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1.- INMUNODEFICIENCIAS PRIMARIAS

1.a. Generalidades: tratamientos actuales

Las inmunodeficiencias primarias (IPs) son enfeaded causadas por
mutaciones en genes no redundantes que afectaactiviaad y/o desarrollo del
sistema inmunoldgico, asi como en el resto de elmmedel mismo. Las IPs
abarcan defectos en células B y T, desordenesfagdaitosis o deficiencias en el
complemento, entre otros. La gravedad de estasopgé&ie depende directamente
de los tipos celulares y del nivel del desarrofitular que se vean afectados por la
mutacion. Las células que forman parte de los coepes especificos e
inespecificos de la respuesta inmune proceden de ciulas troncales
pluripotentes que dan origen a células progenitoraléipotentes; estas, a su vez,
son las precursoras de los diferentes tipos celulaematopoyéticos existentes.
Cada uno de los pasos de las células progenitoralsoamino a su diferenciacion
puede ser alterado por las condiciones genétieasbientales.

Actualmente, el tratamiento de las IPs se basd tasplante de médula
Osea. El primer trasplante de médula ésea llevaciba con éxito en humanos
tuvo lugar en 1968 en tres pacientes con IPs [lifabte estos 40 afios se han
producido grandes progresos en este campo, pendotiel desarrollo de
procedimientos mas seguros y eficaces. Estos avamdeyen la caracterizacion
inmunologica de los tejidos, permitiendo determiteaicompatibilidad entre el
donante y el receptor, el desarrollo de técnicas posibilitan regimenes de
condicionamiento, previos al trasplante, medianteuimgpterapia o0
inmunosupresion y el establecimiento de registtesdonantes que facilitan y
amplian la oportunidad de hallar donantes compatibAsimismo, también han
sido de gran importancia los avances que se lwugido en el conocimiento de
las bases genéticas de la mayoria de las IPs, tpmrda el diagndstico temprano
de las mismas.

El trasplante de meédula es un procedimiento quesisten en la
transferencia de una médula 6sea sana a un pacigygemédula ésea no esta
funcionando apropiadamente. Dicho trasplante tiemeantes en funcion del

donante y de la similitud con el HLA del receptht.donante ideal seria un



hermano compatible con HLA idéntico, a continuadidnfamiliar que comparta
un solo haplotipo del sistema HLA (trasplante higotico) y por ultimo un
donante no emparentado compatible.

El condicionamiento del receptor antes del tragplas necesario si existe
una inmunidad residual de linfocitos T (inmunodeficias combinadas y
enfermedades relacionadas con la alteracion dadacitosis) para prevenir la
enfermedad injerto frente al huésped (GVHD) [2].sL@rotocolos de
condicionamiento han de asegurar la duracion degdlamte con la menor
toxicidad posible [3]. Se ha observado, en el cdsola Inmunodeficiencia
combinada severa (SCID), que la tasa de supervavelgclos trasplantes es del
80% en condiciones no mieoloablativas, aun cuareloresurre a donantes
haploidénticos (como el padre). Sin embargo, laumoareconstitucion a largo
plazo es solo parcial, sobre todo en el caso dardes con HLA no idéntico.
Como consecuencia, se producen infecciones opstasni GVHD croénica,
procesos autoinmunes y la muerte [4]. Actualmerge tiende a realizar
condicionamiento de intensidad reducida, que ceallana mayor actividad
inmunosupresora y una reduccion de la mielo-toatid5]. En el caso del
Sindrome de Wiskott Aldrich (WAS), la mutacion dein dewASafecta al linaje
linfoide y mieloide, de modo que es necesario umdmonamiento
mioeloablativo para la correccion de la inmunodeficia. Ademas, en el caso de
WAS encontramos que, a pesar de que el traspléemga éxito, el recurrir a
donantes no relacionados puede conducir al dekad®Icitopenias autoinmunes,
particularmente durante el primer afio del trasplamat pesar de que no se
produzca GVHD [3]. Respecto al Sindrome de Hig#f ligado al cromosoma X
(XHIM), hay menos datos publicados en relacionsatilasplantes de medula 6sea.
Se estima que la supervivencia de los pacientés @stre un 40-50%, aunque un
elevado numero de paciente desarrollaron neutrapetafios pulmonares y
disfunciones hepaticas. El prondstico de supereizeny calidad de vida en el
caso de la Enfermedad Cronica Granulomatosa lighdeomosoma X (X-CGD)
es variable. Se han obtenido resultados clinicazlertes [6] en casos de
trasplantes con donante de HLA idéntico y régimen abndicionamiento

mioeloablativo, incluso en pacientes con infeccsopee-existentes serias. Sin

10



embargo, en los ensayos con regimenes de conditi@n® menos intenso se
observan tasas de supervivencia del transplantene®(8].

En resumen, el éxito del trasplante de médula vse@adepender de [2, 3]:

a) El diagnostico temprano y la realizacion predet transplante, que
conllevan, en general, un mejor pronéstico parpagiente. Por ejemplo, en el
caso de pacientes de SCID el trasplante tiene ifas de mayor éxito cuando
éste es realizado entre los tres y seis primeragsde vida, incluso con donantes
no idénticos [7-9]. En el caso de WAS, el éxito tighsplante es sustancialmente
mayor si se realiza por debajo de los cinco afiesddd [10, 11].

b) El grado de compatibilidad del donante y el ptae

c) El régimen de condicionamiento previo al trasfda

Ademas del trasplante de médula Osea, los pacignteden recibir
tratamientos paliativos como la administraciéon denunoglobulinas (lgs)
intravenosas o0 subcutaneas [12]. El tratamientoiang®l Igs intravenosas se
caracteriza por su facil administracion a grandesisi su rapido tiempo de
accion, la ausencia de protedlisis del product garencia de dolor [13]. Las Igs
suministradas son obtenidas a partir de suercahampresentando una vida
media de 18 a 25 dias e incluyen todas las sulscldselgGs, con minima
actividad frente al complemento [14]. Este tratanttereduce la sintomatologia
del paciente, neutraliza la accion de agentes ¢rdsos, modula y potencia la
respuesta inmune y favorece la fagocitosis. Sinragdy la dosis necesaria para
mantener a un paciente sin sintomas depende deevaridad de la
inmunodeficiencia. Se han descrito efectos secioslafcefaleas, nauseas,
vomitos, rigor, dolor abdominal y en articulaciones el 5-15% de los casos, y
reacciones severas en el caso de pacientes caedeias en subclases de IgG
con deficiencia de IgA y/o anticuerpos anti-IgA [5-17]. Una alternativa a las
Igs intravenosas es el suministro de las mismasamtedinyeccion subcutanea a
nivel abdominal o en el muslo. La ventaja frentea administracion intravenosa
es la posibilidad de que el paciente pueda sumanigtia por si solo, lo que
permite una mayor independencia del hospital, raapw la calidad de vida del

mismo [18]. La inyeccion suele ser tolerada bietag/ reacciones locales son
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minimas, incluyendo eritema y/o dolor; con reacefonsistémicas poco
frecuentes. La dosis usada es la misma que enmrmigtracion intravenosa, pero
repartida semanalmente. Estudios comparativos eidre administracion

intravenosa y subcutanea no han encontrado difeses@nificativas respecto a
la eficiencia y seguridad de las mismas [2], poqle ésta es una alternativa
terapéutica que en la actualidad estd claramemeadgaterreno. Ademas, el
sistema de inyeccidn subcutanea sirve en ocasgmmaes alternativa al suministro
intravenoso cuando en el paciente hay dificil azcedas venas o cuando se

produce un episodio de meningitis tras el uso dengavenosas [2].

1.b. Situacion actual de la terapia génica

En palabras de Levine y Friedmann [19] la terag@aiga consiste en “la
produccion de una sustancia clinicamenteinditlivo mediante la introduccion de
un gen o células modificadas genéticamente, paxéarallas enfermedades
humanas” [19]. En 1972, los estudios de FriedmaRwolyin con ARN y ADN de
virus tumorales, capaces de transferir su matgeaético a determinadas células,
establecieron los elementos tedricos basicos pagstablecimiento de la terapia
génica [20]. Posteriormente, la aplicacion de taddogia del ADN recombinante
para la transferencia de material genético poovetrs, tantoin vitro comoin
vivo [21], determiné que a finales de la década de8ldsse considerase la
posibilidad de transferir genes a células con pp® curativos. Esto condujo al
inicio de los primeros experimentos de terapia ggncon el objetivo inicial
puesto en las enfermedades de tipo hereditariziafoente se han descrito unas
4.000 enfermedades hereditarias, de las cualesasuchestan aun caracterizadas
molecularmente. Dentro del grupo de las enfermexdadereditarias, las
monogeénicas, causadas por mutaciones en un solp gea siguen un patrén de
herencia mendeliana, son las mas facilmente tesapbr terapia génica. Sin
embargo, la terapia génica también es una impertaternativa para
enfermedades que no son hereditarias estrictamamsio que no afectan a la
linea germinal, pero si tienen un componente geméfprocesos tumorales,
enfermedades de tipo vascular y enfermedades ioga&c[22]. En este momento

se han iniciado mas de 1200 ensayos clinicos, declmles unos 200 se
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encuentran en fase Il y 32 en fase Ill. Como sestnaien la figura 1 (obtenida de
la base de datos global de ensayos clinicos epideggnica mantenida por la

revistaThe Journal of Gene Medicinéttp://www.wiley.co.uk/genmed/clinichl

el 65,2% de los ensayos clinicos se centran ersdrbllo de nuevas terapias
para el tratamiento del cancer, seguido de los yessarientados a las
enfermedades cardiovasculares, monogénicas e imdasc que constituye el

9,3%, 8,2% y 7,6% de los ensayos, respectivamente.

Indications Addressed by Gene Therapy Clinical Trials "'-J_}~

Cancer diseases 65.2% (n=%60)
Cardiovascular diseases 2.3% (n=137)
Meonogenic diseases 8.2% (n=120)
Infectious diseases 7.6% (n=112)
MNeurological diseases 1.2% (n=17)
Ocular diseases 0.8% (n=12)

Other diseases 2.2% (n=32)

Gene marking 3.4% (n=50)

Healthy volunteers 2.2% (n=32)

o000 0O0GS®

The lournal of Gene Medicine, © 2008 lohn Wilzy and Sons Lid wwrw, wiley.co. uk/ genmed /clinical

Figura 1. Ensayos clinicos de terapia génica por tipo de emfedad Los ensayos orientados a
nuevas estrategias para el tratamiento del cancepao el primer lugar, seguidos de las
enfermedades cardiovasculares, enfermedades macagéy enfermedades infecciosas. Las
enfermedades neuroldgicas y oculares, junto cogrgbo de otras enfermedades ocupan las
Gltimas posiciones. Informacion obtenida de la bdealatos de la revistehe Journal of Gene
Medicine(http://www.wiley.co.uk/genmed/clinicpl

Actualmente las estrategias de terapia génicaefrantancer se agrupan
en dos tipos: métodos directos, para corregiraltlesacion génica concreta en las
células tumorales y métodos indirectos, que trat@nestimular la inmunidad
antitumoral de los pacientes o la eficacia antiiahae otras modalidades

terapéuticas como la quimioterapia o la radioter§®is-25].
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-Métodos directos:

1) Inactivacién de oncogenes. Mediante técnicaspguenitan el bloqueo
especifico de la expresion de un oncogén. Los amaxyde la
familia ras han sido frecuentemente utilizados como diana para
interrumpir el desarrollo tumoral. Dos técnicasdamentales han
sido usadas: el ADN y ARN antisentido y las ribcaef26, 27].

2) El reemplazamiento de genes supresores de tamaedisfuncion de
los genes supresores de tumores conduce al désareolplasico,
por lo que en este tipo de alteracibn se puederriecal
reemplazamiento genético mediante la transferemieiana copia
del gen normal a las células tumorales, permitieagiaestablecer
la funcion perdida; por ejemplo, un numero impddarde
protocolos se basan en la transferencip®®normal mediante
retrovirus y adenovirus recombinantes [28, 29].

3) Transferencia de genes inductores de la ap@ptbaiinactivacion de
las rutas pro-apoptoticas es fundamental paranerogénesis y
puede ser responsable de la resistencia de losrdane los
tratamientos. La estrategia basada en la transiarde genes pro-
apoptéticos a las células tumorales, se ha codeegn una
herramienta importante en el desarrollo de teragfiagentes frente
al cancer. Los genes transferidos incluyleas ligando, Fas,
FADD, caspasa-8 p33ING1, p73alpha, Bax, Apaf-1,paas-9,
IkappaBdN, caspase-Bcl-2y Bcl-X(L)[30, 31].

-Métodos indirectos:

1) Terapia mediante genes suicidas. Esta técniaasiste en la
transferencia a las células tumorales de un gen puyducto es
capaz de metabolizar un farmaco inactivo y comler@n un
derivado toxico que mata las células en las quesero [32, 33].

2) La terapia mediante genes que incrementan isteesia de las células
hematopoyéticas a farmacos citotoxicos. La téceecdasa en la

transferencia del geMlDR1 ex vivoa células de la médula 6sea, y
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luego transferirlas de nuevo a los pacientes [34, Bl producto

del genMDR1 es una glicoproteina localizada en la membrana
celular, que bombea los agentes citotoxicos alriextale las
células [36], protegiendo a las células hematojpcg®tdel efecto
toxico que causarian dosis de agentes quimiotetiapgu
superiores a las normales.

3) La inmunoterapia genética. Se basa en la estoidul de la respuesta
inmune del paciente frente al tumor primario o &des lesiones
metastasicas. Para esto se modifican genéticantemteélulas
tumorales, los linfocitos T o las células dendagit¢ransfiriéendole
genes cuya expresion resulte en un incremento deslauesta
inmune. Para estimular el sistema inmune se puatlkrar los
genes que codifican para citocinas (IL-2, IL-4,71L-12, 1L-18,
IFN-y, TNF-n, etc. [37, 38]), moléculas de membrana que
participan en la coestimulacion de los linfocitepecificos (CD80,
CD40, ICAM-1, etc.) o el propio antigeno tumoralnmedo de
vacuna (alfafetoproteina, antigeno carcinoembrionantigeno
especifico de préstata, MAGE-1,MUC-1, MART-1, ¢89, 40]).

1.c. Terapia génica de inmunodeficiencias primarias

1l.c.1. Logros actuales de la terapia génica en lasmunodeficiencias

primarias

Como se ha dicho anteriormente, solamente el tasplkde médula 6sea
idéntico permite alcanzar la curacion de los pdegewon IPs, aunque el 27% de
los mismos desarrollan anormalidades tanto endasrgomo neuroldgicas. El
resto de los tratamientos son sélo paliativos.tA kay que sumar la dificultad de
encontrar donantes de médula 0sea idénticos. Atdesguacion, la terapia genica
aparece como un tratamiento alternativo paraRas mediante la insercion del
gen correcto en las células hematopoyéticas tremqddSCs) del paciente [41,
42]. Los vectores usados con este fin han de segrativos en el ADN de las

HSCs con el objetivo de que el transgen se expnesesolo en la célula
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transducida, sino en toda su progenie. Esta nexksid confronta con las dos
principales limitaciones de la terapia génica ercahpo de las IPs: la baja
eficiencia de transduccion de las HSCs (caracigizgor ser muy restrictivas a
la transduccion), y la potencialmente elevada gemdtlad derivada de la
integracion aleatoria de los vectores retrovirales.

El primer ensayo clinico de terapia génica conoésé llevd a cabo en
Francia [43] por el grupo de Alain Fischer. Congish la transduccion de células
HSCs de pacientes de Inmunodeficiencia combinadaradigada al cromosoma
X (SCID-X1) con vectores MLV para la expresion eata del gen de la cadena
gamma del receptor de citoquing)(en condiciones no mieloablativas. Entre
1999 y 2002 este ensayo de terapia génica incluy@ m@nos [44], de los cuales
en 9 se pudo detectar la correccion del geen linfocitos T y células NK. En 7
de los 9 pacientes, el recuento celular alcanziresinormales al cabo de los tres
meses, manteniéndose sin cambios hasta la fecHas Btros dos pacientes sélo
se produjo una reconstitucion parcial de las cglilaprobablemente porque se
transfiri6 un nimero insuficiente de células CD34". El segundo ensayo de
terapia génica en SCID-X1 se llevo a cabo en ehd&é&inido [45], donde se
trataron 4 pacientes, en los que los progenitoi®34Cde médula 6sea fueron
transducidosex vivqg para su posterior reinfusion en los mismos. Be easo
tampoco se llevo a cabo un condicionamiento preidos pacientes mediante
quimioterapia. Todos los pacientes mostraron ungormesustancial a nivel
celular, humoral y de su estado clinico general, Aasta hoy, 17 de los 20
pacientes sometidos a terapia génica han sidadts con éxito [46].Los
resultados indican que estos pacientes sometidterapia génica tienen un
sistema inmunoldégico funcional que les permitedlewyna vida normal y sana sin
necesidad de otros tratamientos. A pesar de edle, lés pacientes del ensayo
francés y uno del ensayo inglés desarrollaron haiecéee tipo oligoclonal al cabo
de 3-6 afos. Este efecto indeseado ha sido reknocon la expresion aberrante
de oncogenes (como por ejemp®lO2), inducida por la integracion del vector
retroviral en las proximidades de los mismos [4Hste sindrome
linfoproliferativo fue fatal para uno de los pade&s) mientras que en los cuatro

restantes la leucemia fue tratada con éxito mesligimioterapia, logrando
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mantener las funciones inmunes normales tras &ntranto de la misma [46].
Las condiciones de los ensayos clinicos de teggmi&ca realizados en el caso de
la inmunodeficiencia combinada severa con deficgenle adenosin deaminasa
(SCID-ADA) fueron muy similares a las usadas engasientes de SCID, pero
requerian condiciones parciales de mieloablaci@vias a la terapia [48]. La
inmunodeficiencia fue corregida de forma total acf@ en los 13 pacientes
tratados [46, 48, 49]. Es importante remarcar quéiferencia de de los ensayos
realizados en SCID-X1, no se han observado efesgtosndarios en los pacientes
de SCID-ADA tratados con terapia génica. Akttial [50] analizaron con detalle
los sitios de insercion preferentes de vectores MIDA en las HSCs,
encontrando preferencia por sitios proximos a oageg y genes controladores de
factores de crecimiento celular, incluyendoLilO2. Pero, en este caso, las
integraciones no estan asociadas con selecciorpansdn clonain vivo. Los
autores proponen que la diferencia entre SCID-X$GID-ADA puede estar
relacionada con quADA es un gen de expresion constitutiva, mientrasygue
puede tener una funcién como oncogén al ser uptcpotencial de factores de
crecimiento. Sin embargo, a pesar de los buenostades obtenidos en el caso
de SCID-ADA, el hecho de que estos ensayos sezaeafi con vectores MLV,
como en SCID, mantiene la incertidumbre acerca rtedgo potencial de
transformacion a medio-largo plazo.

Por otra parte, desde 1997 se han llevado a calms wmnsayos clinicos de
terapia génica para X-CGD, enfermedad causada ptaciones que producen la
ausencia o mal funcionamiento de la NADPH de ldglas fagociticas [51]. Los
estudios iniciales con vectores retrovirales par&rdnsduccion de HSCs dieron
malos resultados debido a que en las células ddaetp expresion del transgen
era baja y poco duradera [52]. Recientemente seoh@pletado un pequeiio
ensayo clinico en dos adultos para corregir X-C@&ando un vector retroviral en
el que la expresion del transgen esta dirigidag)dtTR del friend mink cell
spleen focus-forming virysnuy activo en HSCs y progenitores mieloides. Se
observé6 un importante nimero de fagocitos que habiecuperado la
funcionalidad; sin embargo, también observaron inesperada inestabilidad

cromosomica de las células modificadas por la ai&erretroviral en los genes
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MDS1-EVI1 PRDM16y SETBP1que condujo a la expansiéon de las células que
presentaban el gen modificado. Esta expansion Ictomarié principalmente a
nivel de los precursores mielogénicos inmadurosy pe se detectaron leucemias
en los pacientes a pesar de que la activacion tds genes, producida por la
insercion del vector, estda relacionada con pradenes descontroladas,
hematopoyesis anormal y, eventualmente leucemipspP@& otra parte, los
efectos terapéuticos del transgen se perdieronabb ae dos afios como
consecuencia de la metilacion de las zonas ricalCg@, conduciendo al
silenciamiento del transgen. Ademas, se demostdajmetilacion en las zonas
CpG afectaba al promotor, pero no a la activieatlancerdel LTR viral, de
modo que la alteracion de la expresion de los gétieS1-EVI]L PRDM16 y
SETBP1se mantenia en ausencia de la expresion del @artsginterés. Uno de
los pacientes murié al cabo de dos afios y medimatiemiento por sepsis [53].
Recientemente se han realizado un estudio simml@aeientes de 5 y 8 afos, con
resultados inicialmente positivos, pero de nuev@meelujo silenciamiento del
transgen al cabo de 1 o 2 afios.

En el caso de WAS, de la enfermedad de Bruton onenggglobulemia
ligada al X (XLA) y de XHIM-1 los ensayos de teraménica se encuentran en
fase pre-clinica (ver Tabla 1). La deficiencia d&SVse ha logrado corregim
vitro [54-59] ein vivo, en ratones deficientes para WAS, que han satados
con éxito mediante la infusion de HSCs transducicias vectores MLV. El
resultado ha sido la restauracion de la proteioageccion de los defectos del
citoesqueleto y activacion celular e inflamacié®-f@8!]. Esto ha conducido al
grupo del Dr. Klein a iniciar el primer ensayo @ con WAS, del que se
conocen datos preliminares presentados como coauiOES en congresos, pero
del que aun no hay datos publicados. En el caséLée los ensayos de terapia
génica se limitan a modelos animales con ratonfsietdges en Btk y/o Tec, que
simulan los distintos grados de severidad que ptexter la enfermedad [65-67].
A partir de estos modelos se ha podido observaiqgirél los ensayos de terapia
génica en pacientes con grado medio de la enfedmealéengan éxito debido a la
falta de ventaja selectiva de las células recand#is. Sin embargo, en el resto de
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Tabla 1. Inmunodeficiencias primarias (IPs) en las que lasug se han realizado ensayos de terapia génica.

Enfermedad Vector Resultados Efectos secundarios Meas
IP con datos SCID-X1 Vectores basados erCura de 17 de los 20 pacienteBesarrollo de leucemias:Vector gamma-retroviral SIN
sobre ensayos MLV, dirigidos a tratados [43, 44, 49]. Sistemalesregulacién de oncogenes etlirigidos por promotores humanos
clinicos través de los LTRs  inmune completamente funcional las células diana, debido a 1470].

fuerte actividacenhancerde los Vectores lentivirales SIN UCOE [71]
LTRs de los vectores MLV [68,

69]
SCID- ADA Vectores basados erCura de 13 de los 13 pacienteSin efectos adversos. Vectores lentivirales SINijgidios
MLV, dirigidos a tratados [46, 48-50]. por el promotor PGK [72].
través de los LTRs  Reconstitucién inmunoldgica vy Vectores lentivirales SIN, dirigidos
metabdlica por el promotor/ enhancer MND [73]
X-CGD Retrovirus dirigidos Recuperacion temporal de 4 dé&xpansion e inestabilidadVectores lentivirales SIN basados en
por el LTR de SFFV los 4 pacientes tratados [53]. cromosOmica de las célulasl HIV [74].
Reconstitucién funcional de lamodificadas genéticamente, poWectores SIN, basados en el virus de
fagocitosis y la capacidad dda insercion retroviral. la inmunodeficiencia simia (SIV)
eliminar microorganismos Metilacién en CpG del promotor[75]
LTR: silenciamiento del
transgen.
IP con datos WAS Vectores basados erCorreccion de los defectos deEfectos no adversos Vectores lentivirales SIN basados en
pre-clinicos MLV, dirigidos a citoesqueleto, activacion celular e HIV  dirigidos por promotores
través de los LTRs inflamacion [60, 61] hematopoyético-especificos [56, 57,
64]
XLA Vectores retrovirales Desarrollo de células B primariasEfectos no adversos Vectores lentivirales SIN de
basados en MSCV y periféricas, correccién de la expresion restringida al linaje B [77-
respuesta inmune de células T 80]
independiente de tipo Il [76]
XHIGM-1 Vectores retrovirales Correccion total o parcial de laLinfoproliferaciones timicas Trans-splicer [82]: correccion del
dirigidos por respuesta humoral y celuladescontroladas [81] ARN de CD40L.
promotores (cambio de isotipo de las Igs) [81] Cromosoma artificial humano que
constitutivos alberga un fragmento del ADN

gendmico CD40L [83]
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los casos los resultado son muy esperanzadorésyug éos protocolos de terapia
génica se pongan en marcha dependera del balatreda@nriesgos y beneficios
de la terapia génica respecto al tratamiento padia@bn Igs intravenosas.

En el caso de XHIM-1 es importante tener en @eoke, a diferencia de
otras IPs como SCID, SCID-ADA y WAS donde los gemegados se expresan
constitutivamente en las células hematopoyétidager mutado esta finamente
regulado y cualquier fallo en la regulacion de gpresion puede tener efectos
fatales. Asi lo han demostrado los ensayos deiteg@nica en ratones deficientes
para CD40L, mediante vectores retrovirales, domadexpresiéon no regulada de
CD40L condujo a enfermedades linfoproliferativas [81,]. 8®@tro aspecto
importante de esta IP es la ausencia de ventagetisa@l de las células que
expresarCD40L, puesto que la mutacion en este gen no afectetainente a la
supervivencia de los linfocitos T, de modo que ¢&tulas transducidas no
desplazarian a las células afectadas por la muatadt@r todo esto es importante
tener en cuenta que XHIM-1 requiere el desarrooedtrategias que permitan

una expresion eficiente y reguladaGie40L

1.c.2. Vectores usados en la terapia génica de innndeficiencias primarias

Los vectores mas usados en los ensayos de teqzagen IPs han sido
los retrovirus derivados de los oncorretroviroaufine leukaemia virus-MDW
los Unicos que se han llevado hasta ensayos d@iristos vectores son eficientes,
integrativos, facilmente manipulables, poco inmuérogos y derivados de un
virus no patégeno para el hombre [85-87]. Estagctaristicas convirtieron a los
vectores basados en MLV en la Unica herramienta pemapia génica de IPs
durante afios. Sin embargo, las HSCs son quiescerttesen tasas de division
muy bajas [88], por lo que para la utilizacion de Vectores MLV se requiere de
una pre-estimulacién con citoquinas que induzcprédiferacion celular. Estos
protocolos de pre-estimulaciéon pueden modificarac@risticas de las HSCs
necesarias para que los ensayos de terapia g@d@naeficientes y seguros [89,
90]. Por ejemplo, se podrian activar genes relaciosa con la proliferacion v,
teniendo en cuenta que los vectores MLV tiendentegrarse preferentemente en

zonas del genoma activadas, estas zonas podriam&ersusceptibles a la
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integracion y por tanto a la mutagénesis. Ademés, protocolos para el
mantenimientoin vitro de las HSCs producen diferenciacion y pérdida de
pluripotencialidad de las mismas. Adicionalmentea wez transducidas, la
diferenciacion de las HSCs puede conducir al siéeniento del transgen por
remodelacion y/o metilacion de la cromatina. Ptw, dbs protocolos de terapia
génica a partir de vectores MLV tienden a usar tan qiimero de particulas
virales por célula (multiplicidad de infeccién, MQdara aumentar la eficiencia.
Esto incrementa el riesgo de genotoxicidad por gartasis debida a la insercion,
como demostraron Baumt al cuando encontraron una clara relacion entre la
eficiencia de transduccién, nimero de integraciai@des y la expansion clonal
[91, 92].

Las principales conclusiones obtenidas de los pasmensayos clinicos
son que la terapia génica es una importante atteanpara el futuro tratamiento
de las IPs, aunque es necesario el desarrolloateree mas seguros y eficientes
para poder conseguir su aplicacion clinica. Respeeta seguridad de los vectores
hemos de considerar dos aspectos:

1- Genotoxicidad (alteracién genética derivada de niiegracion del

vector).

2- Expresion del transgen ectépica y/o desregulada.

2.-SINDROME DE HIPER IgM LIGADO AL CROMOSOMA X

2.a. Generalidades

El Sindrome de hiper IgM ligado al cromosoma X (¥GW1) es una
inmunodeficiencia primaria descrita por primera vz 1961 (Revisado en
referencia [93]). En 1993 varios grupos demostrapes su causa se encuentra en
mutaciones en el gen que codifica para CD40L [44@7a glicoproteina de tipo
Il expresada fundamentalmente en la superfici@sldinfocitos T CD2 activados
[98, 99] finamente regulada a nivel transcripcioial ligando es CD40, receptor
de la superfamilia del TNF, expresado principalmeat células B, células
dendriticas y fagocitos mononucleares [100]. CD40CD40 juegan un papel

crucial en el sistema inmune, debido a que suaotsdn conduce a la formacion
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de centros germinales, al escape de la apoptodasdetlulas B asi como a la
activacion de estas células, induciendo proliféradaelular y cambio de isotipo
[97, 101]. La interaccion CD40-CD40L también detean la activacion y
diferenciacion de los linfocitos T, interviniendo earios aspectos de la respuesta
inflamatoria mediada por células T, tales comoelgutacion de la expresion de
moléculas de adhesion, extravasacion celular, pmdo de citoquinas pro-
inflamatorias y activacion de macrofagos [97]. 8w, se ha sugerido que la falta
de regulacién en la expresion deD40L estaria relacionada con procesos
autoinmunes como el lupus eritematoso sistémicoSjLEen el que una
prolongada expresion d@D40L por parte de las células T CDduede conducir a
una excesiva activacion de las células B con Iaemmente produccion de auto-
anticuerpos [102]. Por ello, una de las nuevasategfias propuestas para el
tratamiento de enfermedades humanas mediadas phdascd consiste en la
disrupcién de la union CD40-CD40L [103], por ejemphediante el uso de
anticuerpos frente a CD40L humano. Incluso se kestabda hipotesis de que la
falta o perdida de regulacion @®40L pueda intervenir enfermedades que van de
la ateroesclerosis al Alzheimer [104]. Sin embalgs, conocimientos sobre la
regulacion deCD40L a nivel transcripcional son limitados y todaviadéfscil
afirmar esto con seguridad.

Las mutaciones identificadas en el gerCi®0L son muy heterogéneas;
incluyen inserciones, delecciones, mutaciones ot de sentido, mutaciones
sin sentido y mutaciones que afectan a la zonacdptacion entre exon-intron
[105, 106]. Como resultado de estas mutacionestdagsiccion entre los linfocitos
T CD4" activados y células B se ve alterada, con el coresge fallo en el cambio
de isotipo de las inmunoglobulinas. La molécula GD4ambién es necesaria
para que los linfocitos T y macréfagos adquieramaduraciéon funcional, por lo
gue los pacientes de X-HIGM1 tienen también defectoiables en las funciones
de estos tipos celulares.

Las manifestaciones clinicas de esta inmunodefi@eson infecciones
recurrentes, valores muy reducidos de IgG y nivetemales o elevados de IgM.
En la mayoria de los casos la enfermedad se poneadiiesto durante el primer

0 segundo afo de vida, mostrando infecciones m@u@s que incluyen otitis
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media, infecciones respiratorias y neumonia pPoeumoccystis cariniiLa
neutropenia transitoria o cronica que presentaoxapadamente la mitad del los
pacientes, favorece al desarrollo de estas infeesioTambién son frecuentes
cuadros de diarrea cronica y cirrosis p@rystosporidium [107]. Otras
complicaciones descritas son colangiopatias, tusngrdesordenes autoinmunes
[107-109].

Existen varios sindromes con una sintomatologia mparecida, pero
causada por mutaciones en diferentes genes. Asgciones en el gen de la
enzima citidin deaminasa inducida por activacioriDJA involucrada en la
cascada de activacion de los linfocitos B, cambgo isbtipo, hipermutacidon
somatica y formacion de centros germinales, damrlieg una de las formas
autosdémicas recesivas de este sindrome denominkelsiZH[110, 111]. Otra
forma autosOmica recesiva denominada HIGM3 es daupar mutaciones en
CD40[112]. Por ultimo, mutaciones en el gen que codifpara el factor nuclear
kB (NF-kB) producen una inmunodeficiencia primaigada al cromosoma X
caracterizada por la presencia de displasia ect@ddripohidrética (XHM-ED) y
por sindrome de hiper IgM [113, 114].

2.b. Gen deCD40L

El cADN de CD40L humano (h€D40L) fue aislado y caracterizado por
varios grupos [98, 99]. El gen de h-CD40L estalimado en el cromosoma X (en
la posicion Xg26.3-Xq27.1) y slocus abarca de 12 a 13 Kb. Este gen esta
constituido por cinco exones y cuatro intronespiner exén codifica para la
region intracelular, transmembrana y la primeracigor (6 aminoacidos) de la
region extracelular. El resto de la region extraleglesta presente en los exones
2-5. Los exones 3 y 4 son los de menor tamafioficaddo 19 aminoacidos y 21
aminoacidos respectivamente. El quinto y ultimo rexadifica la region C-
terminal de 125 aminoéacidos, incluyendo tres resdde cisteina y un sitio

potencial de glicosilacion [115] (Figura 2).
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Figura 2: Estructura del gen humano de CD40IRepresentacién esquematica de la organizacion
del gen deCD40L, situado en el cromosoma X (Xq26.3-Xq27.1). El gensta de cinco exones,
de los que el exdn | codifica para la region iretalar (IC) y la region transmembrana (TM) y los
exones II-V codifican para la region extraceluB€j. El tamafio de los intrones viene dado en la
parte superior de los mismos en Kb.

Mediante analisis paxothern Blotse ha demostrado la existencia de dos
especies de ARN mensajero (MARN) de 2.1 y 1.4 Klc@aolas T humanas
activadas [98] que difieren en el tamafio de ladredinal 3" no traducida. El
mARN deCD40L ha sido identificado en células T CD£DS§' y y5 activadas.
Estos analisis paNothern Blotmuestran sefales especificas de hibridacion que
incluyen tamanos alternativos de 3.7 y 1.7 Kb ewsotipos celulares como
monocitos, células dendriticas, células B, masiscibasofilos y eosindfilos
[116]. Igualmente, se ha demostrado mediante P@Rtitativa la expresion del
MARN deCD40L en célulasatural killer (NK), en células endoteliales y lineas

megacarioblasticas [117, 118].

2.c. Proteina CD40L

CDA40L, también conocida como gp39 [99], T-BAM [118]TRAP [120],
es una glicoproteina de membrana, de 261 aminGiciderteneciente a la
superfamilia del TNF. Los primeros estudios detaaron un peso molecular de
39 kilodaltons (kDa), pero en la mayoria de losgipelulares el peso molecular
es de 32-33 kDa. El esqueleto aminoacidico pradigeeso molecular de 29 kDa,
lo que sugiere que sufre modificaciones post-tracsdnales [100].

Los miembros pertenecientes a la familia del TNFcaeacterizan por

presentarse como proteinas de membrana de tipayl configuracion consiste
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en un corto dominio citoplasmatico N-terminal, wminio transmembrana, una
cola extracelular y una regién C-terminal homolpgaa los miembros del TNF
[121]. La estructura cristalogréafica determinadaliaete rayos X es muy similar
entre los miembros del TNF: TNF122], LTo [123] y CD40L [124]. A pesar de
la baja homologia de sus secuencias animoacidasdrés ligandos tienen
estructuras tridimensionales muy similares, coestss en homotrimeros
formados por tres subunidades que se pliegan edwgdnde dos hojag con
topologia felly roll” o de remolino.

CDA40L se expresa como una glicoproteina de membrangaldl} sin
embargo, ademas de esta forma completa de lamaateihan identificado otras
dos formas de menor tamafio, presentes también supkxficie celular de los
linfocitos T formando heterotrimeros con las molésucompletas de CD40L.
Estas dos formas de menor tamafno son p31, queresudtiado del truncamiento
de la molécula de CD40L completa en la regién Niiteal, perdiendo, asi, la cola
intracitoplasmatica; y pl8 que carece de la colaplasmatica, la region
transmembrana y la porcion extracelular. Se estable hipotesis de que las
moléculas completas de CD40L se forman como hometds y durante el
transporte a la superficie celular, o una vez silfren procesos proteoliticos que
generan los heterotrimeros CD40L-p31. Una fraccidenor de CDA40L,
homotrimeros de CD40L o heterotrimeros de CD40L-p@fren un proceso
adicional de protedlisis para generar los hetenards con p18 [125].

Estos heterotrimeros son funcionalmente activosu s al. [125]
demostraron que tanto los homotrimeros de CD40Qockos heterotrimeros, son
capaces de unirse a CD40. También observaron guendééculas de CD40L
presentes en la superficie de células Jurkat @hdaces de estimular células B
via CD40, eran fundamentalmente heterotrimeros][1#5 lo que los diferentes
procesos de modificacién post-transduccional detenlugar a los diferentes
formas funcionales de CD40L. Hay estudios que amligue los heterotrimeros
CD40L-p31 podrian ser las formas funcionales de @Ddurante la sinteside
novo[125]. La identificacion de heterotrimeros enuaexficie de los linfocitos T
implica la existencia de procesos adicionales dpilagion de esta proteina

durante el contacto entre células By T [125].
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La actividad proteolitica de ciertas enzimas, exs sélo en
compartimentos celulares de los linfocitos T actos sobre la molécula
completa de CD40L da lugar a la forma soluble daiema. Esta forma soluble
también tiene una estructura trimérica, carecadedion transmembrana y parte
del dominio extracelular, pero mantiene completeeién homologa al dominio
TNFa y, por tanto, es capaz de unirse a CD40 [126Fob@ma soluble de CD40L
no constituye un mecanismo de destruccion de CO/H_su actividad, ya que
comparte actividades funcionales con el CD40L alwcla membrana y su
liberacion esta finamente regulada, como la expinede CD40L de membrana
[127].

La existencia de un CD40L ligado a membrana y stlable sugiere que
esta molécula manda sefales de activacion de da®smaistintos. Las dos
formas de la molécula pueden compartir algunasvidaties, pero también
desarrollan funciones especificas. La forma de manab est4d implicada en
procesos de activacion mediante interaccion cégliala, lo cual supone una
limitacion fisica en la propagacion de las sefial@gntras que la forma soluble
actuaria como una citoquina, representando unaafoapida para la célula T de
transmitir las senales [127].

2.d. Promotor deCD40L

El fragmento de ADN responsable de la regulaciotadeanscripcion de
CD40L abarca 1.2 Kb en direccién 5’ del geéb40L respecto al sitio de inicio de
la transcripcion (+1) [128]. Inicialmente se deSiion dos sitios de union de
proteinas activadoras de la transcripcion de lali@MF-AT identificados entre
la posicion -259 a la -265 y -62 a la -69 [128h tgrcer sitio de union a proteinas
de la familia NF-AT fue descrito posteriormentereriai posicion -761 a la -756
[129]. Estos sitios unen al factor de transcripcR-ATc, (NF-ATp). Los
miembros de la familia NF-AT juegan un papel crb@a la transcripcion de
multiples citoquinas inducibles y factores de tcaipgion que se expresan de
forma temprana tras la activacion de los linfocifbs El factor NF-AT se
encuentra constitutivamente inactivo, fosforilahoel citoplasma de las células T

en reposo. Tras la activacion de la célula T, lEvaglos niveles de calcio

26



intracelular activan la calcineurina, de modo gsta @efosforila a NF-AT que
puede asi ser traslocado al nudcleo. Alli, NF-ATaypkoteina AP-1 se unen
cooperativamente para la activacion del promotarespondiente; en nuestro
caso el d&€€D40L [130, 131].

Posteriormente se ha demostrado que no es suéicientactividad
promotora de la regién 5 al g&@D40L para explicar las modificaciones en el
patron de expresion. Esto condujo al descubrimjezrida region 3° d€D4O0L,
inmediatamente después del ultimo exon, de unaseiaureguladora en cis, NF-
kB/Rel, que actia comenhancertras la unién del homodimero de p50 (de la
familia NF«B). Este sitio actia como uenhancer tipico aumentando la
transcripcion deCD40L de forma independiente a la orientacion, y esta
restringido al linaje de células T CDQ4o actuando en células B ni monocitos
[132].

Tanto el promotor como enhanceren 3~ deCD40L tienen,in vitro, una
baja actividad en células T, incluso tras la acitva de los linfocitos T (aunque
se produce un rapida generacion de nuevos mARIS®) [133]. La observacion
de que la actividad transcripcional del promotorlg®e Kb, previamente descrito
en 5 deCD40L, era menor que la de otras citoquinas, unido dapiaiveles de
mensajeros en las células eran similares, condujdescubrimiento de otro
elemento regulador en direccién 5 del promoto€8€0L Este nuev@nhancer
(localizado, aproximadamente, a 1,5 Kb del inice tcAnscripcién) permite la
union de factores de transcripcion como las prageMFAT1 y GATA-3 (factor
de transcripcion especifico para ThR),vivo e in vitro; y, al igual que el
enhancerde 1,2 Kb, restringe la expresion @D40L a linfocitos T CD4
activados [133].

Brunneret al. han demostrado que hay las células T Q@dductoras de
IL-4 (Th2), tienen una especial preferencia pargresar CD40L tras su
activacion. Como se ha dicho, ehhanceren 5'deCD40L presenta multiples
sitios de union para el factor de transcripcion @A3, que también estan
presentes en ehhanceren 3" del promotor de l&-4 [134]. La union de GATA-

3 alenhanceren 5°deCD40L, induce un incremento en la expresionGi240L,

pero no es absolutamente necesaria para ésta.nfbargo, la importancia de
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GATA-3 podria deberse a que su unién intervienéagiroduccion de IL-4 y en
la expresion d€D40L en la mayoria de las células T CDy tanto CD40L como
la IL-4 interfieren en funciones vitales de losfdicitos B como es el cambio de
isotipo de las inmunoglobulinas [133].

El conocimiento de la existencia de regioarkanceraguas arriba y abajo
del gen deCD40L con un patron de acciéon dependiente de actimagio
especifico para células T, puede tener multiplésagones. Por ejemplo, este es
el caso del tratamiento de X-HIGM1 mediante terageénica, donde el
mantenimiento de la expresion @®40L dentro de los valores fisiologicos es tan
importante como han demostrado trabajos previodo®gue se observé que la
expresion d€€D40L a través de vectores retrovirales con promotogesxgresion
constitutiva conduce al desarrollo de linfomas éiilas T en ratones [81]. Por
este motivo, es de gran interés demostrar si ludit de estos elementos
reguladores de la transcripcion en los vectoresxgeesion mejorarian vivo, la
seguridad bioldgica de los mismos mediante uneesign deCD40L restringida

a células T y dependiente de activacion, [132].

3.- TERAPIA GENICA

Hoy en dia la terapia génica se puede describiroctanmodificacion
genética de determinadas células o tejidos coninedd curar o aliviar una
enfermedad. Esta estrategia puede suponer una fareva de tratamiento para
un amplio rango de enfermedades entre las que, gamse ha dicho, se incluyen
las IPs. Consta de tres elementos basicos: laacdiaha, el transgen terapéutico y
el vector de transferencia. La célula diana es lBqugie queremos modificar
genéticamente, pudiendo coincidir o no con la eéiféctada por la enfermedad.
Por ejemplo, en algunas de las estrategias dedpidegénica contra el cancer se
utiliza como célula diana a linfocitos T (inmuneieia génica). El desarrollo de la
terapia génica ha sido factible gracias a la ifieation de los genes capaces de
corregir el fenotipo de la enfermedad y a la pdiddd de la produccién de los
mismos para su aplicabilidad clinica. Por otragyast éxito de la terapia génica

dependera del desarrollo de vectores adecuadodapteasferencia del transgen
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en la célula diana [135]. El sistema ideal de tiergpnica seria aquel en el que el
transgen es administradio vivo a través de un vector seguro, estable, de facil
produccion en grandes cantidades y capaz de alcanaaexpresion eficiente y
tejido-especifica. Sin embargo, hasta el momentsiseema mas desarrollado es
la terapiaex vivg en la que se transfiere el transgen a las céaXaaidas del

paciente para su posterior reimplante.

3.a. Vectores de transferencia
Se han desarrollado diferentes estrategias pdransferencia de genes a
células eucariotas, que clasificamos en vectoradegi y no virales. Los vectores
no virales son especialmente favorables por ldidaci de su produccion a gran
escala, pero sobre todo porque no producen respimstne; sin embargo, su
principal limitacion es que tienen una eficienagatansduccion muy baja.
Los principales sistemas de transferencia no @rsa:
1) Sistemas de transferencia de ADN desnudo qlgyerT.
a) Transferencia del plasmido de ADN a través dgdaidn
intramuscular [136].
b) Electroporaciéon mediante la aplicacion de camel@stricos
controlados para la permeabilizacion de la céll®T].
c) “Gun gené o biolistica consistente en la aceleracion de las
particulas de ADN a través de helio comprimido |138
2) Sistemas de transferencia por lipidos: liposom&gros y anidnicos
[139], liposomas cationicos [140], micelas, emuis® y otros estructuras

lipidicas organizadas.

Los virus han evolucionado eficazmente como vebguken la
transferencia de su genoma en el huésped; estaidagdes convierte en una
herramienta de interés para crear sistemas dddransia de genes terapéuticos
[141]. Los vectores virales son virus de replicaai@fectiva en los que parte de
sus secuencias codificantes han sido reemplazadaselpo los genes de
terapéuticos [135].Actualmente los vectores viraleados incluyen: retrovirus,

adenovirus, adeno-asociados, herpes virus y pagiloras, entre otros.
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3.b. Vectores integrativos: gamma-retrovirus y lentirus

Como ya se ha mencionado, los vectores usadosgrapa génica de IPs
han de ser vectores integrativos, con el fin deejueansgen no solo se exprese
en la célula transducida, sino que se mantengauepragenie. Los vectores
integrativos (retrovirus, adenoasociados, etc.) otdgados en los ensayos de
terapia génica han sido los retrovirus; en concre® derivados de los
oncorretrovirus riurine leukaemia virus-MLV Aunque la integracion de estos
retrovirus es aleatoria, tienen tendencia a ins®tan las zonas activadas del
genoma incrementando el riesgo de mutagénesis.ddttas limitaciones de los
oncorretrovirus es que necesitan que la célulanseaeatre en division para su
integracion, de modo que no pueden ser usadodgaensduccion de HSCs sin
el pre-tratamiento de las mismas con las conse@seque de ello se derivan (Ver
apartado 1.c.2.).

Por todo esto, la capacidad de los lentivirus @estdlucir de forma estable
células que no estan en division les ha convesidlana atractiva herramienta
para la terapia génica [86]. Los lentivirus, qualiégén forman parte de la familia
de los retrovirus, presentan una serie de venfagade a los oncorretrovirus
(como los vectores MLV) para su utilizacion comectores de transferencia
génica [142]: (1) la transduccién de HSCs no reguiena pre-activacion de 2-3
dias (podria conducir al cambio de algunas de ragigdades de las HSCs), (2)
los lentivirus son mas resistentes al silenciamief®) el patrén de integracion es
menos genotoxico y (4) el esqueleto lentiviral é&s rikexible a la hora de inducir
modificaciones e inserciones en el mismo.

El virus de la inmunodeficiencia humana (HIV-1 [143HIV-2 [144]) es
el mas usado hasta ahora para el desarrollo dergsdentivirales, pero también
se han usado otros lentivirus como el virus denkraa infecciosa equina (EIAV
[145]), el virus de la inmunodeficiencia simia (SIN46]), el virus de la
inmunodeficiencia felina (FIV [147]) y el virus das inmunodeficiencia bovina
(BIV [148)).
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4.- VECTORES LENTIVIRALES

4.a. Vectores lentivirales basados en el HIV-1

Los vectores lentivirales basados en el HIV-1 hafrido progresivas
modificaciones para mejorar su aplicabilidad chnicAsi, las primeras
generaciones de vectores incluian todas las pladiairales excepto las de la
envuelta [149]. El siguiente paso fue la demosbraaile que las principales
propiedades del sistema se mantenian intactasatrdsleccion de cuatro genes
virales adicionales, que codificaban para protequasinfluyen en la virulencia:
Vpr, Vif, Vpu y Nef [150]. De esta manera, los gemecesarios para las proteinas
requeridas para la formacion de las particuladedrg actividades enzimaticas
son suministrados etrans en plasmidos separados que codifican para las
proteinas gag (proteinas de nucleocapside), palnf@s para la transcripcion en
reverso), env (glicoproteinas de la envuelta),(padbteina de regulacién de la
transcripcion del ADN proviral) y rev (proteina d&xportacion del ARN

mensajero del nucleo) (Figura 3).

Plasmidos Célula
empaquetadora

3 o (g - R D Y00 ¢ S @
Yoo o
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Figura 3: Sistema de producciéon de vectores lentiviralés produccion de los vectores se
produce por co-transfeccion de tres plasmidos eséliala empaquetadord) Plasmido vector
que contiene el ARN gendmico en el que los gemagegi han sido eliminados y sustituidos por el
promotor y el gen de interés. Este plasmido esagtov SIN, ya que la region U3 del LTR en
3’esta truncada para eliminar la actividad pronsotte los LTRs virale) Plasmido envuelta
que porta el gen necesario para la formacion deiéerta del virus y fusion a las células diana.
3) Plasmido empaquetadorque portagag que permite el empaquetamiento del ARN gendmico
en la particula viral; yol necesario para la transcripcion en reverso e riat&n en el genoma
celular.
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La supresién de gran parte del genoma viral ewitpdsibilidad de una
reconstitucion del virus original por recombinacibomologa. Ademdés, esta
supresion incluye a la sefal de empaquetamientolopgue también se evita la
diseminacion del ARN viral como consecuencia de agquptamientos
accidentales, que podrian ocurrir si el pacierdtadio con vectores lentivirales
esté infectado o se infectase posteriormente coinus HIV-1.

Se ha demostrado que el transactivddbtampoco es indispensable para
la generacion de vectores eficientes [151]. Ensestxtores, la secuendat,
dependiente de la secuencia U3 del LTR en 5™ qigeda transcripcion del ARN
gendémico del vector en la célula transducida, da sustituido por diferentes
promotores, permitiendo una transcripcion indepameéi detat que no supone

una disminucioén de los titulos virales [152, 153].

4.b. Mejora de vectores lentivirales

4.b.1. Vectores autoinactivables (SINself-inactivating vectors

Los LTR de los vectores retrovirales son impresbied para su
integracion en el genoma celular. La integraciénlas vectores lentivirales
ocurre parcialmente al azar, teniendo preferenciar plos sitios
transcripcionalmente mas activos y zonas cromoss1éon mayor densidad de
genes [154, 155]. Una de las principales desventigalos vectores retrovirales
de primera generacion fue el uso de la region UL @R viral para dirigir la
expresion del transgen. La regidn U3 contiene éseregiones promotoras y
enhancersque son responsables de la activacion de geneancar al sitio de
integracion. En el caso de que estas secuenciasmsmt oncogenes podria
conducir a procesos de transformacion celular.

Una de las maneras de incrementar la seguridaddgital de estos
vectores es eliminar la regiéon U3 del LTR de 3ekADN usado para producir el
ARN del vector. Durante la transcripcion en reveesia deleccion es transferida
al extremo 5°del LTR del ADN proviral. Dado que rkegion U3 contiene las
regiones promotoras gnhancernecesarias para la transcripciéon del ARN viral,

estas mutaciones no soélo evitan la movilizacion \adtor, sino que también
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reduce la genotoxicidad derivada de la interfegerd® promotoreshhancer
virales. Por este motivo se tiende a sustituirelgion U3 del LTR en 3" por

promotores alternativos que reduzcan la genotaadcjd53, 156].

4.b.2. Aisladores

Las limitaciones derivadas de la insercion aleatate los vectores
retrovirales presentan los dos siguientes aspegtpsosibles efectos deletéreos
de losenhancerdel vector al insertarse en puntos calientes debma, y (2) el
posible silenciamiento de la transcripcion del gegtor procesos de metilacion
y/o modificaciones de histonas, como consecuereisudugar de insercion en el
genoma [157]. Por estos motivos, uno de los olgstide la terapia génica es
aislar al vector de la influencia de la cromatin@igeversa, de modo que los
enhancerspresentes en el vector no influyan en la expred@émenes celulares
cercanos, y que las secuencias reguladoras presamtia cromatina cercana al
sitio de insercion no afecten la expresion delaect

Los aisladores son secuencias de ADN proximassditoites de los
dominios de la cromatina, que funcionan como basrefrente los efectos
represivos de los dominios de heterocromatina nescao previniendo la
activacion inapropiada de un promotor por parteedkancerscercanos [157,
158]. El aislador mas estudiado en vertebradosnesagmento de 1.2 kilobases
(Kb) contenido en el gen de faglobina 5"'DNase | hipersensitive sitedé pollo
(5"HS4) [159-163]. La amplia caracterizacion deheénto 5"HS4 por Yusufzat
al. [164] demuestra que es capaz de proteger frelatgpasicion en el genoma y
actuar blogueando el efecto denhancers proximos; dos caracteristicas
importantes para una aislador, que ademas sorepiaes separadas.

Se ha demostrado que la introduccion de estos etemen el esqueleto
del vector disminuye la genotoxicidad [165-167]emds de reducir el riesgo de
silenciamiento del transgen [157, 168-170]. En estatido, es importante
destacar el trabajo del grupo de Nienhuis, el baalemostrado que la inclusion
de aisladores en las construcciones retroviralpsrsa la transformacion celular

[171]. Este importante hallazgo ha impulsado laiporacion de estos elementos
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en los vectores terapéuticos, especialmente encés®s orientados a la
transduccion de HSCs [172].

4.b.3. Sitios de poliadenilacion

Aparte de los problemas de mutagénesis derivadota dasercion y
actividadenhancerde elementos del esqueleto de los retrovirus, mtrblema es
la no parada de la transcripcion en el sitio deapgehilacion contenido en el
vector (ead-through [173, 174].

En los retrovirus la sefial de poliadenilacién estdtenida en la region R
del LTR, por lo que esta presente en ambas terinimex del transcrito. Para
prevenir terminaciones prematuras de la transdémpa poliadenilacion en la
region 5°R, los retrovirus han evolucionado a presesitios de poliadenilacion
débiles y mecanismos adicionales de supresion geliadenilacién de la region
5'R [175] Algunos grupos han demostrado que la insercion ldementos
enhancerde poliadenilacion en la region U3 de 3°, mejamaeficiencia de
terminacién en 3" y procesamiento del mensajardapten gamma-retrovirus SIN
como en lentivirus SIN, permitiendo incrementar togeles de expresion del
transgen y el titulo de los vectores [174]. Sin argb, todavia ha de ser
demostrado mediante modelos animales, si la imrlusie fuertes sefales de

poliadenialcion en retrovirus da lugar a una megrda bioseguridad.

4.b.4. Modificacion del promotor

La terapia génica dirigida al tratamiento de IR:i¢i como objetivo la
expresion de genes hematopoyéticos en las HSCsnadl® que el transgen
terapéutico perdure en la progenie celular. Losysrealizados se basan en la
re-infusibn de las HSCs modificadas genéticame®i® embargo, se ha
demostrado que las HSCs purificadas se puedereddar o fusionar a diferentes
tipos de celulares no hematopoyeéticos [176-182]Jeque la expresion de genes
hematopoyéticos en células no hematopoyéticas psedeoxica [59]. Esta
situacidon ocurre en el contexto de promotores @atispbs (como los LTRs del
virus) que permiten la expresion del transgen egeuer tipo celular y de forma

no fisiologica.
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Una de las mejoras mas importantes, en cuantowidad biol6gica de
los vectores, es el uso de promotores tejido-efspexique permitan restringir la
expresion del transgen a las células diana. Estbaskgrado a partir de los
vectores retrovirales SIN, en los que, como sei@xpnteriormente, se elimina
parte del U3 del LTR en 3", de modo que, en auaemtd un promotor interno,
muchos laboratorios han introducido elementos ptores heterélogos, en el
lugar de del U3 deleccionado [153].

Pero no soOlo es necesario lograr una expresiodotegpecifica del
transgen, sino alcanzar niveles fisiol6gicos desma. Una de las estrategias
usadas con este fin es la insercién del propio ptondel gen terapéutico, ya que
en teoria contendra losnhancersy elementos reguladores que permitiran la
expresion fisioldgica deseada. Sin embargo, laigiéh de secuencias promotoras
propias del transgen en los vectores retrovirabesiempre tiene un efecto tejido-
especifico y/o fisioldgico. Hay que tener en cuegtee la integracion de los
retrovirus en el genoma ocurre parcialmente al,aeaintroduce la nueva
secuencia en un lugar génico diferente #&osus natural. Esta nueva disposicion
del promotor en el genoma esta sujeta a factoréseatales que pueden conducir
a una expresion descontrolada del transgen. Pamaminér estas influencias
cromosémicas se han incorporado elementos adie®nadmo fragmentos de
intrones [77],enhancerg172] y/o aisladores [183].

Trabajos recientes han demostrado que la utilipacdé promotores
derivados de genes humanos, como el del factototgacion alfa EFla) y el
del fosfoglicerato kinasaPGK), mejora la seguridad biolégica, reduciendo los
procesos de transformacion derivados de la integratel vector en el genoma.
En estas investigaciones observaron que la adividansformante de estos
promotores era mucho menor que la de otros proemtoetrovirales usados,

incluso cuando estos incluian elemer@nbBancetbien caracterizados [184].
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5. SEGURIDAD BIOLOGICA EN TERAPIA GENICA APLICADA A LAS
INMUNODEFICIENCIAS PRIMARIAS

5.a. Genotoxicidad

La genotoxicidad puede definirse como el dafio produen el material
genético como consecuencia de la integracion alaatel vector. Los efectos de
la genotoxicidad son potencialmente mutagénicos géocinogénicos. Los
vectores integrativos son genotoxicos debido a gyesar de que su insercion es
parcialmente aleatoria, tienen preferencia derén®e en los puntos calientes del
genoma, y dicha integracion puede modificar la @xipn de genes. En el peor de
los casos la genotoxicidad puede causar transfadmagcdesarrollo de tumores
[91]. Como ya se ha mencionado, diferentes factgnesden influir en la
genotoxicidad: preferencia por determinados sitlesinsercion, presencia de
fuertes enhancers en el vector, sefiales débiles de poliadenialciéfy,.
Actualmente los esfuerzos en disminuir la genotdait de los vectores
retrovirales se basan en los mecanismos explicadk@siormente: vectores SIN,
aisladores,enhancers sefiales de poliadenilacion, introduccién de prtones
especificos, etc.

Existen nuevos sistemas en desarrollo para laazdre del gen afectado
directamente en el genoma celular, introduciendeoatas de ADN en el interior
de la célula, que sustituyen el correspondiengmiento de cromosoma mediante
recombinacion homologa. Este mecanismo de corneg@dica es la forma mas
l6gica de curar las IPs, ya que la correcdivsitu de la mutacion o mutaciones
permite reconstituir la expresion del gen a un Infigologico, garantizando la
expresion a través de su promotor enddégeno y aleentos reguladores
presentes en la cromatina. A pesar de ello, lasfitadones sitio-especificas del
genoma tienen aun la limitacion de la baja frecizere la recombinacion
homologa [185], el requerimiento de vectores mum@ejos y mecanismos de
seleccion por drogas [186]. Recientemente, se hesarbllado nuevas
tecnologias que han despertado de nuevo el infErésestos mecanismos de
correccidnin situ como estrategia ideal para la terapia génica.sEstevas

estrategias usan los mecanismos celulares de rewacidn homologa para
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modificar de forma exacta la secuencia seleccionasliante zinc-finger
nucleases(ZNF) [187] o meganucleasas [188]. Ambas estragegionsiguen
incrementar 10.000 veces los mecanismos celulaesambinacion homologa
permitiendo una correccién eficaz del gem situ. Hasta el momento, sdlo las
ZFNs han sido usadas en estudios de terapia géeid®s, permitiendo una
modificacion facil y estable de las HSCs, pero baja eficiencia. Las ZFNs
combinan la capacidad de corte no especifica deetaonucleasas, con la
capacidad de reconocimiento especifico de las ipadeinc finger[189] para
cortar en ellocus elegido dentro de la célula [190-192]. Una vez qu&DN
diana ha sido cortado, el mecanismo celular deraefiam homologa directa actia
utilizando el ADN suministrado para corregir el elgb. Estudios recientes han
demostrado que las ZNFs pueden ser usadas pargeobiga frecuencia del 5-
50% sobre las dianas en ausencia de selecciorfexarde lineas celulares [191-
196] incluyendo linfocitos T primarios [197] y HS@$96]. A pesar de todos
estos progresos, las ZNFs estan aun en desarraiachos aspectos deben ser
todavia investigados, antes de que esta nuevaltgéaqgueda ser aplicada en
ensayos clinicos, como la reduccion de roturasotiedcadena sobre la diana y la
genotoxicidad asociada a ZFNs.

5.b. Expresion ectopica

Como agentes terapéuticos, los transgenes trafsfed través de los
vectores han de expresarse de la manera masdisialposible. En muchas IPs,
la expresion del transgen afectado esta restringiden linaje hematopoyético
concreto, a un estado del desarrollo establecidaggponde a unas condiciones
ambientales determinadas. La expresion del transgama célula que no sea su
diana, asi como con niveles no fisioldgicos, puedasar efectos téxicos o
deletéreos [59, 81, 198]. Por tanto, otro aspeslacionado con la bioseguridad
de la terapia génica de IPs es lograr expresionladg y/o fisioldgica del
transgen. Las estrategias desarrolladas en esetage basan en la utilizacion de
promotores regulables (idealmente el propio promadéb gen terapéutico) para la
expresion del gen; lo que ya hemos mencionada eapailtado anterior de

genotoxicidad. Otra estrategia en este sentidd pseeidotipaje de los vectores,
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diferentes grupos han disefiado envueltas quiméfik@®-201], con el fin de
dirigir previamente el tropismo del vector hacia miimero limitado de tipos
celulares, con el fin de evitar los problemas @a&tos de la expresion ectopica del
transgen

Por otra parte, los vectores desarrollados paapitegénica de las IPs han
de ser capaces de transducir eficientemente a $3sHde modo que puedan
generar un numero suficiente de células multipegecbpaces de reconstituir el
sistema inmune del paciente. Esto es especialnmaptatante cuando la proteina
terapéutica no confiere una ventaja selectiva mspelas células del paciente no
transducidas. Teniendo en cuenta todas estas eoasiohes, el vector ideal para
terapia génica de las IPs ha de ser integrativalehansducir eficientemente a
las HSCs y ha de ser capaz de expresar nivelesnoerca los expresados

fisiologicamente por la proteina terapéutica, coa sola integracion por célula.

6.- TERAPIA GENICA DE X-HIGM1

6.a. Modelos experimentales para terapia génica deHIGM1
El desarrollo de modelos biol6gicos que permitapMaluacion directa a
nivel de eficiencia y bioseguridad de los protosolde terapia génica es

fundamental para su posterior aplicacion clinichwmanos.

6.a.1. Modelo celular

Como punto de partida en los ensayos de terapikag@s preciso el
establecimiento de lineas celulares que permitanlies las bases moleculares de
las anormalidades fenotipicas y funcionales deasatk la IP correspondiente.

Asi, se pueden establecer lineas celulares deciiofo T primarios
mediante estimulacién alogénica [202] tanto de grdges como de individuos
sanos que serviran de controles. Estas lineas rvanskas caracteristicas de las
células primarias y manifiestan un fenotipo estable obstante, debido a la
limitada vida media de las lineas celulares priasrise han desarrollado
estrategias para generar lineas celulares inmEatis con el Herpesvirus de
Saimiri (HSV) [203]. Las cepas HVS-C484-77 y 488¢#&l virus son capaces de
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inmortalizar a los linfocitos T humanos (HVS-T)jginando lineas celulares con
fenotipo y marcadores de superficie estables &érrapo. Estas células se pueden
mantener en cultivo independientemente de la peesele células presentadoras
de antigeno, si hay IL-2 en el medio, conservaadespecificidad antigénica, la
produccion de citoquinas y citotoxicidad [204-2064s células T procedentes de
pacientes con enfermedades genéticas, inmortatizada HVS-T, también
mantienen los defectos caracteristicos de las msi§@@v, 208]. Por tanto, las
células T-HVS procedentes de pacientes con IPstizorian un modelo ideal
para evaluar la reconstitucién funcional de lasmass tras la transduccion con el
gen terapéutico de interés. Asi lo demuestran hasetal. [209] al conseguir
transducir eficientemente células T-HVS procederdespacientes de WAS,
mediante vectores lentivirales. Las células tradsids lograron mantener la
expresion génica de forma estable y constante absndurante 48 dias. Este
trabajo confirma que las células T-HVS constituyanmodelo adecuado para los
ensayos de terapia génica de las iliPsitro.

A pesar de las limitaciones para el cultivo de ®fteeas celulares, el uso
de las mismas, mantenidas por alo-estimulacién moitalizadas con HVS,
permite realizar ensayos de rescate fenotipicongidmalidad de las células de
pacientes tras su modificacién génica. Este sgpass previo necesario antes de

los ensayos con modelos animales.

6.a.2. Modelo animal
Un modelo animal que reproduzca la inmunodeficgeerestudiada es

necesario para determinar la viabilidad y seguridada terapia génica como
tratamiento alternativo para esa inmunodeficiereraeste sentido, el modelo de
ratonknock-outparaCD40L [210] es uno de los mejores modelos simulando una
inmunodeficiencia humana, aunque el modelo murime$ tan severo como el
humano. Los ratoneknock-out para CD40L muestran deficiencias en la
inmunidad humoral (los niveles basales en suerdosledistintos isotipos son
significativamente inferiores a los encontradogatanes normales) y fallos en la
generacion de respuesta antigeno especifica sewuffidante a antigenos timo

dependientes. Por el contrario, a diferencia deplasientes humanos de X-
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HIGM1, el porcentaje de células B y T son normalegroducen anticuerpos
especificos de antigeno de topos los isotipos, ptacede IgE, en respuesta a

antigenos timo independientes.

6.b. Antecedentes de la terapia génica en X-HIGM1

Como ya se ha sefialado anteriormente, el printigelmiento para esta
inmunodeficiencia es el trasplante de medula 62&4, [212]. La otra alternativa
es el suministro de Igs, que permiten disminuinisigativamente las infecciones
de los pacientes. Sin embrago, todavia hay un raineégvante de pacientes que
mueren como consecuencia de las infecciones retesre complicaciones de los
tratamientos [213]. Todo esto hace necesario elro#k de terapias mas seguras
y eficientes, como la terapia génica en la qudes@ la cabo la reinfusion de las
HSCs del paciente, expresando funcionalmé@elOL, como consecuencia de
haber sido transducidas mediante vectores virales.

Como en la mayoria de las IPs los primeros ensdgdsrapia génica en
X-HIGM1 se realizaron mediante vectores retrovsal®rown et al. [81]
disefiaron un vector retroviral que portaba el ARNRE€DA40L murino (MCD40L)
dirigido a través de un promotor constitutivo. lcdulas de la medula 6sea de
ratonesknock-outparaCD40L fueron transducidas con estos vectores retregral
e inyectadas de nuevo en los mismos. La expresidstitutiva de r@D40L
condujo a una correccion total o parcial de lawesta celular y humoral, pero
mas de la mitad de los ratones tratados desaonllan un tiempo de 6 a 9 meses,
linfoproliferaciones timicas. Los autores propusieque la expresion constitutiva
de CD40L podia producir una respuesta linfoproliferativaoramal en los
linfocitos T en desarrollo, aparentemente por umeraccion aberrante entre las
células CD40L y timocitos con fenotipo: TC&B 'CD40".

Es de gran importancia destacar, cuando hablamda thrapia génica
como tratamiento alternativo para esta inmunodafia, queCD40L no se
expresa constitutivamente, ya que su expresionfesittemente regulada a nivel
transcripcional, a diferencia de lo que ocurre #asolPs como SCID-X1, SCID-
ADA o WAS. La alteracion en la regulacion @D40L tiene consecuencias

fatales como también se demuestra en el trabaftadeocet al. [84], en el que se
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estudio el efecto de la expresién no regulad@@éOL en ratones transgénicos, a
través de diferentes promotores no fisioldgicosteSultado obtenido fue que la
expresion ectopica deD40L era letal, mientras que la sobreexpresion enaslul
T fue tolerada. En cualquier caso, de nuevo serobsgue uno de cada tres
ratones desarrollaba linfoproliferciones atipidags principal conclusion derivada

de los trabajos de Brown y Sacco es que la teggpiaa para X-HIGM1 necesita

vectores de expresion fisiologica y regulada.

Otro aspecto de crucial importancia en la terapraca de X-HIGML1 es la
ausencia de ventaja selectiva de las células wartas frente a las que no lo
estan, ya que las mutaciones@Gd40L no afectan directamente a la supervivencia
de la célula T, por lo que la poblacidon transdaam podré sobrecrecer a las
células no modificadas. En este punto, el prinapbgetivo de cualquier ensayo de
terapia génica mediante vectores de expresionldgoma y regulada sera
determinar si los niveles expresion alcanzadotmre son toxicos (ausencia de
linfoproliferaciones), sino que son suficientes copara inducir el cambio de
isotipo de las células B activadas y proliferadé@ilas mismas.

Una estrategia que ha permitido corregir la mutad@&CD40L, al tiempo
que mantenia su regulacion fisiolégica, esrahs-splicingdel pre-mARN [82].
Taharaet al.[82] desarrollaron un vector lentiviral que codéba para un mARN
en el cual encontramos un dominio hibrido, un eagac y la version correcta de
CD40L, aguas arriba del dominio hibrido. Las HSCs traosths con estos
vectores y trasplantadas en ratokesck-outpara CD40L fueron capaces de
corregir CD40L en el mARN. Estas modificaciones fueron suficienfgra
producir una correccion parcial del cambio de moiile las inmunoglobulinas y
generar una expresion regulada @®40L, tras estimulacion con CD3 vy
atenuacion de neumonia g@meumocystis cariniComo dato importante hay que
destacar que no se desarrollaron linfoproliferaesonpero la baja eficiencia
(correccion del 10% de mARN total) limita su aptice a otras IPs y en clinica.

Recientemente, otro grupo ha abordado esta inmiin@iheia desde una
técnica muy diferente. Yamada al [83] usaron como vector un cromosoma
artificial humano (HAC), que contenia el ADN genémide CD40L De este

modo se logré una expresion endogena del transgélavas de su propio
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promotor, en células Jurkat (linea celular T). lmm®nvenientes derivados de esta
técnica son la baja eficiencia conseguida y la sidad de demostrar que las

HSCs pueden ser modificadas de forma estable p&@.HA
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OBJETIVOS






La terapia génica para X-HIGML1 esta limitada pondgesidad de obtener
una regulacion fina de la expresion del transgeapéitico (CD40L) y por la
ausencia de ventaja selectiva de las células ¢daggya que las mutaciones en
CD40L no afectan directamente a la supervivencia delimdgcitos T. Por lo
tanto, el objetivo general de la presente tesiseleslesarrollo de vectores
lentivirales autoinactivables (SIN) que permitam mmodificacion génica eficiente
de las células HSCs y obtengan una expresiondgica de CD40L, plasmado en

los siguientes objetivos especificos:

1-Desarrollar un vector lentiviral SIN en el qB®40L se exprese a través
de un promotor tejido-especifico para el linaje awpoyético (promotor
endogeno d&Vas)que ha mostrado previamente su capacidad parangasta

expresion del transgen al tejido hematopoyéticareantorno lentiviral.

2- Estudiar el comportamiento del promotor @®40L en un entorno
lentiviral, determinando si mantiene su caractgddeespecifico e inducible por
activacion en las células T transducidas, tal y@oeurre en las células normales
pertenecientes a este linaje. Para ello disefiaremosgector lentiviral SIN en el
que la expresion deGFP como gen marcador esté dirigida por el promotor de
CD40L.

3- Generar, en el caso de demostrar la utilidagpaehotor deCD40L en
un entorno lentiviral, un vector terapéutico indieiy tejido-especifico en el que
la expresion del transgen CD40L se encuentre daigior el propio promotor de
CD40L. Evaluaremos, a continuacion, la actividadcfanalidad de la proteina
CD40L expresada a través de este vector lentialralbjeto de determinar su

capacidad de producir el rescate fenotipico ddaB deficientes.
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MATERIAL Y METODOS






1.- LINEAS CELULARES Y MEDIOS DE CULTIVO

La linea de linfocitos T primarios, obtenida de donante sano,
denominada N1 ha sido desarrollada en nuestrodtaiyar y mantenida mediante
alo-estimulacién semanal con células B Raji preatlas con Mitomicina C [202].
Los linfocitos T primarios fueron cultivados con diee Panserin (PAN Biotech,
Aidenbach, Alemania) suplementado con suero hurabB®o, glutamax al 1% y
50 Ul/ml IL-2 humana recombinante (obtenida dedD8IReagents and Referente
Program, Nacional Institutes of Health, Bethesd®, MSA). Las células 293T
(células epiteliales de rifidn) fueron cultivadas BMEM (Gibco-Invitrogen,
Carlsbad, California, USA) suplementado con suendro fetal (FBS) al 10% y
penicilina-estreptomicina al 1%. El resto de lineakilares Ecv 304(carcinoma
de vejiga: epiteliales), Jurkat (leucemia linfobilgs de células T), K562
(leucemia mielogénica: eritrocitica y megacarigeiti y U937 (leucemia
mielogénica: monocitica) fueron cultivadas en med@®PMI 1640 (Bio-
Whittaker, Verviers, Bélgica) suplementado comohseindicado previamente,
incluyendo ademés glutamax al 1%.

La linea celular Jurkat usada, se caracteriza perla expresiorcD40L
no es detectable a través del anticuerpo monoclemgleado en los ensayos
(mouse anti-humanCD40L, clon 24-31; Calbiochem). Sin embargo, este
anticuerpo si es capaz de detectar la expresiOC@MOL generada por los

vectores lentivirales.

2.- PLASMIDOS

Para la construccibn de nuestros vectores leriggirael ADN
complementario (ADNc) deCD40L fue obtenido por reverso-transcripcion a
partir del ARN total procedente de linfocitos degra periférica (PBLS) de un
donante sano, obtenido por el método del Trizolatmgplificacion del ADNc de
CD40L se llevé a cabo con Pfu DNAPolymerase (Promega), con su
correspondiente buffer suplementado con GIM@MM y dexosinucleétidos

10mM. Los cebadores usados fueron descritos prevignpor Villaet al [115]:
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F-CD40L (5" CATTTCAACTTTAACACAGC 3")

R-CD40L (5" AGCTCCACCACAGCCTGC 3))

Las condiciones de las PCR fueron: 1 x (95°C,35)x (94°C, 30"/ 50°C,
17/ 72°C, 3); 1 x (72°C 10°). EIl producto de rapdificacion fue sometido a
electroforesis en gel de agarosa al 1% y visuatizaddiante bromuro de etidio,
siendo el fragmento amplificado por estos cebaddee837 pb. El producto de
PCR fue purificado Rerfectprep clean uypEppendorf), y subclonado en el
plasmido intermediario pCRII-Blunt-TOPO (Invitroggmara su posterior clonaje
en los vectores lentivirales.

El vector S-CD40L fue obtenido a partir del vedenmtiviral pHR’ SIN
cppt—SEW, en el que por doble digestion enzimdBamHI-Xhol se escindi
eGFP y WPRE sustituyéndose ambos por el ADNc @®40L, escindido de
pCRII-Blunt-TOPO por la misma digestion enzimati€.vector W-CD40L se
construy6 de igual modo que S-CD40L, pero en ease €l ADNc deCD40L
sustituyo al daVas El vectorpCD40L-CD40L se construyé por doble digestion
BamHI-Clal de S-CD40L, lo que permitio sustituir glomotor SFFV por el
promotor de CD40L, contenido en el vector de suim® pMK (GENART,
Regensburg, Alemania), escindido también por ddlgestion BamHI-Clal. Por
altimo, pCD40L-GFP se cred a partir de los vector lentivirales ySECD40L-
CD40L por doble corte con BamHI-Xhol, lo que persustituir enpCD40L-
CD40L el ADNc deCD40L por el deGFP procedente del vector SE.

Cada construccién obtenida fue evaluada por digestiiagnostica y
secuenciacion en el servicio de secuenciacion mltito de Parasitologia y
Biomedicina Lépez Neyra del CSIC, Granada, medialis cebadores

correspondientes.
3.- PRODUCCION DE VECTORES

Los vectores lentivirales fueron producidos pottremsfeccion de células
empaquetadoras 293T con los tres plasmidos: ljnmlasvector (S-CD40L, W-

CD40L, pCD40L-CD40L 6 pCD40L-GFP), 2) plasmido empaquetador
PCMVARS8.91, y 3) plasmido de la envuelta VSV-G (pMD.[&.co-transfeccion
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se realiz6 mediante la formacién de vesiculasitpfdcon Lipofectamina 2000
(Invitrogen) [209]. Las células empaquetadorasustevaron en placas de Petri de
10cm de diametro (Sarstedt, Newton, NC) a una genflia del 90-95%.
Previamente a la transfeccion las células fuereadas una vez con medio OPTI-
MEN (Gibco) precalentado a 37°C, dejando un volurinmeal de 5ml de OPTI-
MEN por placa. Por otra parte, el ADN afadido jplaca fue de 2¥g totales, en
la proporcion 3:2:1 de plasmido vector, plasmidgaquetador y plasmido de la
envuelta respectivamente. Este ADN fue diluido €dml de OPTI-MEN vy
mezclado con 1,5ml de OPTI-MEN que contenigub@e Lipofectamina 2000,
dejandose incubar durante 20 minutos a temperatalaente. A continuacion, la
mezcla de Lipofectamina y ADNSs, en un volumen fidal3ml de OPTI-MEN,
fue afladida a cada placa, incubandose 6 horas®Ga&@710% de C® Tras la
incubacién, se cambio el medio de las placas puot 8 OPTI-MEN fresco y se
mantuvieron en cultivo 48 horas mas hasta la réeode los vectores, que se
realizo recolectando los sobrenadantes de lasgplpaaandolos por filtro de 0,45

pum y almacenandolos en alicuotas a -80°C.

4.- TRANSDUCCION DE CELULAS

Las células diana fueron transducidas en placag4dgocillos a una
confluencia de 10 células/pocillo. Los vectores fueron afiadidos en
concentraciones seriadas sobre un volumen fin&00gqul del medio de cultivo
correspondiente, segun el tipo celular. Las célséasncubaron con los vectores
durante 6-8 horas; al cabo de este tiempo se poeédambio de medio para
retirar los vectores. Las células se mantuvierooutivo durante 5 dias, tras los
cuales se procedié a la deteccion de la expresO€A0L por citometria de

flujo.

5.- TITULACION DE LOS VECTORES

Para determinar el titulo de los vectores (unidatkegransduccion por

mililitro) se sembraron fOcélulas/pocillo en una placa de 24 pocillos. A4 di
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siguiente se afiadieron 1 y 10 pl de cada una dmlasiones a titular. Las células
incubadas con los diferentes vectores se dejaemecal menos una semanay se
procedié a la obtencion de ADN y a la cuantificacdel nimero de copias del
vector integrado en cada muestra. Para ello sedaata g-PCR incluyendo una
curva estandar de plasmido (S-CD40lp®@D40L-GFP) con cantidades seriadas
del mismo entre f0a 10 copias. A partir de esta curva estandar se iolérgl
namero de copias correspondiente a cada muestratigé 0.6 ug de ADN
correspondiente a 10células). Este valor nos indica las particulasales
eficientes para transduccién presentes en el valumtiézado inicialmente (1 6
10 pl). Para calcular el titulo (nmero de pardsutficientes por cada mililitro)

se multiplica por 1000 o 100 en funcion del volura@hzado inicialmente.
6.- PREPARACION DE ADN Y PCR CUANTITATIVA

Para la extraccion del ADN gendmico de las céltremssducidas se partid
de 5-10 x1B células. Las células recogidas se lavaron dossvese PBS por
centrifugacién a 300g durante 5 minutos a 4°C;wazalavadas se resuspendieron
en un mililitro de la solucion de lisis filtrada (8 HCI 20mM, pH 8; EDTA
5mM, pH 8; NaCl 400mM y SDS 1%) con Proteinasa ¥08 ug/ ml, dejandose
incubar en agitacion a 55°C, durante toda la no€has la inactivacion de la
Proteinasa K a 95°C, 10 minutos, se incub6 con sBNa5 pg/pl durante 30
minutos a 60°C. A continuacion, se procedid a taaegién del ADN gendémico
mediante purificaciones con fenol (1:1) y fenolroformo-isoamil alcohol,
25.24.1. (1:1) por ultracentrifugacion a 4°C. Lagppitacion del ADN genémico
se realiz6 con etanol absoluto y acetato amoniGO%.

Las reacciones de PCR cuantitativa se llevaronba ea termociclador
ABI Prism 7000 PCRDetection SystenfApplied Biosystem, Foster Cityt,CA,
USA) usando la mezcli® SYBR Green Supermigue contiene 0.4 mM de cada
dNTP (dATP, dCTP, dGTP, y dTTP), 50 unidadesiirdq DNA polymerase
MgCl, 6 mM, SYBR Greeny fluoresein20 nM (Bio-Rad).
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Los cebadores utilizados para la amplificaciondoe
F-Exén 2 CD40L (5"GATACAGAGATGCAACACAGGA 3)
R-Exén 3 CD40L (5’GCTGTTTTCTTTCTTCGTCTCC 3")

F-GFP (5" GCCCGACAACCACTACCT 3")
R-GFP (5" CGTCCATGCCGAGAG TGA 3)

En el caso de CD40L la distancia entre F-Exdn 2ExBn3 en el vector
lentiviral (ADNc deCD40L) es de 127 pb, mientras que en el ADN gendémico
entre el exbn 2 y 3 d€D40L hay 4102 pb, por lo que el producto de
amplificacion por PCR cuantitativa corresponderdABINc de CD40L de los
vectores lentivirales insertados en el genoma larluliscriminando asi la
amplificacion de CD40L enddégeno. ElI numero de copias de vector fue
determinado a partir de la amplificacion de la secia CD40L o GFP, en su
caso, e interpolacién en la curva estandar de jpdas(de 16 a 16 copias). Las
condiciones de la PCR fueron p&B40L: 1 x (95°C, 27); 40 x (95°C, 20"/ 55°C,
307/ 72°C, 307), y par&FP: 1x (95°C, 27); 40 x (95°C, 157/ 63°C, 307"/ 72°C
307); 1 x (72°C 2).

7.- INMUNODETECCION Y CITOMETRIA DE FLUJO

Para la inmunodeteccién de CD40L se tomaron 25z4ldlas por punto.
Las células fueron recogidas y lavadas con PB)g 3furante 5 minutos. Todo
el proceso se realiz6 a 4°C. Para el boqueo denlaestras se procedio a la
incubacion de las mismas en PBS al 3% de FBS yaA3bdica 0,2% durante 15
minutos en agitacion. Tras la incubacion fueronadas y recogidas por
centrifugaciéon a 300g durante 5 minutos. Los asficos fueron preparados en
PBS al 0,3% de FBS y Azida Sddica 0,02%. Comoicaenpo primario se
afladieron 10Qul del anticuerpo monoclonal anti-CD40L 24-3thquse anti-
humanCDA40L; Calbiochem) a una concentracién de 1/8&0incubd 1 hora en
agitacion a 4°C. Tras la incubacion fueron lavaztas PBS al 0,3% de FBS y

Azida Sédica 0,02% y recogidas como se indicé amtaente. Como anticuerpo
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secundario, marcado con PBHo&t anti-mouselgG; Caltag Laboratories), se
afiadieron 10Qu del mismo a una concentracion 1/200. Se incubidota en

agitacion a 4°C. Tras la incubacion se procedio nisimo modo que con el
anticuerpo primario, dejando las células resusplarsden 250-3001 de PBS para
ser analizadas por FACS.

En las citometrias en las que se analiz6 conjunt@mi@ expresion de
CD40L y eGFP se utilizé, para la deteccion de CDdfAlanticuerpo secundario
marcado con APCgpat-anti-mouseBD Pharmingen), cuya lectura se hace en
FL-4. El objetivo de esto fue evitar que la expiasile eGFP (cuya lectura se
realiza en FL-1) no interfiriese en la deteccionGI240L, en el caso de que los
niveles de expresion de eGFP fuesen muy altosifimgado en FL-2, donde

detectamos el anticuerpo secundario usando norms&dniieE).

8.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DEL PROMOTOR CD40L
MEDIANTE ANALISIS DE LA EXPRESION DE eGFP POR
CITOMETRIA DE FLUJO

La fuerza del promotor de CD40L se determin6 midieel incremento de
la intensidad media de fluorescencia (MFI) que sedyce en las células
transducidas con el vectpCD40L-GFP. Dicho incremento se calcula como el
cociente del MFI de R2 (poblacion positiva) entteM#=I de R3 (poblacion
negativa). En la figura 4 el incremento de MFI @e poblacion control no
transducida seria 5,13/ 3,12 = 1,64, y el de ldgoddn transducida 11,23/ 3,12 =
3,60. A continuacion, restamos al MFI de la pollactransducida el de la
poblacion no transducida, en nuestro ejemplo, 31664 = 1,96. Por ultimo,
normalizamos el incremento de MFI respecto al nénu integraciones por
célula: 1,96 / 1,03 = 1,9 (Figura 4).
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No transducidas Transducidas con pCD40L-GFP
1 MFIR3: 3,12

MFIR2: 5,13 MFIR2: 11,23

Figura 4: Ejemplo representativo de como se determiné la agedel promotor pCD40L, medida
como intensidad media de fluorescencia (MFI) de el&F

9.- ACTIVACION DE CELULAS T CON PMA E IONOMICINA

La concentracion de PMA usada fue de 5ng/ml y léodemicina de 0,5
pg/ml. En funcién del numero de células necesanicada caso se trabajo en
placas de 6 a 24 pocillos, pero las concentracideeBMA e ionomicina usadas
fueron siempre las dadas arriba. Las células fuerongidas y lavadas con PBS;
se resuspendieron en el volumen de medio deseadoafiadieron el PMA y la
ionomicina, dejandose incubar durante toda la n@cB&°C. Las células fueron

utilizadas al dia siguiente para el correspondierperimento.

10.- ENSAYOS DE RESCATE FENOTIPICO

Con el objetivo de determinar si la proteina CD4{presada por las
células transducidas con nuestros vectores eraiofuaic disefiamos los
experimentos de rescate fenotipico que se mosteacamtinuacion. Como se ha
dicho anteriormente, la deficiencia de CD40L ncerifiere directamente en la
supervivencia de los linfocitos T, si no que afecta segunda sefial de activacion
de los linfocitos B. Por ello, los experimentosrdecate fenotipico se centraron

en determinar si el CD40L expresado por las célulssducidas era capaz de
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inducir esa segunda sefial y los cambios que ecélatas B se producen como
consecuencia: cambio de isotipo y proliferacionleel

10.a. Proliferacion de células B

Las células B utilizadas fueron extraidas de masstte amigdala. La
purificacién y caracterizacién de estas células lfeeada a cabo por la Dra.
Raquel Mufioz Fernandez (Instituto de BiopatologiMedicina Regenerativa,
Centro de Investigacion Biomédica); obteniéndosa puareza de un 90% de
células positivas para CD19

La medida de proliferacion celular se realizé meiamarcaje de las
células B con CFSE cérboxyfluorescein diacetate succinimidyl epter
Previamente al marcaje las células B fueron lavddasveces con PBS, con FBS
al 0,1%. El marcaje se realizé afiadiendo 0,5 |CESE (5 mM) por cada 20x10
células/ml (obteniéndose una concentracion finaCHEE de 2,5 uM). Se incubd
la mezcla durante 5 minutos a 37°C, en oscuridatbrinuacion, se inactivo el
CFSE con FBS. Una vez marcadas las células fuavadas dos veces con PBS.

La medida de la proliferacion celular se realizdiaete co-cultivo de las
células B marcadas con CFSE con las células T gfjutkansducidas con los
vectores lentivirales o las células T usadas coomirales, a razén de 10élulas
B con 16 células T, por pocillo, en placas de 96 pocilPeviamente, las células
T fueron tratadas con Mitomicina C para evitar sulifgracion; para esto se uso
50 ug de Mitomicina C (1 mg/ml) por cada®H@lulas/ml durante dos horas a
37°C y después fueron lavadas tres veces con PBS.

Las células fueron cultivadas en RPMI 1640 (10% ,FB% de glutamax y
1% penicilina-estreptomicina) suplementado con k-#-5 (Pepro tech), ambas
a 10 ng/ml. Las células se mantuvieron en estadicdones durante una semana,

al cabo de la cual se midio la proliferacion celplar citometria de flujo.
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RESULTADOS






Como se ha descrito en la introducci@@40L es un gen inducible con un
estricto patron de regulacion y de expresion disuPor tanto, la funcion de su
proteina depende del correcto funcionamiento deoseshecanismos. La
importancia de la correcta expresion@ie40L es critica en el contexto general de
la respuesta inmune, como se pone de manifiestedlw por la aparicion del
Sindrome de Hiper IgM como consecuencia de su fidmasino en los ejemplos
de sindromes linfoproliferativos en aquellos casnslos que se ha intentado
corregir la enfermedad mediante aproximacionesrerpatales que conllevaban
la expresion ectdpica y no regulada del transgéh Bor este motivo, cualquier
tipo abordaje de terapia génica para el tratamieBtoX-HIGM1 necesitard de
vectores que permitan una expresion del transgelo4especifica, fisiologica y
regulada. Con el propésito de avanzar hacia egttival) hemos disefiado un
conjunto de vectores lentivirales que cumplan &xguisitos antes mencionados,
como punto de arranque para el desarrollo de umateggia de terapia génica

eficiente y segura en estos pacientes.

1.- CONSTRUCCION DE LOS VECTORES LENTIVIRALES

El ADNc de CD40L, obtenido de linfocitos de sangre periférica (PBLs
fue amplificado por PCR, purificado y subclonadoetmplasmido intermediario
pCRII-Blunt-TOPO, para su posterior clonaje en @xtores lentivirales. El
vector lentiviral pHR’ SIN cppt—SEW utilizado enestro estudio para construir
el vector lentiviral S-CD40L contiene el LTR delrns SFFV Epleen Focus
Forming Virug dirigiendo la expresion deGFP, el elemento regulador post-
transcripcional WPREWoodchuck posttranscipcional regulatory elementel
fragmento central de polipurina (cPPT). Mediantgediion con las enzimas de
restriccion BamHI y Xhol se escindié eGFP y WPRHstisuyéndose por el
ADNCc deCD40L subclonado en pCRII-Blunt-TOPO (Figura 5).

El vector W-CD40L fue construido a partir del vedentiviral pHR’ SIN
cppt-WW, en el que el promotor proximal Wasde 500 pb, dirige la expresion
de Was [57]. En este caso la doble digestibn enzimatieanBI-Xhol nos
permitié sustituir el ADNc d&Vaspor el deCD40L (Figura 5). En la figura 6 se
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muestra un ejemplo del patrén de restriccion olaskndurante el clonaje de los
vectores S-CD40L y W-CDA40L.

La secuencia del promotor deD40L elegida para la construccién del
vectorpCD40L-CD40L, se extiende desde -1294 pb hasta -23 fh. deguencia
fue escindida del plasmido de subclonaje pMK pgeslion enzimatica BamHI-
Clal. Del mismo modo se digirio el vector lentiVigxCD40L con BamHI-Clal,
para eliminar el promotor SFFV, en cuyo lugar ssm@lel promotor d&€€D40L
(Figura 5).

El vectorpCD40GFP fue generado a partir del vecpizD40L-CD40L,
en el que se escindié el ADNc @®40L por doble digestion con BamHI-Xhol. A
partir del vector SE, (derivado de pHR’ SIN cppt¥gEtras la escision de
WPRE), se obtuveGFP por doble digestion con BamHI-Xhol, subclonandese
el esqueleto lentiviral reemplazand@€B40L (Figura 5).

Cada una de las construcciones fue analizada gestthn diagnostica. En
el caso de S-CD40L y W-CD40L se comprob¢ la praaete CD40L mediante
digestion BamHI-Xhol, que soltaria un fragmento9@® pb, correspondiente a
CD40L. El vectorpCD40L-CD40L fue analizado con EcoRI y Pstl y el vector
pCD40L-GFP con Ncol.

Posteriormente, en todos los casos, los vectorestraados fueron
secuenciados en el servicio de secuenciacion ddutnsde Parasitologia y
Biomedicina “Lopez Neyra” del CSIC mediante los addres correspondientes.
Los cebadores fueron elegidos de tal manera gaecasen dentro del esqueleto
del vector lentiviral y en la secuencia objeto déalisis, de modo que se verificd
no solo posibles mutaciones de las secuencias, &nmbién la correcta
orientacion de las mismas. En la figura 7 mostraumosjemplo de codmo se llevo
a cabo la secuenciacion y comprobacién de la itegdr de los vectores
construidos. El vector W-CD40L fue secuenciadazatiido dos cebadores: &t “
previo” que arranca en el vector lentiviral por delantepdgemotor deWasy el

“R interno” que se encuentra en el ADNc@B40L (Ver Material y Métodos).

60



J'LTRAU3

5 LTR (U3/RIUS) (RIUS)
S-CD40L: { }D—[RREH::PPTW
v / /

/ /

W-CD40L:

pCD40L-CDAOL: —Frommeni) "oz |

pCD40L-GFP: Prom. CDA0L >

Figura 5: Esquema de los vectores lentivirales construid&d vector S-CD40L contiene el
promotor constitutivo SFFV dirigiendo la expresida CD40L En W-CD40L la expresion de
CD40L esta bajo el control de un fragmento proxioel promotor déVas En los dos restantes,
pCD40L-CD40L y pCD40L-GFP, el promotor d€D40L dirige la expresion d€D40L y eGFP
respectivamente. En la figura las flechas repraseatlos promotores seguidos por el transgen.
RRE:Rev Responsive ElempaPPT:central poly-purine track

Topo-CD40L  SEW WW

Esqueletos lentivirales

| «—8252ph
| +—8247pb

eGFP + WPRE

CD40L919pb *— Jlas con sitio interno Xhol

Figura 6: Electroforesis en gel de agarosa mostrando los freenptos de ADN utilizados para el
subclonaje de CD40L en los vectores lentiviralesCB40L y W-CD40L El plasmido
intermediario pCRII-Blunt-TOPO, en el que se subdlel ADNc deCD40L, y los vectores
lentivirales de partida SEW y WW fueron sometidodoble digestion enzimatica BamHI-Xhol
(B-X). El fragmento B-X de 919 pb correspondient€R40L se introdujo en los esqueletos
lentivirales de SEW (8252 pb) y WW (8247 pb) pawagtruir los vectores S-CD40L y W-CD40L
respectivamente.
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Figura 7: Estrategia de la secuenciacion de W-CD40Qla figura muestra el ADN del plasmido vector W4IID en el que la flecha azul representa al pronmddasy a
continuacion se muestra el ADNc @®40L La secuenciacion se llevo a cabo con un cebqummarranca dentro del esqueleto lentiviral poamtel del promotor dé/as
(F-Previo) en sentido 5°- 3, y otro cebador (R-40D) que arranca dentro de la secuenci€BdOL, en 3"del mismo; y en sentido 5°- 3"en la hebrapgementaria. Los
cebadores usados se presentan en verde. La sectedvita esta indicada en mindscula, por debajla decuencia real, representada en mayusculadineas paralelas
dispuestas en vertical hacen referencia a lasgédgesecuenciacion no mostradas en las que ha@a# tle homologia entre la secuencia teérica yda t®s puntos
representan discrepancias entre la secuenciadagglicreal. La secuencia tedrica del promotodesesta representada en azul y la del ADNEBEOL es gris. El inicio de

transcripcion d&€D40L se muestra en rojo.



2.- EL VECTOR S-CD40L EXPRESA EL TRANSGEN CD40L DE FORMA
CONSTITUTIVA

Para analizar el comportamiento del vector leralv8-CD40L, en el que
la expresion deCD40L estd dirigida a través del promotor de expresion
constitutiva SFFV, se transdujeron diversas lineglsilares entre las que se
incluian células T CD4 (Jurkat), células de origen mieloide (K562, U937),
células epiteliales (293T) y células endotelialesvB04). A los 5-7 dias se
determind el porcentaje de expresion de CD40L pmmetria de flujo y el
namero de integraciones del vector por célula nmeidPCR cuantitativa.
Unicamente se muestra las citometrias de las sélulkat y 293T como ejemplo
representativo del analisis realizado en cada ¢gdalar (Figuras 8 y 9). En la
figura 8 se muestra como CD40L no es detectad@ exuperficie de estos dos
tipos celulares mediante el anticuerpo anti CD4@32.

En todos los estudios donde se realizé inmunodéteate CD40L, la
utilizacion del porcentaje como medida de expresids dio una lectura mas fiel
de la expresion del vector que el incremento eNlfel. Esto se debe a que el
fondo (células CD40Lmarcadas con el anticuerpo anti-CD40L) obtenid@ihe
las inmunotinciones enmascaraba al MFI de lasalwdnsducidas.

En la linea celular Jurkat empleada en los enséy@xpresion de CD40L
no es detectable a través del anticuerpo monoc#dll. Sin embargo, este
anticuerpo si es capaz de detectar la expresi@Dd@L en células transducidas
con los vectores lentivirales conteniendo CD40L.

En la figura 9 se observa como el se obtienen esveimilares d€D40L
en los diferentes tipos celulares transducidos elowvector lentiviral S-CD40L

salvo en la linea K562, donde la expresiéon delorezt mas eficiente.
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Figura 8: Las células Jurkat y 293T sin transducir no expres&D40L Citogramas en los que
se muestra en los paneles de la izquierda el datgt@nticuerpo secundario (PE) y en los paneles
de la derecha las células no transducidas marcadeel anticuerpo monoclonal anti-CD40L (clon

24-31) y el anticuerpo secundario (PE).
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Figura 9: El vector lentiviral S-CD40L obtiene una expresiombicua del transgen

a) Citogramas que muestran la expresiorC@0L a través del promotor SFFV en células Jurkat,
(paneles superiores) y 293T (paneles inferioras)ok dos paneles de la izquierda se muestran las
células no transducidas marcadas con el anticuempnoclonal anti-CD40L 24-31 mas el
anticuerpo secundario (PE). En los paneles derlecda se muestran las células transducidas con
el vector S-CD40L. En cada citograma se indicaoetgntaje de expresion @D40Ly el nimero

de copias de vector por célula (c.c), en el casdadecélulas transducidas. Las regiones se
definieron para alcanzar el mayor punto difereneiatte células transducidas y no transducidas.
b) Porcentaje de expresion @®40L a través del promotor constitutivo SFFV, respattaimero

de integraciones de vector por célula; en céluEmatopoyéticas (Jurkat, K562 y U937) y no
hematopoyéticas (293T y Evc 304). El porcentajeexigresion representado es el resultado de
restarle al porcentaje de expresion @P40L a través del promotor SFFV el porcentaje de
expresion d&€D40L de su control correspondiente sin transducir. dtiooacion el valor obtenido

se normalizo respecto al nimero de integracionesédola.
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3.- LA EXPRESION DE CD40L A TRAVES DEL PROMOTOR DE Was
ESTA RESTRINGIDA A CELULAS HEMATOPOYETICAS

La utilizacion del promotor d&Vas para dirigir la expresion d€D40L
(vector W-CD40L) tiene como objetivo lograr una mgidn moderada y
hematopoyético-especifica, tal y como se ha deadstpreviamente para la
expresion d&Vas El analisis del comportamiento del vector W-CD4@Lrealizo
de manera similar al del vector S-CD40L.: se trajzsdumismo panel de células,
se determind el porcentaje de expresionCieiOL por citometria de flujo y el
namero de integraciones por célula por PCR cudinttalLos resultados son
mostrados en la figura 10 donde puede observarse ciad expresion del vector
W-CD40L se restringe a las células hematopoyétihakat, K562, U937).

Asi, en la figura 10a se observa que en las &Eldlarkat, 1,2
integraciones de vector por célula inducen un paaje de expresion del 24,20%
(resultante de restar la expresion basaCBdOL de las células sin transducir, al
porcentaje de expresion a través del vector W-CD20139 - 5,19) mientras que
en las células 293T, 3,0 integraciones de vectaor gétula expresan niveles
indetectables de CD40L.
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Figura 10: El vector W-CD40L eshematopoyético-especific@) Citogramas que muestran la
expresién deCD40L obtenida mediante la tranduccion de células Jupaneles superiores) y
293T (paneles inferiores) con el vector W-CD40L. & dos paneles de la izquierda se muestra
las células no transducidas marcadas con el amficumonoclonal anti-CD40L 24-31, mas el
anticuerpo secundario (PE). En los paneles derlecda se muestran las células transducidas con
el vector W-CD40L. En cada citograma se indica @icentaje de expresién deD40L y el
namero de copias de vector por célula (c.c), eragb de las células transducidas. Las regiones se
definieron para alcanzar el mayor punto diferenefgte células transducidas y no transducidas.
b) Grafica mostrando la proporcion enties porcentajes de expresion del vector W-CD40L
relativo al nimero de integaciones por célula énlae hematopoyéticas (Jurkat, K562 y U937) y
no hematopoyéticas (293T y Evc 304). El porcerdaj@xpresion representado es el resultado de
restar al porcentaje de expresién@@40L a través del promotdiasel porcentaje de expresion
de CD40L de su control correspondiente sin transducir. Atiooacion, el valor obtenido se
normaliz6 respecto al nUmero de integraciones @loitac
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4.- LOS VECTORES LENTIVIRALES DIRIGIDOS POR EL PROM OTOR
DE CD40L SIGUEN UN PATRON FISIOLOGICO

En condiciones ideales, los vectores que se utilewe ensayos de terapia
génica deberian expresar el transgen terapéutja@ado el mismo patrén que el
gen enddégeno. Con esta finalidad se construyersnvkxrtores lentivirales
pCD40L-GFP y pCD40L-CD40L que nos permitirian, por un lado, estudiar e
detalle el patron de expresion del promotoiCi0OL en un entorno lentiviral y,
por otro, analizar el potencial de un vector teusipé para X-HIGM1 basado en
la expresion fisiologica deCD40L Para la construccidn de estos vectores
lentivirales se usé un fragmento de 1,2 Kb pertemée al promotor d€D40L
situado en direccion 5" del gen. Este fragmentodescrito por Schubest al
[128], quienes demostraron que es suficiente pahacir la expresion d€D40L
en los linfocitos T activados.

4.a. El fragmento del promotor CD40L contenido en el vector lentiviral
pCD40L-GFP expresa eGFP siguiendo el mismo patréon que elCD40L
enddgeno

La falta de modelos celulares humanos deficienaea @D40L, asi como
la escasez de muestras de pacientes, impositeli@mmalisis en detalle del patrén
de expresion de estos vectores. Por este motieginebs para el analisis
funcional del fragmento seleccionado como promd®€D40L un sistema que
nos permitiese una facil deteccion del mismo. Btesna seleccionado fue la
expresion de la proteina verde fluorescente (eG&do gen marcador de la
actividad del promotor dED40L en un entorno lentiviral, para lo que se procedié
a construir el vector lentivirgglCD40L-GFP. Este vector nos permitié analizar el
patron de expresion del promotor @®40L en cualquier tipo celular (medido en
funcidén de los niveles de eGFP) y compararlo copatién de expresion de
CD40L enddgeno.
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4.a.1. El vectorpCD40L-GFP se expresa preferentemente en lineas celulares
CD40L"”

Los primeros estudios se centraron en comparaatedrpde expresion del
vector pCD40L-GFP con los niveles de expresion @®40L en las células
utilizadas. Para ello se transdujo el mismo pamelcélulas que en los casos
anteriores, y se analizo el perfil de expresiontatias ellas, tanto pareGFP
(expresado a través del vector) como p@@40L, asi como el nimero de
integraciones por célula. La figura 11a muestrinelemento de la Intensidad
Media de Fluorescencia\lMFI) en células Jurkat y 293T transducidas consesto
vectores. EAMFI se calcul6 como el cociente de la MFI de lalpoidn positiva
(R2 y R8 en Jurkat y 293T respectivamente) entiHade la poblacion negativa
(R3 y R9 en Jurkat y 293T respectivamente). Emglard 11b se detalla como el
vector pCD40L-GFP se expresa eficientemente en células hemattpay
(Jurkat y K562), mientras que no lo hace en agsidifeeas celulares analizadas

pertenecientes a linajes no hematopoyéticos.

4.a.2. La expresion de eGFP conseguida por el vectpCD40L-GFP es
inducible por activacion celular
El siguiente paso en el estudio funcional del promale CD40L fue

verificar su caracter inducible por activacion éftutas T [128], en el contexto de
un vector lentiviral. Con este objetivo se anabimalos niveles de expresion de
eGFPen células Jurkat transducidas con el vectorieati pCD40L-GFP, antes
y después de la activacion con PMA e ionomicinasTia activaciéon de las
células transducidas mediante el tratamiento can dgentes indicados, la
expresion deGFP aumentd de un 37,02% a un 51,34%, registrandmasiein

incremento en MFI de 1,34 (Figura 12).
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Figura 11: El vector pCD40L-GFP restringe la expresién de eBR células hematopoyéticas.
a) Citogramas que muestran la expresiore@&P en celulas Jurkat (paneles superiores) y 293T
(paneles inferiores) transducidas con el ve@@D40L-GFP. A la izquierda se muestran las
células control no transducidas y a la derechadfdas transducidas con dicho vector. En cada
citograma se representa el incremento de la Imtaddiledia de FluorescenciaMFI) de eGFP y

el nimero de copias de vector por célula (c.cglaraso de las células transducidas. Las regiones
se definieron para alcanzar el mayor punto difeedentre células transducidas y no transducidas.
El AMFI se calculo respecto a la poblacién negatbjalncremento de la intensidad media de
fluorescencia respecto al nimero de integracioeesedtor por célulaSe midio la Intensidad
Media de Fluorescencia (MFI) por citometria ded]ugomo parametro de fuerza del promotor, y
se normalizé respecto al nimero de integracionesdglala (ver Material y Métodos). En la parte
inferior de la figura se indica en qué células stecto expresion de CD40L enddgeno, mediante
citometria de flujo y/o mARN.
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Figura 12: La expresion de eGFP obtenida por el vector pCDABEP es inducible por
activacion en células JurkatEl citograma de la izquierda muestra la expresié eGFP en
células Jurkat transducidas con el ve@@D40L-GFP sin activar. A la derecha se muestra la
expresién deGFPen las mismas células tras su activacion con PN#emicina. En el margen
superior izquierdo de cada citograma se indicateharo de integraciones por célula y en el
derecho el porcentaje de expresion y el incremeetda Intensidad Media de Fluorescencia
(AMFI), en el caso de las células activadasAHMIFI se determind como el cociente resultante
entre el MFI en R9 de las células tras la activagi@l MFI de R9 en las células sin activar.

A continuacién, se comprob6 si el caracter indecibel promotor de
CD40L en el contexto de un vector lentiviral se mantendém linfocitos T
primarios. Para ello se procedio igual que en &b canterior, transduciendo
linfocitos T primarios con el vectgpgCD40L-GFP para analizar la expresion de
eGFP, antes y después de su activacion. Este ensagutideanalizar, a través de
eGFP, la modulacion del promotor deD40L en los vectores lentivirales, y
compararla con la modulacién del promotor endégeediante el andlisis de la
expresion deCD40L en los linfocitos T primarios transducidos. Pa@dqy
realizar este ensayo las células fueron marcadasekanticuerpo monoclonal
anti-CD40L (clon 24-31) y se us0, para su deteccidranticuerpo secundario
marcado con APC, evitando, asi, que la expresioe@EP interfiriese en la
deteccion de CD40L (ver Material y Métodos).
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En la figura 13 se muestra el patron de expressd@HOL en linfocitos T
primarios, dependiente de activacion. Se obserealaexpresion d€D40L se
induce de un 15,0% a un 98,7% con un incrementd/lBé de 8,12, tras la

activacion.

Control Ac. No activadas Activadas

E -i , ' s Coq0L+ .: : ! *ﬁm;
07% | ; 150% | 3 - 98,7%
3 E [ MFI: 1,60 | ‘ AMTFI: 8,12

T T T T ST LR R e e e R T B 22 e ) e

CD40L (FL-2)

Figura 13: La expresién de CD40L en linfocitos T primarios gslucida por activaciénEn el
panel de la izquierda se muestra el control det@erpo secundario; en el panel central las células
previa activacion y en el panel de la derecha éhslas tras la activacion. En el margen inferior
derecho de cada citogrma se representa el poreatgagxpresion dED40L y el incremento en
MFI en el caso de las células activadas.

En la figura 14 se muestra en paralelo la expred@@D40L y eGFPen
linfocitos T primarios antes y después de ser adtg. Se observa que tras la
activacion la expresion deGFP incrementa de un 2,8% a un 6,6% con un
incremento de MFI de 1,77 (Figura 14b).

En la figura 14bse representa la poblacion de linfocitos T pringrio
eGFP, antes y después de la activacion; asimismo éistgrama de la figura
14c se muestra la expresion @40L a través del promotor enddégeno previa y

post-activacion, en esta misma poblacion eGFP
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Figura 14: La expresion de eGFP dirigida por el vector pCD4@FP es inducible por
activacion en linfocitos T primariosa) Citogramas en los que se muestra la expresidzDaL
endogeno, antes y después de la activacién, ntedianion con el anticuerpo monoclonal anti-
CD40L (clon 24-31) y el anticuerpo secundario (APS& muestra como la transduccion con
pCD40L-GFP no interfiere con la modulacién y expresiodéyena deCD40L (Ver Figura 13).
b) Citogramas en los que se representa la expresiéGHP a través del promotor de CD40L en
las mismas células, antes y después de ser activ@daliveles de expresion déD40L en la
poblacion eGFPantes y después de la activacion. La poblaciéreseptada en el histograma se

Linfocitos T primarios transducidos con
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corresponde con la poblaciéon eGFR la figurab).
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4.b. El vectorpCD40L-CD40L expresaCD40L siguiendo un patron fisiol6gico

4.b.1. La expresion deCD40L a través del vectopCD40L-CD40L es residual
en células hematopoyéticas no activadas

Se comprobd si el comportamiento del promotoC@eIOL dirigiendo la
expresion deCD40L, en un vector lentiviralpCD40L-CD40L), seria similar a lo
observado a través del vecm€D40L-GFP. Para el analisis del vector lentiviral
pCD40L-CD40L se transdujo el mismo panel de células gnelos casos
anteriores, determinando el porcentaje de exprgs@dmimero de integraciones.

En la figura 15se muestran los citogramas en los que se reprekenta
expresion del vectgpCD40L-CD40L en los cinco tipos celulares analizados. Se
observa que dentro del grupo de las células hemgdtipas, solo hay trazas de
expresion d&€D40L enddgeno en Jurkat y K562. En el caso de lasastrkat,
en las que el anticuerpo monoclonal empleado nectte€D40L enddgeno, se
corrobor6 la expresion del mismo por ARN mensajarientras que en las células
K562 se aprecia una pequeia expresion endoge@®delL de un 4,12% (6,72-
2,60%). Si se comparan los niveles expresion detov@CD40L-CD40L con la
expresion endogena @&D40L, se advierte que soOlo se detectan niveles bajos de
expresion del vector en las lineas celulares aqudgicamente expres&@D40L,
a pesar de que estos niveles sean minimos.

El analisis de citometria de flujo llevado a cabpaétir de los citogramas
de la figura 15 es normalizado en los datos reptades en la figura 16, en la que
se representa el cociente entre el porcentaje peesign deCD40L relativo al

namero de integraciones por célula.
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Figura 15: Expresion de CD40L a través del vector pCD40L-CD4@éh diferentes tipos
celulares Citogramas que muestran la expresiorCieiOL a través del vectqpCD40L-CD40L

en células hematopoyéticas (Jurkat, K562, U937)oy hemtaopoyeticas (293T y Ecv304
respestivamente). En los paneles de la izquierdaussstra el control del anticuerpo secundario
(PE); en los paneles centrales las células nodwmidas marcadas con el anticuerpo monoclonal
anti-CD40L (clon 24-31) y el anticuerpo secunddfiRE); y en los paneles de la derecha se
muestran las células transducidas con el vggB40L-CD40L. En la esquima superior derecha
de cada citograrma se indica el porcentaje de sipreleCD40LYy el nimero de copias de vector
por célula (c.c.), en el caso de las células tnaridds. Las regiones se definieron para alcanzar el
mayor punto diferencial entre células transducidas transducidas.
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Figura 16: El promotor de CD40L tiene un comportamiento fisiglico dirigiendo la expresion
de CD40L en un entorno lentiviral Grafica mostrando el cociente entre los porcestaje
expresion del vectopCD40L-CD40L relativo al numero de integaciones por @leh células
hematopoyéticas (Jurkat, K562 y U937) y no hematéficas (293T y Evc 304). El porcentaje de
expresién representado es el resultado de reslgstercentaje de expresion @®40L a través del
promotor deCD40L el porcentaje de expresion @D40L de su control correspondiente sin
transducir. A continuacién el valor obtenido sermaliz6 respecto al nUmero de integraciones por
célula.
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4.b.2. La expresion deCD40L dirigida por el vector pCD40L-CD40L es
inducible en células T

Con el objetivo de determinar si la expresionGI240L a través de su
promotor en un entorno lentiviral conservaba sadar inducible se transdujeron
células Jurkat con el vector lentiviCD40L-CD40L y se analizo la expresion de
CD40L antes y después de la activacion mediante PMAneniicina. Como
control positivo de la expresion @D40L se utilizaron linfocitos T primarios, y
como control negativo células Jurkat, sin translutl estimulacion celular

induce la expresién de CD40L en las células Jur&asducidas (Figura 17).

No activadas Activadas

97.97%

78.17%

S asmee -

Jurkat
no transducidas

10,94%

11.54%

] 20,34%
LarT A 2,25c.c.

e ; D 225 ¢ic.

Jurkat
pCD40L-CD40L

CD40L (FL-2)

Figura 17: La expresion de CD40L dirigida por el vector pCD4@D40L es inducible en
células T (Jurkat).Citogramas en los que se representa la expresi@DdéL antes y después de
la activacion. En los paneles superiores se muebktm@antrol positivo: linfocitos T primarios (N1);
en los paneles centrales el control negativo: aélulurkat no transducidas; y en los paneles
inferiores se muestran las células Jurkat tranddsaion el vectqgCD40L-CD40L. En la esquina
superior derecha se indican el porcentaje de epree CD40Ly el nimero de integraciones por
célula (c.c.) en el caso de las células transdscidas regiones se definieron para alcanzar el
mayor punto diferencial entre células transducidas transducidas.
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5.- ACTIVIDAD FUNCIONAL DE LA PROTEINA CD40L EXPRE SADA
A TRAVES DE VECTORES LENTIVIRALES

Para analizar la funcionalidad de la proteina CDégjresada a través de
los vectores lentivirales se estudid la capacidasl Igs células transducidas con
CD40L tenian para sustentar la proliferacion deulaél B mediante CFSE
(carboxyfluorescein diacetate succinimidyl estérara ello, las células B fueron
mantenidas en cultivo con células T transducidaslos vectores lentivirales S-
CD40L y pCD40L-CD40L, con el objetivo de determinar si la prote{dD40L
expresada a través de estos vectores era capaivdg a las células B e inducir
proliferacion de las mismas. Como control positieoeste ensayo se puso en co-
cultivo con las células B linfocitos T primarios;cgmo control negativo células
Jurkat sin transducir (Figura 18).

Las células Jurkat transducidas cp@D40L-CD40L, que fueron co-
cultivadas con las células B, presentan 14,2 iategnes de vector por célula;
mientras que las transducidas con S-CD40L presénitategraciones por célula.

En las células B mantenidas solas en cultivo ndetecta proliferacion,
mientras que el resto de los casos se observaqueteina CD40L expresada por
las células T transducidas por los vectores leates S-CD40L y pCD40L-
CD40L es funcional, ya que en ambos casos son espde coadyuvar la

proliferacion de las células B.
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Células B + Jurkat S-CD40L (5c.c.) Células B + Jurkat pCD40L-CD40L{14.2 c.c)

CFSE (FL-1)

Figura 18: Proliferacion de células B tras activacion por cd#is T transducidas con vectores
lentivirales que expresan CD40LEn la figura se indica la proliferacién de céluBisnedida
mediante CFSE. En la esquina superior derecha sstrada poblacion de células B seleccionada
para el analisis segin tamafio y granulosidad. Emaeél superior izquierdo se presentan las
células B control que no fueron co-cultivadas céfulas T. En los paneles de en medio se
presentan las células B co-cultivadas con linfecifgorimarios (N1) a la izquierda, y con células
Jurkat a la derecha. En los paneles inferioresssiran las células B co-cultivadas con células
Jurkat transducidas con el vector S-CD40L a laderey con el vectopCD40L-CD40L a la
izquierda. En cada histograma se indica, a la &dai el porcentaje de células B que han
proliferado y en el caso de las células T transtasciel numero de integraciones de vector por
célula (c.c.).
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El tratamiento de X-HIGM1 mediante terapia géneguiere el desarrollo
de vectores que expres@D40L lo mas fisiolégicamente posibl€D40L se
expresa especificamente en las células T activaldadorma transitoria y
fuertemente regulada a nivel transcripcional [1@@lemas, existen mecanismos
gue aseguran la pérdida de expresio&DdOL tras la interaccion CD40-CD40L.:
procesos de endocitosis y degradacién en lisosoprasesos proteoliticos y
descenso de los niveles de mensajeroCielOL Esta expresion finamente
regulada es muy relevante debido al importantelpp€D40L en la activacion
de la respuesta inmune humoral y celular, que, cgange ha sefalado en la
introducciodn, afecta a la formacién de centros geaitas, a la activacion y escape
de la apoptosis de las células B, y, muy notabléenenla proliferacion de estos
tipos de células y a los mecanismos responsablesdio de isotipo [97, 101]

Esta fina regulacion génica es, sin ninguna duda, cansiderable
obstéaculo inicial ante la perspectiva del desarrd# protocolos de terapia génica
en pacientes con X-HIGM1. No obstante, no es atalren efecto, el hecho de
que las mutaciones @D40L no afecten a la supervivencia de los linfocitos T
supondria que las células rescatadas en los pegiémtpresando el geeD40L
funcional) no tendrian ventaja selectiva sobre dastransducidas. Hay que
recordar que la ventaja selectiva de las célulasnsgituidas ha sido de gran
importancia en el éxito de los ensayos de teragmcg llevados a cabo hasta el
momento en la inmunodeficiencia combinada sevevatdhto, estos obstaculos
dibujan las dos caracteristicas que ha de tenéguiaavector terapéutico para X-
HIGML1: (1) una elevada eficiencia de transferem@nica y (2) una expresion de
CDA40L finamente regulada.

Los mecanismos reguladores @D40L han supuesto, de hecho, el
principal obstaculo para el desarrollo de un proltoale terapia génica en esta
enfermedad. Asi, ya se ha puesto de manifiestotiadajos previos que la
expresion ectopica y/o desregulada @&D40L producia fenomenos de
transformacion celular, que daban lugar a un sindrlinfoproliferativo [81, 84].
En el caso de Browmt al. [81] la expresién constitutiva dED40OL en los
timocitos en desarrollo condujo a transformaciéoptésica. Los autores de este

trabajo barajaron la hipétesis de que el origeresta transformacion podria ser
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una interaccién aberrante entre timocitos CD4@Ltimocitos TCRB'CD40"
(generada como consecuencia de fallos en los nsegcasi apoptéticos de
eliminacion de los timocitos “defectuosos”). Porookado, el grupo de Vezzoni
[84] observé que la expresion ectopica @B40L generada por un promotor
constitutivo era letal, mientras que la sobreesipredeCD40L a través del LTR
del retrovirus de linfocitos T humanos (HTLVI) eéldas T fue tolerada, pero
forz6 a la proliferacion de células B (por la imaion CD40-CD40L)
conduciendo al desarrollo de linfoprolifercioneipiais.

Con la finalidad de conseguir vectores altamenigestes y al mismo
tiempo reducir/eliminar la posibilidad de transfacion tumoral, en la presente
tesis se han disefiado y construido vectores legitdg en los que la expresion
CDA40L esta dirigida por promotores humanos hematopaespecificos. En
una de las construcciones (W-CD40L) se utiliz6 tagrmento de 500pb del
promotor proximal del geWwas Dicho fragmento fue elegido porque previamente
se habia demostrado en nuestro laboratorio quapss de expresar el transgen
de forma moderada y hematopoyética-especifica §8}., Como aproximacion
alternativa, formulamos la hipétesis de que unanéotdgica para conseguir un
sistema lentiviral lo més seguro posible seriasel del promotor d€D40L, para
lo cual se selecciond el fragmento de 1,2 Kb desg@ar Schuberet al. [128].
Como control de expresion constitutiva se utilizgextor S-CD40L, en el que la
expresion deCD40L esta dirigida de manera constitutiva por el LTR \daus
SFFV @pleen focus-forming virls

En este trabajo demostramos que el vector W-CD4Qintiene la
especificidad para la expresion@B40L en el tejido hematopoyétictal y como
se habia demostrado previamente patlasy eGFP [57, 64]. Sin embargo, la
expresion dirigida por el promotor d&/as es ubicua en todas las estirpes
pertenecientes al linaje hematopoyético [214], tnéanque la expresion de
CD40L deberia ser estrictamente dependiente de activagigestringida a
linfocitos T CD4 [98, 99]. A pesar de estas consideraciones, ehgiar deWas
podria ser una alternativa a los promotores caomistis de los vectores
retrovirales [81, 84], debido a que no soélo regtita expresion d€D40L a

células hematopoyeéticas, sino que los niveles geesidon alcanzados a través del
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promotor deWasen las distintas lineas celulares hematopoyétsagliadas es,

al menos, diez veces menor respecto a la expresi@D40L obtenida a través

del vector constitutivo S-CD40L, lo que supone au@ente ventaja a la hora de
reducir potenciales efectos genotéxicos. Otra devéatajas del vector lentiviral

W-CDA40L es la eficiencia de transduccion frentastemas que, si ciertamente
logran una expresion mas fisiolégica del transgenson aun lo suficientemente
eficientes [82, 83]. Sin embargo, sera de grarréstdeterminar si los niveles de
expresion alcanzados a través del vector W-CD40h Igo suficientemente

moderados como para no producir transformaciériarelu

Ante este posible riesgo de transformacion celwdaryector ©D40L-
CD40L supone la solucion con mas posibilidadesxd® élado que dirigiria la
expresion mediante el propio promotor del @40L En cualquier caso, antes
de abordar la construccién del vecw€D40L-CD40L decidimos analizar el
patron de expresion génica dirigida por el fragmeigl promotor seleccionado
(1,2 K b) cuando se introduce en un entorno leativPara ello se construyo el
vector pCD40L-GFP que nos permitia seguir facilmente (mediant@iss de
fluorescencia) la fuerza del promotor @®40L en diferentes tipos celulares y
condiciones. Los resultados mostraron que el fragoneel promotor d€D40L
escogido sigue el patrén de expresion fisiologie€B40L Es decir, restringe su
expresion a ceélulas hematopoyéticas en las questeetdn, al menos, niveles
bajos de la proteina CD40L (Jurkat y K562) (Figltd. Ademas, es importante
destacar que este promotor mantiene su caractecibde por activacion en
células T (Jurkat) (Figura 12).

A pesar de todo, hemos de tener en cuenta quedaitados obtenidos en
lineas celulares son solo indicativos de lo queipaoturrir en células primarias.
Por este motivo se comprobd si el caracter indedilel vectopCD40L-GFP se
mantenia en linfocitos T primarios, células en d@® nuestro vector deberia
expresarse de manera restringida en el caso dguno £nsayo de terapia génica.
Al igual que sucedia en las células Jurkat, elorepiCD40L-GFP era inducible
en los linfocitos T primarios (Figura 14). Por tanto, estos datos sugieren
claramente que el promotor @®D40L en un entorno lentiviral sigue el patrén de

expresion del promotor d€D40L enddgeno en células T primarias, a pesar de
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gue los niveles de induccion d&FP, en las células transducidas, eran inferiores
a los alcanzados en células T normales sometidasaio tipo de estimulacion.

Finalmente, pudimos demostrar que el vector tetamepCD40L-CD40L
mantiene el patron de expresion observado paracdrmpCD40L-GFP. Lo mas
relevante fue la demostracién de que el vectopéertico sélo expresatiaD40L
en células T activadas (Figura 17). Es de destpearla restriccion alcanzada por
el promotor deCD40L en un contexto homdlogo (vectp€D40L-CD40L) es
mucho mas efectiva que la aparentemente logradadoudirige la expresion de
un gen heter6logopCD40L-GFP). Este dato es consistente con los resultados
obtenidos previamente [59] con los vectores leratigs dirigidos por el promotor
de Was que restringe de manera mucho mas estricta lees¥p de la propia
proteina que GFP. No obstante, los sistemas dediliieque hemos empleado en
nuestro estudio para detectar CD40L o eGFP soredifes, lo cual introduce un
elemento que debe ser considerado a la hora deprigii@ correctamente la
capacidad del promotor deD40L en un entorno lentiviral para expresar de
manera restringid@D40L en células T activadas.

En nuestra opinién, estos datos avalan clarameartengmos conseguido
desarrollar un vector lentiviral terapéutico cap@zexpresar la proteina CD40L
de forma fisiolégica. Sin embargo, a pesar de questnos vectores consiguen
expresion inducible del transgen (tant@€D40L-GFP comagoCD40L-CD40L),
las diferencias de expresion entre las célulagatds y las no activadas no llegan
a ser tan evidentes como lo que se observa@BrAOL enddgeno en células T
primarias normales (Ver Figuras 14 y 17). Esto f@odrdicar que el fragmento
del promotor seleccionado, a pesar de conseguiesim especifica en células T,
no esta optimizado en cuanto a los niveles de sikprdras la activacion. De
hecho, recientemente se han descrito dos nuevosmes involucrados en la
regulacion de la transcripcion @D40L: uno estaria situado a 1.5 Kb 5’ del gen
CD40LYy otro en direccion 3. E¢énhancerdescrito en 3" actuaria aumentando la
transcripcion deCD40L de forma independiente a la orientacion, y regidim al
linaje de células T CD4 no actuando en células B ni monocitos [132]. El
enhanceren 5 favoreceria la union de factores de trapsiém involucrados en
activacion de células T (NFAT1 y GATA-3) [133]. &empor tanto interesante
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incluir ambos elementos en la segunda generaciorvedtores lentivirales
terapéuticos para X-HIGM1.

La capacidad funcional del producto expresado ptvaesgen, y por tanto
su capacidad para inducir el rescate funcionaladecElulas de pacientes, fue
corroborado cuando fue capaz de sostener la paddifn de las células B
primarias. En efecto, estos analisis de proliférade células B nos permitieron
concluir que la proteina expresada en las célutlassducidas con nuestros
vectores es funcional y capaz de inducir el resfeatetipico de las células iB
vitro. En los ensayos de proliferaciéon celular observatamsbién, que las células
Jurkat no transducidas inducen una moderada padtifn celular. Como ya se ha
sefialado en los Resultados, a pesar de que no hdetestado expresion de
CDA40L en estas células Jurkat mediante citometria de flan el anticuerpo
monoclonal 24-31, si que hemos detectado ARN memsan estas mismas
células. No debe, por tanto, excluirse la posiadidle que estas células Jurkat
usadas como modelo en nuestro estudio expresea bajaidades de CD40L
indetectables por el anticuerpo monoclonal 24-34 gl vez fueran detectables
por otro anticuerpo dirigido frente a un epitopiedinte.

Los niveles de expresiéon obtenidos por el promdédZD40L en nuestros
vectores lentivirales,pCD40L-GFP y pCD40L-CD40L, son reducidos en
comparacion con los niveles detectados en célulpsmarias. Es fundamental
determinar en el futuro si estos niveles, a pesared inferiores a los fisioldgicos,
son suficientes para producir el cambio de isofipooliferacién de las células B.
En esta direccion cabe destacar los estudios dpbgtel Dr. Crystal [82] en los
que lograron la correccién parcial del fenotiporai®nesknock-outparaCD40L,

a pesar de que solo lograron modificar el 10% d&RM total. Por tanto, los
niveles de expresion d€ED4OL inducidos tras activacion en nuestro sistema
podrian ser suficientes para la correccion pacctatal del fenotipo de las células
B. Estos bajos niveles de expresion, si son capdeesonseguir el rescate
funcional de las células deficientes, supondriamfecto beneficioso afiadido, al
reducir los efectos potencialmente indeseadosioglados con genotoxicidad o
con problemas de tolerancia inmunolégica debidoaaexpresion de una

neoproteina de superficie.
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Tal y como se ha mencionado anteriormente, los l@mds de
transformacién observados inicialmente por el grdpb Dr. Brenner [81] han
acrecentado el interés por desarrollar protocodoehpia génica para X- HIGM1
orientados a conseguir una expresion fisiolégic&€@d0L, como ha sido el caso,
antes mencionado, del grupo del Dr. Crystal [88].€nbargo, y a pesar de que
estas estrategias han conseguido una expresi@ddigia deCD40L no han
logrado una eficiencia adecuada de transduccion l@n progenitores
hematopoyéticos. Asi, la baja eficacia tlains-splicingen células HSCs [82]
supone una gran restriccién en su aplicacién & dfa. Del mismo modo, la
utilizacion de un cromosoma artificial humano (HA€@nteniendo un fragmento
del ADN gendmico deCD40L logr6 demostrar una expresion dD40L
fisioldgica en células Jurkat, pero no fue capazlemostrarlo en linfocitos T
primarios ni en HSCs [83]. En cualquier caso, aensgl consiga incrementar la
eficiencia en cualquiera de los sistemas mencianddans-splicingy HAC),
quedaria todavia por demostrar que en estas condgide eficiencia, estas
nuevas metodologias son mas seguras que los \&ettotiirales.

En resumen, durante el curso de esta tesis sedsamaollado dos posibles
vectores terapéutico para X-HIGM1 (W-CD40lp@€D40L-CD40L) que permiten
una eficiente transferencia del transgen, al tiengpe generan niveles de
expresion deCD40L, en un caso de forma limitada al linaje hematopogy&W-
CD40L) y en el otro a células T activadggCD40L-CD40L). Asimismo, en
ambos casos, la expresiéon @®40L producida es inferior a la obtenida por
vectores de expresion constitutiva (S-CD40L), lalcserda fundamental para
reducir los efectos nocivos de la expresion ubjcaetdpica de la proteina.

Como trabajo futuro hemos de considerar la mej@andestro vector
terapéuticopCD40L-CD40L fundamentalmente en dos aspectos: (1) éctar
inducible del sistema y la mejora de los nivelegxigresion del transgen y (2) el
aislamiento del vector para eliminar posibles efeajenotoxicos. Para ello se
pretende incluir en el vect@CD40L-CD40L los nuevos elementos involucrados
en regulacién d€D40L descritos previamente [132, 133] asi como losdaskes
HS4 [164].
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CONCLUSIONES






El vector lentiviral W-CD40L, dirigido por un fragento de 500pb del
promotor proximal d&Vas,expresaCD40L de manera restringida en el

tejido hematopoyético.

Los vectores lentivirales dirigidos por el promoti&CD40L expresan
el transgen siguiendo el patron de expresiéo€Dd0L endégenola

expresion es inducible por activacion celular.
Tanto el vector W-CD40L como @ICD40L-CD40L expresan niveles
moderados de proteina, caracteristica fundamensah peducir

posibles efectos deletéreos debido a la expresttpiea.

Los niveles de expresion conseguidos por el veguid40L-CD40L
son suficientes para inducir proliferacién de a@suUB primarias.
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