) no han 

tenido éxito. Sin embargo, en esta tesis se demuestra que los vectores lentivirales son 

muy eficaces para transducir establemente las células T-HVS alcanzándose fácilmente 

un 80% de células eGFP+, tras una sola ronda de transducción. Por otro lado, los 

vectores onco-retrovirales son muy poco eficaces para transducir células T-HVS, 

mientras que sí son capaces de transducir eficientemente otros tipos celulares (Fig. 5 y 

6). 

En el curso de estas investigaciones observamos que, aunque la eficacia de los 

vectores lentivirales para transducir las células T-HVS es elevada, es consistentemente 

menor que la mostrada para otros tipos celulares. Esta restricción que muestran las 

células T-HVS puede ser debida a factores celulares intrínsecos de dichas células, o bien 

a interferencias con genes procedentes del HVS implicados en la inmortalización de las 

células T. Las células T primarias poseen diversos mecanismos capaces de inhibir la 

replicación del VIH-1 mediante el factor antiviral de linfocitos CD8 (Chang y cols, 

2003) o APOBEC3G (Mangeat y cols, 2003) y además las células T-HVS pueden ser 

infectadas por cepas naturales del VIH-1 (Bauer y cols, 1998; Vella y cols, 1999). Dado 

que los niveles de transducción alcanzados en células T primarias y T-HVS (Fig. 9) son 
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similares, nuestra hipótesis actual es que la restricción de las células T-HVS parece ser 

debida a factores intrínsecos presentes en las células T primarias.  

En otros casos de restricción a la transducción, se ha demostrado que el cambio 

de envuelta utilizada por los vectores supera la restricción de un tipo celular 

determinado (Haynes y cols, 2003; Verhoeyen y Cosset, 2004). De hecho, la envuelta 

del vector determina su capacidad para infectar un determinado tipo celular (Weiss y 

Tailor, 1995; Vicenzi y cols, 1999), por lo que la restricción observada podría ser 

debida a la existencia de niveles reducidos del receptor de VSV-g en las células T-HVS. 

Por lo tanto, nos propusimos utilizar una envuelta diferente a VSV-g que se incorpore 

adecuadamente a los vectores lentivirales y les confiriese un amplio tropismo, tal y 

como ocurre con la envuelta del virus LCMV (Miletic y cols, 1999; Sandrin y cols, 

2002). Sin embargo, el uso de esta envuelta no logró superar la restricción que 

presentaban las células T-HVS a la transducción por vectores lentivirales (Fig. 8), 

indicando que la restricción no está a nivel de la entrada, sino probablemente es 

consecuencia de la interacción con factores que están presentes tanto en células T-HVS 

como en linfocitos T primarios. 

 Estos primeros datos suponen un importante avance en el área de la biología 

celular y molecular, porque demuestran que mediante un sistema de vectores lentivirales 

se consigue la modificación genética estable y eficaz de las células T-HVS, procedentes 

tanto de individuos normales como de pacientes inmunodeficientes. Estos individuos 

padecían Síndrome de Wiskott-Aldrich y SCID. No obstante, existen muchas más 

inmunodeficiencias primarias de células T, como las provocadas por mutaciones en los 

genes RAG2, JAK3, IL7Ra y CD3γ, entre otras y enfermedades como el SIDA o el 

lupus, en las que a partir de la sangre obtenida de los pacientes podrían derivarse nuevas 

líneas T-HVS, las cuales también podrían ser modificadas eficientemente con vectores 

lentivirales. La consecuencia más importante que se deriva de ello es la posibilidad de 

llevar a cabo estudios in vitro de terapia génica con estas líneas, dirigidos a lograr la 

restauración de los defectos celulares provocados por la patología. Igualmente, la 

disponibilidad de células T-HVS modificadas con genes concretos podría ser un 

elemento útil para diseñar dianas terapéuticas en enfermedades complejas en las que se 

afecten los mecanismos de transducción de señales de activación, como es el caso del 

lupus.  

Las inmunodeficiencias primarias han servido como instrumento (como modelo 

natural de inactivación de genes) para conocer las funciones de los genes implicados en 
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las mismas. Siguiendo un mismo planteamiento, las líneas T-HVS ofrecen una 

perspectiva interesante para realizar estudios de investigación básica. En los vectores 

lentivirales podrían introducirse secuencias de ARN de interferencia (ARNi) con el 

objeto de inhibir la expresión de determinados genes y estudiar su efecto. 

En nuestro caso, hemos utilizado las líneas célulares T-HVS derivadas de 

pacientes WAS para estudiar el grado de seguridad biológica de los vectores lentivirales 

y su capacidad de reconstitución de los defectos celulares manifestados en las células T 

de pacientes WAS, mediante la expresión de novo de WASP en dichas células. 

 La expresión de WASP está limitada a las células hematopoyéticas, incluidos los 

progenitores y las células troncales (Stewart y cols, 1996; Parolini y cols, 1997). Este 

patrón de expresión de WASP está determinado por secuencias reguladoras presentes en 

su promotor (Petrella y cols, 1998). La terapia génica más idónea de inmunodeficiencias 

primarias, en la que el gen afectado se expresa en todos los linajes hematopoyéticos, 

consistiría en la modificación de las células hematopoyéticas pluripotenciales, porque se 

aseguraría la presencia del transgén en todos los linajes. No obstante, células 

procedentes de médula ósea purificadas mediante selección con CD34+ o Lin– han dado 

lugar a células no hematopoyéticos, mediante los procesos de fusión, 

transdiferenciación o debido a la presencia de células pluripotenciales que pueden 

derivarse a diferentes tejidos (Lagasse y cols, 2000; Krause y cols, 2001; Donnelly y 

Krause, 2001; Orkin y Zon, 2002; Camargo y cols, 2003; Camargo y cols, 2004). Por lo 

tanto, la transducción de células CD34+ implica la posible expresión del gen terapéutico 

en células no hematopoyéticas. La expresión ectópica del transgén en estas células 

podría tener efectos tóxicos y comprometer el éxito de la terapia (Baum y cols, 2003). 

Así pues, se necesita desarrollar un vector capaz de dirigir la expresión específica de 

tejido de los genes terapéuticos.  

Por este motivo, se estudió un vector lentiviral que incorporaba una región 

proximal de 500 pb del promotor proximal de WASP que dirigía la expresión del gen 

WASP, llamado WW. Según nuestros resultados, la expresión de WASP dirigida por el 

fragmento del promotor endógeno de WASP obtuvo un diferencial de expresión entre 

células hematopoyéticas y no hematopoyéticas de entre 135 a 350 veces (Fig. 12b). Es 

importante destacar que la expresión de WASP en las células no hematopoyéticas es 

prácticamente indetectable, aunque éstas contengan más de cinco copias de vector por 

célula (Fig. 13). Este diferencial es aproximadamente 15 veces mayor que el obtenido 

en los estudios de Petrella y col (Petrella y cols, 1998) y es de casi 80 veces más que el 
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diferencial obtenido por Dupre y col, en observaciones realizadas simultáneamente a las 

nuestras (Dupre y cols, 2004). En los ensayos de Dupre y col demuestran expresión 

específica de tejido de eGFP precedida por un fragmento de 1580 pb del promotor de 

WASP, mientras que nosotros hemos demostrado la expresión tejido-específica de 

WASP, determinando los niveles de proteína WASP. Hemos observado que la elevada 

restricción de la expresión que ocurre con WASP no se observa con eGFP 

(observaciones de Dupre y nuestros datos). Por lo tanto, se plantea la hipótesis de que 

pueda existir algún mecanismo de regulación a nivel transcripcional, post-

transcripcional o post-traduccional, debido a la presencia del transgén WASP en el 

vector. Actualmente, dicha hipótesis está siendo investigada en nuestro laboratorio.  

El incremento de la seguridad biológica de los vectores lentivirales no sólo 

requiere la expresión tejido-específica del transgén. Para que dicha expresión sea lo más 

fisiológica posible, se requiere obtener un nivel de proteína terapéutica en las células 

diana similar al nivel de las células normales. Puesto que las integraciones del vector al 

azar representan entre otros, un serio riesgo de oncogénesis (Hacein-Bey-Abina y cols, 

2003; Gaspar y Thrasher, 2005), sería deseable obtener niveles fisiológicos de la 

proteína con el menor número posible de copias del vector por célula, a fin de reducir 

las posibilidades de transformación. Integraciones en zonas de transcripción de 

oncogenes podrían favorecer su activación y por ende el desarrollo de tumores (Hacein-

Bey-Abina y cols, 2003). Nuestros resultados demuestran que para lograr niveles 

fisiológicos se necesita un bajo número de integraciones del vector WW por célula. Con 

una copia se obtiene aproximadamente la mitad del nivel de expresión fisiológico de 

WASP y con 2 integraciones se consigue alcanzar dicho nivel (Fig. 14). En ambos 

casos, la expresión de WASP lograda con el vector WW es suficiente para que las 

células T WASP+ manifiesten una ventaja selectiva de crecimiento (Fig. 15) sobre las 

células T WASP–. Estos datos son semejantes a los descritos anteriormente en dos 

pacientes WAS en los que ocurrieron sendas reversiones espontáneas (Ariga y cols, 

2001; Wada y cols, 2001), y en otros modelos de células WASP+ activadas mediante 

CD3 (Lutskiy y cols, 2002; Strom y cols, 2003a).  

Por lo tanto, los datos presentados demuestran que mediante la incorporación de 

un fragmento del promotor proximal de WASP, en el contexto de un vector lentiviral, se 

consigue que la expresión de dicho gen sea regulada de forma fisiológica. El análisis del 

grado de restauración alcanzado en las células T-HVS y T-ALO procedentes de 

pacientes WAS, modificadas con WW, indicará la validez terapéutica de este vector. 
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En el Síndrome de Wiskott-Aldrich, las células T son incapaces de responder a 

estímulos procedentes a través del complejo TCR/CD3, teniendo severamente afectada 

su capacidad de proliferación así como de reorganización del citoesqueleto de actina. 

Dichas células manifiestan una morfología anormal y la mayor parte de ellas carece de 

microvellosidades en su superficie (Gallego y cols, 1997). Durante la realización de esta 

tesis, otros grupos han realizado diversas aproximaciones a la terapia génica de WAS. 

Se ha demostrado la reconstitución funcional de las células T primarias in vitro e in 

vivo, con vectores onco-retrovirales, mediante ensayos de activación mediada por CD3 

analizando la capacidad de proliferación y reorganización del citoesqueleto de actina 

(Wada y cols, 2002; Klein y cols, 2003; Strom y cols, 2003a). Nuestros datos también 

demuestran que la expresión de WASP de novo en las células T de pacientes 

transducidas con el vector lentiviral WW condujo a la reconstitución funcional de 

dichas células (Figs. 16 y 17) y, por primera vez, a la reconstitución de los defectos 

morfológicos de la superficie celular (Fig. 18). Adicionalmente, la reconstitución de los 

defectos celulares de WAS mediante el vector WW se demostró en otro tipo celular 

diferente a las células T. Nuestros resultados muestran que células dendríticas de 

ratones WASP-KO, transducidas con WW, recuperaron la capacidad de formación de 

podosomas (Fig. 19). Estos resultados, junto con la ventaja selectiva de crecimiento 

mostrada por las células modificadas (Fig. 15), demuestran que la proteína WASP es 

funcional, dotando a las células afectadas de las características funcionales y 

morfológicas de las células sanas. 

Las aproximaciones en terapia génica de WAS realizadas hasta ahora, han sido 

enfocadas en evaluar el efecto terapéutico de WASP, más que en la regulación de la 

expresión del transgén. Wada, Strom y Klein, han utilizado vectores onco-retrovirales 

donde la expresión de WASP está dirigida por la LTR del vector MLV y por el 

promotor del CMV, que son promotores no humanos y constitutivos, y por lo tanto 

elementos no adecuados para dirigir la expresión regulada de WASP (Wada y cols, 

2002; Strom y cols, 2003b; Strom y cols, 2003a; Klein y cols, 2003). En el último año 

se han realizado dos estudios en los que han utilizado vectores lentivirales. El estudio de 

Charrier y col., en el cual la expresión de WASP está dirigida por el promotor de la 

PGK1 de humano (Charrier y cols, 2004), y el estudio de Dupre, previamente 

comentado. Sin embargo, nuestro grupo ha sido el primero en evaluar el nivel de 

proteína obtenido tras la expresión del gen WASP dirigida por un fragmento del 

promotor proximal de WASP. Dicho examen ha servido para demostrar que la expresión 
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obtenida con el vector WW es fisiológica y suficiente para lograr restaurar los defectos 

celulares de las células de pacientes WAS in vitro.  

Como se ha discutido previamente, las células hematopoyéticas pluripotenciales 

son las células diana más idóneas para terapia génica de inmunodeficiencias primarias. 

Sin embargo, su modificación genética es difícil debido a su bajo grado de 

permisividad. No obstante, el uso de vectores lentivirales permite superar esta 

restricción, lográndose una modificación eficiente de las células hematopoyéticas 

pluripotenciales (Naldini y cols, 1996; Demaison y cols, 2002). Nuestros datos 

demuestran que los vectores lentivirales transducen eficientemente dichas células (Figs. 

20 y 21). El vector utilizado para modificar las células pluripotenciales humanas 

contiene el gen eGFP (vector WE) puesto que son células procedentes de individuos 

sanos y por lo tanto expresan WASP. Tras la diferenciación de dichas células a las 

diferentes estirpes hematopoyéticas, la expresión de eGFP se mantiene en todas ellas, 

mostrando por primera vez que el promotor de WASP en nuestros vectores es activo en 

todos los linajes. Sin embargo se deben realizar más ensayos en este sentido, y analizar 

si existe silenciamiento de la expresión del transgén tras la diferenciación de los 

progenitores hematopoyéticos a los distintos linajes, y de darse, analizar en qué grado. 

Las células pluripotenciales hematopoyéticas durante su diferenciación, sufren una 

modificación en el patrón de expresión génica como consecuencia de la reorganización 

de su material genético (Williams y cols, 1986; Fisher, 2002), que además puede ocurrir 

después de una pre-selección de las células hematopoyéticas pluripotenciales 

seleccionadas que expresaban el transgén (Kalberer y cols, 2000; Barquinero y cols, 

2000). En las células pluripotenciales modificadas, este cambio en el patrón de 

expresión podría silenciar la expresión del transgén terapéutico en diferentes linajes.  

A raíz de este trabajo, surgen nuevas cuestiones que serán tratadas en el trabajo 

futuro de nuestro laboratorio. Queda resolver por qué la expresión de eGFP dirigida por 

el promotor WASP no está tan restringida en las células no hematopoyéticas, como lo 

está la expresión de WASP. Aunque se haya logrado la expresión fisiológica de WASP 

con bajo número de copias de vector por célula, las integraciones al azar siguen 

representando un problema. Una posible solución sería incorporar a los vectores 

secuencias de poliadenilación más eficaces, que impidan que la transcripción del 

transgén continúe corriente abajo (Zaiss y cols, 2002), así como introducir secuencias 

aisladoras (HS4) que aislen el cassette de expresión del vector del entorno donde se ha 

integrado (Recillas-Targa y cols, 2002).  
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  Por lo tanto, el vector WW, de entre los que existen actualmente, es el que ofrece 

una mayor seguridad biológica para terapia génica de WAS, planteándose la posibilidad 

de poder ser utilizado en ensayos clínicos. Una última propuesta, es que este vector 

podría ser utilizado para la expresión de genes hematopoyéticos diferentes a WASP, que 

teniendo un patrón de expresión similar, harían posible el tratamiento de otras 

inmunodeficiencias primarias.  
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1.- Los vectores lentivirales transducen eficientemente las células T inmortalizadas con 

el Herpesvirus Saimiri, permitiendo su uso como modelo celular para el estudio de 

terapia génica de WAS y otras inmunodeficiencias.  

 

2.- Las células T inmortalizadas con el Herpesvirus Saimiri comparten con las células T 

periféricas y las células T primarias alo-específicas su resistencia a ser modificadas 

genéticamente. 

 

3.- La expresión de WASP en las células transducidas por los vectores lentivirales WW 

está restringida a las células de origen hematopoyético, alcanzándose en ellas niveles de 

la proteína terapéutica similares a los niveles de WASP presentes en células normales. 

 

4.- La expresión de WASP en las células T deficientes en WASP transducidas con el 

vector WW restaura los defectos celulares y funcionales característicos del Síndrome de 

Wiskott-Aldrich. 

 

5.- Las células hematopoyéticas pluripotenciales humanas transducidas con vectores 

lentivirales conteniendo un fragmento del promotor proximal de WASP mantienen la 

expresión del transgén tras su diferenciación a los linajes mieloides y linfoides.  
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