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Resumen

Resumen

Las proteinas ZAP-70 y Syk componen la familia Syk de tirosina quinasas. Estas dos
proteinas presentan secuencias de amino dcidos y estructuras similares, sin embargo ZAP-70 y
Syk son reguladas diferentemente en términos de expresién y probablemente de funcién. En los
linfocitos T, estas quinasas intervienen en la diferenciacion y la activacion celular mediada por el
receptor de células T (TCR). En este trabajo hemos sido capaces de realizar un estudio
comparativo del rol de ZAP-70 y de Syk en los eventos precoces de seiializacién via el TCR,
utilizando células T primarias y lineas celulares T transformadas expresando separadamente
niveles equivalentes de ZAP-70 y de Syk. En dicho estudio demostramos que ZAP-70 y Syk
contribuyen de manera diferencial a la sefializacién via e TCR, en particular a la fosforilacién de
la cadena { del receptor. Ademds, Syk es menos eficaz que ZAP-70 para asociarse al TCR.
Nuestro estudio demuestra que Syk funciona de manera diferente a ZAP-70 en la seiializacion
precoz via el TCR.

La deficiencia humana en ZAP-70 constituye una forma rara de inmunodeficiencia
combinada severa (SCID) caracterizada por la ausencia de células T CD8" y la presencia de
células T CD4" anormales. Utilizando la terapia génica basada en la transferencia de genes
mediada por un vector retroviral, en este trabajo hemos sido capaces introducir el gen wild-type
de ZAP-70 dentro de células T CD4" primarias aisladas de pacientes deficientes en ZAP-70. En
las células T CD4" de pacientes transducidas, la expresion ectépica de ZAP-70 fue suficiente
para reconstituir las funciones defectuosas de las mismas. Ademas, la introduccén del gen wild-
type de ZAP-70 dentro de células progenitoras de la médula dsea “lin™, aisladas de ratones ZAP-
70 KO, y su posterior transplante en estos mismos ratones, resulté en la reconstitucién del
desarrollo y las funciones de los linfocitos T CD4" y CD8". Nuestros descubrimientos
proporcionan una importante informacién para el establecimiento de protocolos de terapia génica,
no solo para la inmunodeficiencia en ZAP-70 sino también para diferentes tipos de
inmunodeficiencias primarias.




Abstract

Abstract

The ZAP-70 and Syk proteins are the two members of the Syk family of protein tyrosine
kinase. These two proteins share important similarities of sequence and structure, however, ZAP-
70 and Syk differ in terms of expression and probably of function. In T lymphocytes, these
kinases are involved in cellular differentiation and activation. In this work, we have been able to
compare both tyrosine kinases participation in TCR signaling pathway in human primary T cells
obtained from ZAP-70 deficient patients, which expressed important levels of Syk in absent of
ZAP-70. In addition, we performed the same study in transformed-T cell lines expressing stable
equivalent levels of ZAP-70 and/or Syk. These results demonstrate that upon TCR stimulation,
ZAP-70 and Syk differ in their capacity to support {-chain phosphorylation. Moreover, we have
shown that Syk is less efficient than ZAP-70 in the association to the TCR. Our results suggest a
differential role for ZAP-70 and Syk in the early signaling events after TCR stimulation.

The human ZAP-70 deficiency is a rare severe combined immunodeficiency (SCID),
characterized by a selective inability to produce CD8" single positive T cells and a signal
transduction defect in peripheral CD4" T cells. A gene therapy approach may prove to be an
alternative treatment for ZAP-70-deficient patients. In the present study we have been able to
successfully introduce the wild-type ZAP-70 gene into primary T cells from ZAP-70-deficient
infants with a reconstitution of T cell function. Moreover, introduction of the wild-type ZAP-70
gene was into murine ZAP-70" hematopoietic stem cells and subsecuent ZAP-70-transduced
bone marrow cells transplantation, restored the development and function of CD4 and CD8 T
lymphocytes. Altogether, our studies offer important information to the establishment of new
gene therapy-based protocols as an alternative treatment for ZAP-70 and other immunodeficient
patients.
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NC : nucleocépside (proteina)
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NF-kB : Nuclear Factor kB
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SCF : stem cell factor

SCID : Severe Combined Immunodeficiency
SH2 : Src Homology type 2 domain

SH3 : Src Homology type 3 domain

Shc : Src Homologous and Collagen-like
SIN : self-inactivaing

SLAP : Src-like associated protein
SLP-76 : SH2 domain-containing leukocyte
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Syk : spleen tyrosine kinase
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TAR : Trans-Activation Response element
Tc : linfocito T citotéxico

TCR : Receptor de células T

Th : linfocito T helper

TM : proteina transmembrana

TN : triple negativo (timocitos)

Tr : linfocito T regulador

U : unidades

Vif : Virion Infectivity Factor

Vpr : Viral Protein R

Vpu : Viral Protein U

VSV-G : glicoproteina G del rabdhovirus de
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WPRE : Woodchuck hepatitis virus Post-
transcritional Regulatory Element

WT : Wild-type
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ZAP-70 : Zeta({) chain-Associated Protein
kinase of 70 kD

o : anti
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CAPITULO I: ORIGEN Y FUNCION DE LOS LINFOCITOS T
1. Origen de los linfocitos T

I.1. El despertar de una “stem cell’

Los linfocitos T, como otras células hematopoyéticas, provienen de una misma célula
madre hematopoyética totipotencial o HSC “hematopoietic stem cell’, presente en la médula
ésea. Una HSC es definida por su capacidad de auto-renovamiento, es decir su capacidad de
dividirse y de originar una célula hija con las mismas propiedades que la célula madre, y por su
totipotencialidad, que es la capacidad de las mismas a diferenciarse hacia todas las lineas
hematopoyéticas. Las HCS inmaduras expresan moléculas sobre la superficie de sus membranas,
las cuales son de utilidad para la identificacién de las mismas. De esta manera se han podido
distinguir diferentes progenitores hematopoyéticos con diferentes estados de diferenciacién. Para
el caso de las HSC humanas, la molécula CD34 (cluster of differentiation 34) ha sido encontrada

en células de la médula 6sea con caracteristicas de progenitores inmaduros. Sin embargo, los

estudios de células CD34" han demostrado que dentro de esta poblacién existen diferentes

subpoblaciones que difieren en sus capacidades de totipotencialidad. De este modo pueden
diferenciarse las poblaciones CD34" expresando la glicoproteina de superficie Thy-1(CD34"'Thy-
1) (1], CD34°CD38 (2] y CD34"HLA-DR' (3, 4], todas ellas enriquecidas en HCS. Finalmente,

también existen evidencias de una poblacién inmadura de células CD34 capaz de generar
miiltiples lineas hematopoyéticas en ratones inmunodeficientes [5] (Figura 1).

Durante los procesos de diferenciacién las diferentes células progenitoras pluripotentes
derivadas de una HSC e implicadas en las distintas vias de maduracién (mieloides, linfoides, etc.)
se separan. En el caso de la linea linfoide, las células progenitoras migran desde la médula 6sea
hacia el seno de un érgano especializado, el timo. Alli dichas células sufrirdn varios eventos de
transformacién para finalmente dar lugar a un linfocito T maduro. La migracién de las células
pluripotentes hacia el timo no es un proceso aleatorio sino que estd dirigido por la emisién de
seflales quimiotacticas provenientes del mismo timo en formacién.

Algunos autores sugieren que la diferenciacién hacia la linea linfoide T comienza antes del

establecimiento de la célula progenitora en el timo. En particular, un equipo ha demostrado la




Figura 2 La diferenciacion en el timo de los linfocitos T
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presencia de células progenitoras T en la sangre de fetos de raton, antes de que el timo se haya
desarrollado (6). Otro laboratorio ha igualmente demostrado la presencia de este tipo de células
progenitoras T en la sangre de cordén umbilical de humanos (7]. En contradiccién con estos
descubrimientos, otros autores sostienen que el timo es indispensable para el “compromiso” de

| una célula progenitora hacia la diferenciacién linfoide T (8).

| Actualmente existen muchos interrogantes acerca de la biologia de una verdadera célula
madre totipotencial y sobre cuales son los criterios a tener en cuenta para identificar a las mismas.
Numerosos laboratorios en el mundo rednen sus esfuerzos para progresar en el conocimiento de

estas células.

I.2. La diferenciacion en el timo

Una vez en el timo, las células progenitoras pluripotenciales comienzan a

diferenciarse a linfocitos del timo (Ilamados timocitos) en el cértex de este 6rgano y sobre la

influencia de un micro-ambiente determinado por células epiteliales. Durante el proceso de
F maduracidn, los timocitos van a migrar progresivamente a través del cértex para alcanzar la
médula del timo al final de la diferenciacién. El proceso de maduracién intra-timico ha sido
relativamente bien caracterizado y solamente describiré las etapas mas importantes de dicho
proceso (para una revisién [9, 10]. Estas etapas pueden definirse en funcién de la expresion de
ciertos receptores sobre la superficie celular (CD3, CD4, CDS8...), los cuales han sido utilizados
como marcadores especificos. Del mismo modo, la recombinacién de ciertos genes que codifican
para las cadenas oty 3 que componen el receptor de las células T (TCR) también permite
diferenciar distintos estadios de maduracién. Las células mds inmaduras presentes en el timo son
triple-negativas (TN), es decir que no expresan los receptores CD3, CD4 y CD8. Estas células
también son denominadas doble negativas (DN) CD4'CD8" y las mismas son CD34". Durante el
estadio DN varias etapas han sido caracterizadas sobre la base de la expresién de los marcadores

CD44 (cluster of differentiation 44) y CD25 (cadena o del receptor de la interleuquina-2). De

esta manera las células DN pueden ser CD44*CD25(DN1), CD44*CD25*(DN2), CD44
} CD25'(DN3) y CD44 CD25(DN4) (Figura 2). Durante el desarrollo de los linfocitos dos

‘ importantes “checkpoints” que dependen de sefiales mediadas por receptores controlan la
progresion de los timocitos. El primero de estos “checkpoints” tiene lugar en el estadio DN3 y es
conocido como seleccién (. Esta etapa estd marcada por la recombinacién de los genes que

codifican para las cadenas y, 8 y B del TCR. Los timocitos DN donde la recombinacién de la
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cadena P ha sido realizada con éxito no morirdn y continuaran con el programa de diferenciacién.
Una poblacién de timocitos que no expresan la cadena f§ también serdn capaces de continuar con
la diferenciacién. Estos timocitos son los que expresan el TCR con las cadena y y 8 y los mismos
representan solo el 20% de las células DN. Esta poblaci6n serd capaz de diferenciarse de manera
independiente a la de timocitos expresando la cadena f y darén origen a la linea linfoide T yd. En
los timocitos expresando B, la unién de la misma con una cadena pre-a da lugar al pre-TCR que
al interactuar con las subunidades TCR/C y CD3 constituye el complejo pre-TCR (Figura 2).
Durante el estadio siguiente DN4, las sefiales recibidas por el complejo pre-TCR podréin
inducir el proceso de recombinacién del gen de a y la formacién del complejo TCRaf. En ese
momento los timocitos se encuentran en un estadio llamado simple positivo inmaduro (SPI). Las
células SPI son CD4" y posteriormente expresan también el CD8 dando origen al estadio doble
positivo (DP) CD4'CD8". En estas células el receptor TCRaf madura completamente y se
expresa fuertemente sobre la superficie de los timocitos. En este estadio, la fuerte expresién del
TCR suele ser utilizada para referirse a los timocitos DP maduros (CD4+CD8+TCRthi). Esta
expresién del TCRof induce la expresién de otras moléculas también utilizadas para determinar
el estado de madurez de los timocitos y entre ellas se encuentra la CDS5 (antigeno-T1) la cual es
fuertemente expresada en timocitos DP maduros [11-13). El TCR maduro en asociacién con las
subunidades TCR/C y CD3 forma el complejo TCR, caracteristico de los linfocitos T. Los
timocitos DP que expresen este complejo continuardn la progresién de la diferenciacién hacia el

estadio simple positivo (SP) CD4" o CD8" (Figura 2).

1.3. Los procesos de seleccién de los timocitos antes del pasaje a la periferia
Durante su desarrollo, los timocitos se diferencian siguiendo su migracién en el seno
del timo. En efecto, ellos progresan desde las regiones corticales para terminar su maduracién en
la médula. Esta migracién pareceria ser primordial y sugiere la existencia de zonas especializadas

en el timo para ciertas etapas de diferenciacién y seleccién de las células T.

Una vez que el TCRaf es expresado sobre la superficie de los timocitos DP CD4*CD8*

“

las sefiales transmitidas a través del mismo determinardn el segundo * checkpoint” para la
continuidad de la diferenciacién hacia el estadio SP CD4" o CD8" (Figura 2). En esta etapa, el
destino de los timocitos se determina segin la especificidad de sus TCRaf en el contexto
epitelial timico, mediante una estrategia de seleccién positiva y negativa (educacién timica). De

este modo, los timocitos que no reconozcan o que reconozcan con fuerte avidez y afinidad los




Figura 3 Procesos de seleccion de los timocitos
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' péptidos propios presentados por el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), entraran
? respectivamente en apoptosis (muerte por “neglect”) o en una fase de muerte inducida por la
\ activacidn (seleccién negativa) (Figura 3). Este es un paso importante en la diferenciacién de las

timocitos ya que impide la produccién de células T autoreactivas y de células T no funcionales.

La minoria de los timocitos (< 5%), poseen un TCR capaz de reconocer los péptidos propios
presentados por los complejos MHC con una avidez y afinidad moderadas, y los mismos seran
capaces de diferenciarse al estadio SP (seleccidn positiva) (Figura 3). Finalmente, estos timocitos
rigurosamente seleccionados y capaces de tolerar los péptidos propios migraran del timo hacia la

periferia.

I4. La migracién hacia la periferia

Posteriormente, las células T seleccionadas en el timo dejarédn este érgano para entrar
en el sistema periférico. La totalidad de las células T maduras CD4* o CD8" presentes en la
sangre y en los tejidos de un individuo, constituiran la reserva de linfocitos T periféricos. Estos
linfocitos podran circular a través de los érganos linfoides secundarios (bazo, nédulos linfaticos y

mucosa de tejidos linfaticos) con el fin de encontrar un antigeno especifico.
Para conservar una inmunocompetencia es primordial el mantenimiento del nimero y de
la proporcion de las diferentes poblaciones de linfocitos T. La composicién y el tamaiio del
compartimiento periférico serdn regulados rigurosamente a lo largo de toda la vida de un

individuo. Esta regulacién es conocida con el nombre de “homeostasis”.

II  Caracteristicas de los linfocitos T

I1.1. Poblaciones de linfocitos T

Los linfocitos T, al igual que otros tipos celulares, expresan un gran nimero de
moléculas sobre sus membranas, incluyendo receptores, coreceptores, integrinas, etc. La
expresion del receptor TCR sobre la superficie de los linfocitos T es la caracteristica principal de
estas células y las mismas guardaran este receptor mientras circulen en la periferia. Como se
menciond anteriormente existen dos tipos de TCR; uno formado por las cadenas a y f, y otro por
las cadenas y y §. Aproximadamente un 90-95% de los linfocitos T de la sangre son células T of3

y el resto, es decir 5 a 10% de las células T periféricas corresponden a los linfocitos T ¥d.
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II.1.1 Las células Tafl pueden clasificarse segin su funcién

Los linfocitos Taf desempeiian diferentes funciones en la respuesta inmune y
de acuerdo a esas funciones los mismos pueden separarse en diferentes poblaciones celulares. De
este modo pueden diferenciarse dos grandes poblaciones de células T, los linfocitos T “naive” y
los linfocitos T de memoria. Un linfocito T “naive” es aquel que nunca ha encontrado un
antigeno pero que es capaz de reconocerlos en cuanto aparezca uno nuevo participando asi en la
respuesta primaria. Una vez que las células naive son activadas por un antigeno, las mismas
cambian su fenotipo y se convierten en células T de memoria. La expresién de la proteina de
membrana CD45 permite diferenciar entre estas dos poblaciones. CD45 es una fosfatasa de
membrana y varias isoformas de la misma son producidas por el “splicing” alternativo de 3
exones consecutivos en el dominio extracelular de la proteina [14). Este “splicing” alternativo es
finamente regulado dependiendo del tipo de célula hematopoyética. Las isoformas CD45RA y
CD45RO son las que permiten distinguir entre las células T “naive” y de memoria,
respectivamente. Una vez que las células T CD45RA son activadas por el antigeno, las mismas se
convierten en células T de memoria CD45RO gracias a un “splicing” diferente de CD45 inducido
por la activacién [15).

Como hemos visto anteriormente, las células T aff pueden ser CD4" o CD8'. Las CD4
contribuyen a la induccién de la respuesta inmune y son llamadas linfocitos T “helpers” (Th). Las
CD8 participan en la respuesta citotéxica y se conocen con el nombre de linfocitos T citotéxicos
(Tc). Dentro de cada una de estas poblaciones de células T pueden distinguirse distintas
subpoblaciones que presentan diferencias funcionales. Entre las células Th dos grupos de
linfocitos pueden ser identificados, las células Thl y Th2, las cuales secretan diferentes tipos de
citoquinas [16, 17). Una heterogeneidad similar también fue identificada en la poblacién de células
Tc CD8'. En efecto, de acuerdo a sus diferentes funciones en la respuesta citotéxica se

identificaron las células Tcl y Tc2 [18, 19]). Por iltimo, una pequefia poblacién de células T

representando menos del 3% del total de células T periféricas también fue identificada. La misma
estd conformada por linfocitos T CD4"CD25" denominados linfocitos T reguladores (Tr), los

cuales participan en la regulacién de la homeostasis de las células T (20, 21].

I1.2. Funcién de los linfocitos T
Los linfocitos son las células responsables por excelencia del reconocimiento

especifico de patégenos y ellos inician las respuestas inmunolégicas. Como ha sido explicado,




Figura 4 Caracteristicas funcionales de los linfocitos T
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‘ existen diferentes tipos de células T, y las mismas son capaces de ejercer una variedad de
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! funciones. A través de su TCR estas células pueden reconocer los antigenos presentados por las
:\ moléculas del MHC. Los linfocitos T CD4" reconocen antigenos presentados por el MHC de
clase I1, mientras que las células T CD8" lo hacen con antigenos presentados por el MHC de

clase I. De esta manera y gracias a la diversidad de TCR adquirida durante la diferenciacién en el

timo, la poblacién de linfocitos T de un individuo es capaz de proteger al mismo de una gran
cantidad de antigenos diferentes la cual ha sido estimada a m4s de 10°.

Los linfocitos T “naive” circulan a través de los 6rganos linfoides secundarios con el fin

de encontrar un nuevo antigeno. Los nuevos antigenos son primeramente transportados hasta los

tejidos linfoides por células presentadoras de antigenos (APC por “antigen presenting cells™)
tales como células dendriticas, macréfagos y células B. Allf, estos antigenos son reconocidos por
las células T “naive” una vez que se ha efectuado el contacto de la célula T con la APC. De esta
manera se inicia la respuesta inmune primaria. Luego de este encuentro, las células T “naive”
modificardn su fenotipo transforméandose en células T de memoria. Las células T de memoria
pueden separarse en células efectoras y en células T verdaderamente de memona que constituyen
la memoria del sistema inmunitario y que permitirdn una respuesta méis rdpida y eficaz frente a

un encuentro ulterior con el antigeno. Las células T efectoras pueden ser CD4" o CDS8'. Las

CD4" o Th participan activamente en la respuesta inmune secretando citoquinas para asistir a los
‘ linfocitos B. Las células Thl secretan interleuquina (IL)-2 e interferén-y (IFN-y) y son
| responsables de las funciones de mediacién celular tales como la hipersensibilidad retardada o la
activacién de células Tc. Las Thl también interactian con los fagocitos ayuddndolos a destruir

patégenos intracelulares (Figura 4). Los linfocitos Th2 producen IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 y

participan esencialmente en la respuesta humoral, activando los linfocitos B, permitiendo su
divisién, diferenciacién y la produccién de anticuerpos por parte de estos (Figura 4). Las células
T CD8" o Tc poseen una actividad citotéxica capaz de destruir células blanco gracias a la
secrecién de granulos que contienen “perforina” como asi también serinas-proteasas llamadas
“granzimas”. Ademds de sus capacidades citot6xicas, los linfocitos Tcl y Tc2 secretan diferentes
citoquinas. De manera similar a las células Th1, los linfocitos Tcl secretan IL-2 e IFN-y, en tanto
que los Tc2 se asemejan a los Th2 produciendo IL-4, IL-5 e IL-10 [22] (Figura 4).

Todas estas poblaciones de linfocitos T poseen funciones complementarias indispensables

para el mantenimiento de una respuesta inmune eficaz.




Figura 5 Representacion del complejo TCR
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CAPITULO I1: ACTIVACION DE LOS LINFOCITOS T

La activacién coordinada de las células T producida por los antigenos conduce a la
expansion clonal, diferenciacién, actividad citotéxica, o muerte celular programada. La
activacion de las células T es iniciada por el TCR, el cual es capaz de unirse con los ligandos
especificos (23, 24). El ligando fisiolégico para el TCR es un péptido unido al MHC expresado en
las APC (25, 26].

La seiializacién del TCR comienza con una primera ola de actividad quinasa, mediada por
las quinasas de las familias Src, Syk (spleen tyrosine kinase) y Tec (27, 28]. Esta primera ola de
fosforilacion sobre residuos tirosinas de las proteinas conduce a la activacién de vias de
sefializacion mas tardias, incluyendo cambios en la concentracién de calcio intracelular ([Ca2+]i),
en la activacién de PKC (Protein Kinase C )y de las MAPK (Ras-mitogen-activated protein
kinase) (29, 30). Estas vias activan factores de transcripcién como por ejemplo NF-kB (nuclear
factor kB) que finalmente regularan la expresion de genes que controlan respuestas celulares
especificas (31, 32].

La estimulacién del TCR también conduce a la activacién de diferentes proteinas que actian
como reguladores negativos de la transmisién de las sefiales. Entre estos reguladores se
encuentran diferentes proteinas fosfatasas capaces de mantener un balance entre las actividades

quinasas y fosfatasas presentes en la célula durante y luego de la activacién (33).

L El complejo TCR

El receptor TCR es un complejo oligomérico que puede ser separado en dos unidades
funcionales, la unidad de unién al ligando y la unidad de transduccién de la sefial |24]. La de
unién al ligando estd constituida por el heterodimero de cadenas o y 3 capaz de reconocer
péptidos antigénicos unidos a los MHC (27). La de transduccién de la sefial esta representada por
dos subunidades CD3 y TCR/(, constituidas por las cadenas y, 8 y €, y por un homodimero de Ja
cadena {, respectivamente [34] (Figura 5). Ambas subunidades estdn asociadas de manera no
covalente a las cadenas af3. Las cadenas que componen estas subunidades presentan motivos de
secuencia particulares, los cuales han sido denominados ITAMs (Immunoreceptor Tyrosine-
based Activation Motifs). Estos motivos contienen repeticiones de los amino 4acidos tirosina (Y) y

leucina (L), separados por seis a ocho amino dcidos diferentes (YxxLx . YxxL). Cada cadena
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CD3 contiene un solo ITAM mientras que cada cadena { tiene tres (Figura 5). De esta manera

| diez motivos ITAMs estian presentes en un solo complejo TCR. Una vez que el TCR haya sido
|

1, estimulado por un antigeno, la funcién principal de los ITAMs es interactuar con moléculas de
|

sefializacion intracelular (27).

| II.  Los receptores de co-estimulacion
! Aunque las sefiales generadas por el TCR determinan la especificidad de la respuesta al
| antigeno, Jos receptores de unién a ligandos también llamados co-receptores y ciertas integrinas,
| contribuyen considerablemente a la transmision de la sefial modulando su respuesta. Algunos de
i estos receptores son el CD4, CD8, CD28 (cluster of differentiation 28) (35, 36).
’ Los co-receptores CD4 y CD8 son dos glicoproteinas presentes sobre la membrana
plasmética celular. Como ha sido dicho anteriormente, el CD4 de los linfocitos T interactia con
, las moléculas del MHC de clase II, mientras que el CD8 de las células Tc lo hace con las
moléculas del MHC de clase I. Estos co-receptores poseen estructuras similares excepto los
i dominios capaces de unirse a las moléculas del MHC. El CD4 es un homodimero que presenta 4
dominios de inmunoglobulinas andlogos externos a la célula y una regién citoplasmatica la cual
sirve de sitio de unién con la proteina tirosina quinasa Lck, importante en la activacién de las
células T (ver mas adelante). El CD8 es un heterodimero compuesto por dos cadenas o y 3

unidas entre si por puentes disulfuro, y de la misma manera que el CD4, es capaz de unirse con la
Lek.

Estos co-receptores son sumamente importantes desde el punto de vista funcional. Es
importante remarcar que en ambos, los sitios de unién a las moléculas del MHC son diferentes a
aquellos del TCR. Esto permite que una misma molécula del MHC pueda unirse a la vez con el
‘ TCR y un co-receptor, lo cual aumenta considerablemente la sensibilidad de la célula T hacia el
‘ antigeno [37]. Este aumento de sensibilidad es provocado por dos razones: a) la unién del CD4 o
| CD8 con las moléculas de]l MHC estabiliza la interaccién del TCR con el antigeno, permitiendo
L una sefializacién mas duradera [38-40); b) la unién de los co-receptores con el MHC favoriza el
| acercamiento de la proteina Lck hacia el TCR, permitiendo una mejor fosforilacion del receptor
| (24] (ver item III.1. de este capitulo).
| Otro importante co-receptor presente en las células T es el CD28. El CD28 se encuentra
i en el 80% de las células T de la sangre periférica humana, distribuyéndose en el 95% de los
linfocitos T CD4 y 50% de los CD8. Su expresién aumenta a medida que las células T maduran

en el timo, variando del 5% en los timocitos inmaduros hasta virtualmente todos los timocitos SP




I o

(41]. Esta molécula situada en la membrana celular interactia con sus dos ligandos B7.1 (CD80) y
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| B7.2 (CD86), ambos expresados sobre las membranas de las APC. Estos ligandos son

denominados moléculas accesorias y el contacto de los mismos con el CD28 induce una serie de
seflales intracelulares. Aunque estas seifiales son relativamente débiles, el efecto mayor de la co-
estimulacién del CD28 es el de incrementar la fosforilacién de proteinas inducida por el TCR [42,
a).

Otras moléculas de co-estimulacién son el CD2 (cluster of differentiation 2), el CD40L
(cluster of differentiation 40 ligand), y diferentes integrinas entre las cuales se pueden citar VLA-
4y LFA-1 (lymphocyte function associated protein I). Todas estas moléculas se encuentran sobre

la membrana de las células T y participan en la interaccién con las APCs.

IIl. Seiializacién intracelular bajo activacién del TCR
IIL. 1. Fase inicial de activacién de las quinasas de la familia Src
Los receptores inmunolégicos como el TCR no poseen una actividad quinasa
intrinseca y para transmitir las seiiales hacia el citoplasma y al niicleo celular, deben servirse de la
intervencién de diferentes proteinas tirosina quinasas. Uno de los primeros eventos que pueden
reconocerse después de la unién del TCR con un ligando es la induccién de la fosforilacién de las
proteinas tirosina quinasas Src [24, 27, 29]. En los mamiferos, la familia Src se compone de 8
miembros: Src, Blk, Fyn, Hck, Lck, Lyn y Yes [44). Lck y Fyn son las principales Src quinasas
expresadas en linfocitos T (45, 46). Dos formas de la Lck pueden ser detectadas segiin su
; movilidad electroforética: una de 56 kD (p56ick) y otra de 59 kD (p59lck) [47, 48]). La forma
; pS6ick estd asociada de manera no covalente al CD4 o al CDS8, y es responsable de la
\ fosforilacién de los ITAMs del TCR. La forma pS9lck es producto de la fosforilacién de la serina
| 59 y dicha fosforilacién modula la capacidad de la Lck a interactuar con ciertas proteinas [48].
: Aunque la proteina es capaz de asociarse con ambos receptores, en timocitos de ratén se observé
i que la cantidad de Lck asociada al CD4 fue mayor a la asociada al CDS8. Sin embargo, mientras
| que entre un 50 a 90% de la protefna se asoci6 con el CD4, solo un 10 y 25% lo hizo con el CD8
| (49-52]. En células T no estimuladas, el complejo CD3/TCR/C se encuentra a proximidad fisica de
i los “rafts” lipidicos (ver item 1V), donde Lck estd confinada en asociacién con el CD4 o con el
; CD8 [s3]. En estas células, los motivos ITAMs estdn expuestos a un ciclo de
’ fosforilacién/defosforilacién en el cual prevalece este ltimo estado [30).
i La actividad de las Src quinasas en las células T estd controlada a nivel de dos tirosinas: la

| tirosina (Y) 505 situada en la posicién C-terminal, y la Y394 en el dominio catalitico de la




Figura 6 Representacion de las formas activa e inactiva de la proteina quinasa Lck
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proteina. Mientras que la Y394 es un sitio activador y sensible a la auto-fosforilacién (54}, la
fosforilacion de la Y505 es inhibitoria y la sustitucién de la misma por fenilalanina conduce a la
activacion constitutiva de la Lck (55]. La activacién de las Src quinasas necesita de un cambio
conformacional de la proteina, ya que la asociacion intramolecular que implica la Y505, crea una
conformacién cerrada donde el dominio catalitico es inaccesible. Luego de la defosforilacién de
la Y505, la proteina se despliega permitiendo la auto-fosforilacién de la Y394 y adquiriendo Ja
méxima actividad quinasa (Figura 6).

La fosforilacién/defosforilacion de 1a Y505 es regulada por la accién de la fosfatasa CD45
y la proteina tirosina quinasa Csk. En forma de dimero CD45 es inactiva debido a que el dominio
catalitico de la misma interviene en la interaccion intramolecular (56]. Como un monémero CD45
es capaz de defosforilar la Y505 de la Lck, permitiendo la activacién de esta proteina. Asi, CD45
es considerada como un regulador positivo de la activacién de las Src quinasas. Sin embargo,
observaciones in vitro efectuadas en ciertas lineas celulares CD45”, e in vivo en ratones donde el
gen de CD45 fue inactivado, contradicen esta ultima afirmacién (57, 58]. En ratones CD45
“knockout”, Lck y Fyn son fuertemente fosforiladas y su actividad catalitica basal aumenta
considerablemente (59]. En timocitos de estos ratones, las Y505 e Y394 de Lck estdn
hiperfosforiladas [60], y la actividad quinasa de la proteina aumenta de 2 a 5 veces [55].
Finalmente, los trabajos realizados por D’Oro et al demostraron que ademas de la defosforilacién
de Ia Y505, CD45 puede defosforilar la tirosina activadora Y394 e inhibir la actividad catalitica
de la Lck (61). Estos resultados muestran que esta fosfatasa jugaria mas bien un rol supresor,
regulando negativamente la actividad catalitica de las Src quinasas. En ausencia de CD45, la
hiperfosforilacién de la Y394 provoca un aumento de actividad quinasa independientemente del
efecto inhibidor de la hiperfosforilacion de la Y505 (62]. Por un mecanismo aun sin elucidar, el
efecto de la fosforilacion de la Y394 supera al de la fosforilacién de la Y505.

La quinasa Csk fosforila la Y505 reprimiendo la actividad quinasa de las Src. En células T
en proliferacion, el aumento en la actividad de Csk correlaciona con la disminucién en las
actividades cataliticas de Lck y Fyn (63, 64]. Csk interactia con la forma fosforilada sobre Y394
de la Lck, y esta interaccién permite la fosforilacién de la Y505 provocando el plegamiento de la
Lck y el regreso a la conformacién inactiva [65]. Datos obtenidos recientemente involucran la
proteina residente en los “rafts” PAG (protein associated with GEMs), 1a cual se asocia con Csk
(66, 671. En células T donde el TCR no es estimulado, PAG es fosforilada constitutivamente por
las Src y es capaz de secuestrar Csk hacia los “rafts”. Csk una vez activada controla la actividad

de las Src creando asi un “loop” de auto-regulacién. Cuando la célula T ha sido estimulada via el
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TCR, PAG es defosforilada y pierde la capacidad de asociarse con Csk, lo cual resulta en una
disminucién de la actividad Csk y en el aumento de la actividad de las Src quinasas [66).

En conclusién, la actividad quinasa de las proteinas Src depende del balance entre las

fosforilaciones activadoras o inhibidoras de las tirosinas 505 y 394. El control del estado de

fosforilacién de estas tirosinas dependera del balance entre actividades quinasa y fosfatasa.

I11.2. La fosforilacién de los ITAMs

Cada uno de los motivos ITAMs presentes en las cadenas que conforman el complejo
TCR posee dos tirosinas que son requeridas para la actividad funcional [24]. Una vez que la célula
T ha sido activada, estas tirosinas son rapidamente fosforiladas por las quinasas Lck y/o Fyn. Los
ITAMs fosforilados serviran como sitios de unién para las proteinas quinasa de la familia Syk,
ZAP-70 ({ chain-associated protein kinase of 70 kD) y Syk, las cuales contienen dominios SH2
(Src homology type 2 domain) (ver item II1.3.1. de este capitulo). Estos dominios median las
interacciones entre proteinas a través del reconocimiento especifico de residuos tirosina
fosforilados (68, 69). La unién de ZAP-70 y/o Syk a los ITAMs permite el inicio de los eventos de
sefializacién intracelular que conducen a la activaciéon de numerosas proteinas {70].

Los ITAMs son indispensables en la activacion de la célula T ya que ITAMs troncados o
mutados son incapaces de mediar la activacién de la célula [71-75). Debido a la estructura del
complejo TCR, un total de 10 ITAMs pueden encontrarse entre las diferentes cadenas que
componen el complejo. Actualmente existen ciertos interrogantes sobre la finalidad de tantos
motivos ITAMs en un solo complejo TCR; a su vez, la abundancia de ITAMs en este receptor
ain no ha sido aclarada. Una hipdtesis sostiene que una cierta cantidad de ITAMs es necesaria
para desencadenar la sefializacién intracelular. EI TCR es un receptor relativamente poco
abundante en la célula, y las interacciones que forma con el MHC son de baja afinidad, es por
ello que la presencia de multiples ITAMs podria ser necesaria para amplificar las sefiales del
receptor. Algunas evidencias experimentales sostienen esta hipétesis. Ratones deficientes en la
cadena { del TCR (6 ITAMs ausentes sobre 10) reconstituidos con 0, 1 6 3 ITAMs presentaron
una maduracién normal de timocitos [76, 77]. En estos ratones, los linfocitos T fueron capaces de
responder a una activacién del TCR y migrar hacia los érganos linfoides secundarios. Ademas, el
pattern de fosforilacién sobre tirosina de proteinas implicadas en la sefalizacién fue
esencialmente normal, independientemente del nimero de ITAMs presentes [78). Una segunda
hiptesis sostiene que diferentes ITAMs pueden acoplarse con distintas moléculas de

sefializacién, proporcionando asf diferentes sefiales a la célula T. El tipo de sefial transmitida por
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el TCR (agonista, agonista parcial o antagonista) puede determinar el estado de fosforilacién de
ITAM:s especificos, los cuales se asociarian luego con diferentes proteinas (79). Algunos estudios
también sostienen esta hipétesis. Por ejemplo, secuencias ITAMs sintéticas son capaces de unirse
a diversas proteinas que contienen dominios SH2 (80]. En hibridomas de células T, la actina del
citoesqueleto se une preferencialmente a los ITAMs situados en la parte C-terminal de las
cadenas € del TCR (81]. Finalmente, estudios funcionales en hibridomas de células T BW5147
transfectadas con varios TCRs o cadenas T deficientes en ITAMs, mostraron una movilizacién
diferencial del [Caz+]i , cuando las células eran activadas [82].

Aunque ha sido demostrado que la cadena T del complejo TCR no es requerida para el
desarrollo de células T [76, 77, 83-86], C es critica para la seleccién positiva y negativa de los
timocitos y para prevenir la auto-inmunidad (77, 87, 88]. Luego de la estimulacién del TCR, la
cadena C es exhaustivamente fosforilada. Dicha cadena contiene seis sitios potenciales de
fosforilacién lo que permite a la misma transformarse en més de 60 variantes fosforiladas [89). De
este modo, T puede considerarse como una molécula sumamente importante para procesar la
informaci6n recibida por el TCR. Dos formas mayoritarias de T fosforilada (masas moleculares
de 21 y 23 kD) han sido consistentemente observadas en timocitos, linfocitos T periféricos y
lineas celulares T {90). La forma de 21 kD corresponde a la fosforilacién basal sobre tirosina de
y se encuentra presente de manera constitutiva en timocitos y células T periféricas murinas [91,
9). La forma de 23kD comienza a detectarse una vez que los timocitos o las células T han sido
activadas via el TCR (91, 92]. La forma de 21 kD es generada por la fosforilacién selectiva de 4
tirosinas presentes en dos de los tres ITAMs de la cadena T, por el contrario, la forma de 23 kD
es generada por la fosforilacién de la totalidad de las tirosinas presentes en los ITAMs [93). La
proporcién 21kD/23kD varia con la manera en que la célula ha sido activada y con la naturaleza
del antigeno. En efecto, luego de una estimulacién del TCR con un péptido agonista fuerte,
ambas formas de fosfo-g son inducidas [90). Péptidos agonistas parciales o antagonistas del TCR,
obtenidos por modificacién de la secuencia aminoacidica del ligando especifico, son capaces de
producir estimulaciones débiles del TCR. Este tipo de estimulacién resulta predominantemente
en [a formacién de la forma 21kD de T y una cantidad reducida de la forma 23kD. De esta
manera el estado de activacién de una célula T puede estar determinado por la proporcién entre

las formas 21kD y 23kD de T (94-98].
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II1.3 Las proteinas ZAP-70 y Syk en la senalizacion via el TCR

La familia de proteinas tirosina quinasas Syk interviene en los eventos proximales de
la activacién del TCR. ZAP-70, Syk y SykB son los inicos miembros que componen esta familia.
ZAP-70 posee una masa molecular de 70kD y Syk una de 72kD. SykB es una isoforma natural
que ha sido detectada en ratones, ratas y en humanos (99-101). Las Syk quinasas son responsables
de la amplificacién de las sefiales iniciadas por la unién del TCR con el ligando y la accién de la
Lek y Fyn (27, 46, 102). En efecto, gracias a sus dominios SH2, ZAP-70 y Syk son capaces de
unirse a los ITAMs fosforilados, y una vez activadas pueden interactuar con numerosas proteinas

quinasas, adaptadoras y del citoesqueleto.

I11.3.1. Estructura de ZAP-70 y Syk
ZAP-70 y Syk comparten entre si varias caracteristicas estructurales y de
secuencia. Estas dos proteinas estin compuestas de dos dominios SH2 en “tdndem”, separados
entre si por un interdominio A y ubicados en la parte amino-terminal (N-terminal) de la proteina.
Seguido a los dominios SH2 se localiza el interdominio B y después de este, el dominio catalitico
o dominio quinasa responsable de la actividad de las proteinas [27]. La estructura de estas dos

proteinas son ilustradas en la figura 7.

I11.3.1.a. Dominios SH2 en tandem

Los dominios SH2 son dominios globulares de unos 100 amino acidos
(69). Cada uno puede funcionar independientemente y unirse a proteinas fosforiladas sobre
tirosina utilizando dos sitios de unién adyacentes: un sitio une la tirosina fosforilada y el otro
determina la especificidad uniéndose a residuos cercanos. Las bases moleculares por las cuales
los dominios SH2 pueden unirse a los ITAMs fosforilados han sido establecidas gracias a la
cristalizacion de los SH2 de ZAP-70 unidos la cadena { del TCR [103). Asi se pudo determinar
que los dominios SH2 de ZAP-70 son capaces de formar sitios especificos de interaccién con
tirosinas fosforiladas. La zona de unién a fosfo-tirosinas del SH2 N-terminal necesita de la
contribucién de amino dcidos provistos por el SH2 carboxi-terminal(C-terminal) adyacente (103,
104). De esta manera, los dominios SH2 de ZAP-70 son capaces de unirse de manera cooperativa
alos ITAMs fosforilados, y esto es una caracteristica de las mas distintivas de ZAP-70 [103-106).
Los dominios SH2 de ZAP-70 y Syk son semejantes y los mismos presentan una similitud de
secuencia de mas de 56%. Al igual que ZAP-70, Syk posee dos dominios SH2 en “tandem” y las

secuencias criticas son conservadas, incluyendo los residuos de unién a las tirosinas fosforiladas
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(103, 107). La unién cooperativa de los dominios SH2 de Syk con los fosfo-ITTAMs ha sido
demostrada, y aunque la estructura cristalizada de los mismos ain no ha sido obtenida es posible

que el SH2 C-terminal de Syk contribuya con la estructura del SH2 N-terminal [105, 106].

I11.3.1.b. El interdominio A
Entre los dos dominios SH2 se encuentra una secuencia denominada
interdominio A. Esta secuencia es la regién mas conservada entre ZAP-70 y Syk, con més de
65% de amino 4cidos idénticos [27]. En ZAP-70, el interdominio A forma una estructura plegada
que estabiliza la interaccién del dominio SH2 C-terminal con el SH2 N-terminal [103]. El
interdominio A también podria ser importante en las interacciones inter- o intramoleculares que
regulan la actividad quinasa de ZAP-70, la dimerizacién durante la unién con el TCR, o la

asociacién con otras proteinas celulares [103].

IIL 3.1.c. Elinterdominio B

Siguiendo al dominio SH2 C-terminal y precediendo al dominio quinasa
de ZAP-70 y Syk, se localiza el interdominio B. Dicho dominio es importante en la regulacién de
la actividad catalitica de estas protefnas [27]. En dichas quinasas, el interdominio B presenta solo
30% de identidad de secuencia, incluyendo varios residuos tirosina [108]. Una importante
diferencia entre ZAP-70 y Syk en esta regién es la insercién de 23 amino 4cidos en el
interdominio B de Syk. Esta insercién no est4 presente en la isoforma SykB debido al “splicing”
alternativo de 69 nucle6tidos de un exén del gen syk [100]. Sin embargo en todas estas proteinas,
muchos sitios de fosforilacién sobre tirosina estdn conservados y pueden desempeiiar funciones
similares (27]. Las tirosinas presentes en este interdominio pueden regular de manera positiva o
negativa la actividad quinasa de ZAP-70 y Syk, y como veremos maés tarde, el estado de las

mismas serd importante para la interaccién con diferentes moléculas de sefializacién.

II1.3.1.d. El dominio quinasa
El dominio quinasa se sitia antes del extremo C-terminal de las proteinas
ZAP-70 y Syk. El mismo es activado por la fosforilacién de las tirosinas comprendidas en su
secuencia. Los dominios quinasa de ZAP-70 y Syk son muy similares, con 60% de identidad de
secuencia, incluyendo los sitios de fosforilacién. El alto grado de conservacién de las tirosinas
presentes en este dominio sugiere que en estas dos proteinas la actividad catalitica es regulada de

manera similar.
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Figura 8 Interaccion de ZAP-70 y de Syk con los ITAMs fosforilados
durante la activacion del TCR
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I11.3.2. Interaccién de ZAP-70/Syk con los ITAMs

Como ha sido descrito anteriormente, uno de los pasos iniciales durante la
activacién del TCR es la fosforilacién de los ITAMs. Los ITAMs una vez fosforilados sirven
como sitios de unién para las proteinas ZAP-70 y/o Syk. La unién de estas quinasas a los fosfo-
ITAM:s se efectiia mediante una interaccién de gran afinidad entre los dominios SH2 en “tdndem”
de ZAP-70/Syk y las dos tirosinas fosforiladas presentes en cada ITAM (104, 109-113] (Figura 8).
Las afinidades de ZAP-70 y Syk para unirse a los ITAMs in vitro son similares y las mismas
oscilan entre 10 y 50 nM (106, 110, 114]. La separacién existente entre dos ITAMs presentes en una
misma cadena del TCR es importante para que la interaccién sea 6ptima [103). La uni6n requiere
la presencia de los dos dominios SH2 de ZAP-70 y Syk, ya que los dominios SH2 N-terminal y
C-terminal solos son incapaces de unirse a los ITAMs fosforilados (115).

Como vimos anteriormente, la naturaleza del antigeno puede determinar el grado de
fosforilacién de los ITAMs del TCR, y sus diferentes formas crean diversas opciones de unién
para los SH2 de ZAP-70 y Syk. La naturaleza de estas uniones determinaré la conformacién de

ZAP-70 y/o Syk y regulara de manera indirecta el estado de activacién de las mismas [116].

II1.3.3. Fosforilacién de ZAP-70 y Syk

En diferentes poblaciones de células T incluyendo timocitos, linfocitos y lineas
celulares T, ZAP-70 esta asociada constitutivamente con la cadena T del TCR, y la misma no es
fosforilada sobre tirosina hasta que el TCR sea estimulado [92, 117]. En los segundos que siguen a
la estimulacién del TCR, ZAP-70 asociada a T (ZAP-70/TCR/C) es fosforilada por la Lck
presumiblemente sobre la Y493, aunque no se descarta que otras tirosinas de ZAP-70 sean
fosforiladas en esta instancia (Figura 9-A). La fosforilacién de la Y493 permite la activacién de
ZAP-70 proporcionandole adem4s la capacidad de autofosforilarse y transfosforilar moléculas
cercanas, incluyendo otras moléculas de ZAP-70 asociadas a los ITAMs [118]. Casi
simultaneamente a esta primera fosforilacién se produce la fosforilacién de las tirosinas presentes

en el interdominio B de ZAP-70, y entre las m4s relevantes, la fosforilacién de la Y319 que es un

sitio de interaccién con el dominio SH2 de la Lck. Esta fosforilacién favorece el recrutamiento de
esta dltima quinasa al complejo ZAP-70/TCR/ T (Figura 9-A). De esta manera, una mayor
concentracién de Lck asociada a este complejo hace posible la fosforilacién completa de los
ITAMs como asi también la unién al TCR y fosforilacién de nuevas moléculas de ZAP-70 [119]

(Figura 9-A). Finalmente, tirosinas que regulan negativamente la actividad de ZAP-70 también
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son fosforiladas precozmente y las mismas interactian con diferentes sustratos modulando la
intensidad de la respuesta al antigeno (ver item I11.3.4. de este capitulo).

La fosforilacién y activacién de Syk en células T primarias ha sido menos estudiada, en
gran parte dado a la escasa expresion de la proteina en estas células. No obstante se sabe que solo
la unién de sus dominios SH2 con los ITAMs fosforilados es suficiente para que la proteina sea
fosforilada (110, 120), independientemente de la participacién de la Lck [121-125) (Figura 9-B).
Esta propiedad de Syk se deberia a su habilidad para fosforilar la cadena { del TCR [126], lo cual
permitiria su posterior recrutamiento y auto- o trans-fosforilacién presumiblemente sobre su
tirosina 526 (123, 127). Sin embargo, la capacidad de Syk para fosforilar { es motivo de
controversia dado que otros grupos han demostrado que los ITAMs no son buenos sustratos in
vitro de las Syk quinasas (Weiss A datos sin publicar y [123). Si bien la proteina puede activarse
sin la intervencién de la Lck, es claro que esta ultima ejerce un efecto muy positivo sobre el
estado de fosforilacién de Syk [128). Por ultimo, la secuencia de eventos posteriores a la
fosforilacién de la Y526 serian similares a los descritos para ZAP-70.

En conclusién, la activacién de ZAP-70 y/o Syk via el TCR requiere la presencia de
ITAMs fosforilados y la actividad de las Src quinasas. Estas dos familias de tirosinas quinasas,
asociadas al complejo TCR, proveen el sitio de anclaje para numerosas moléculas implicadas en
la transduccidn de sefiales. Una vez fosforiladas, ZAP-70 y/o Syk pueden asociarse a diversas
proteinas que contengan dominios SH2, permitiendo la activacién de las mismas y la continuidad

de la cascada de transduccién de senales.

II1.3.4. La regulacion de la actividad quinasa de ZAP-70 y de Syk
La actividad quinasa de ZAP-70 y Syk esta determinada por la fosforilacién de
tirosinas presentes en sus diferentes dominios, las cuales pueden regular positiva o negativamente
la actividad catalitica de estas quinasas. Estas tirosinas como asi también sus posiciones en los
diferentes dominios de ZAP-70 y de Syk son ilustradas en la figura 10.

En el interdominio A de las Syk quinasas se localiza una tirosina conservada la cual seria
un importante regulador de la estabilidad de los dominios SH2 en tandem. Dicho residuo es la
Y126 de ZAP-70 y la Y130 de Syk [129]. A partir de la estructura cristalizada de los SH2 de
ZAP-70 unidos a la cadena { del TCR se pudo determinar que estas tirosinas se localizan en la
parte central del interdominio A, lo que les permite quedar bien expuestas y accesibles a la accién
de otras proteinas tirosina quinasas [103]. En el caso de Syk, la sustitucién de la Y130 por

fenilalanina (F) o 4cido glutamico (E) afecta la activacién y la unién de la proteina con los
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ITAMs [129). Estos datos sugieren que estas tirosinas pueden determinar el estado de plegamiento
del interdominio A, regulando de esta manera la unién de los dominio SH2 a los ITAMs
fosforilados.

En el interdominio B se localizan tres residuos tirosina sumamente importantes para la
regulacién de la actividad de las Syk quinasas. En experimentos realizados con una mutante de
ZAP-70 donde la mayor parte del interdominio fue eliminada, se demostré que si bien éste no es
requerido para la sefializacién mediada por ZAP-70, su presencia regula la actividad de la quinasa
[130).

Las tirosinas presentes en el interdominio B son rapidamente fosforiladas luego de la
activacién del TCR, y las mismas permiten la interaccién de ZAP-70 y/o Syk con moléculas que
contienen dominios SH2. Una de estas tirosinas es la Y292 de ZAP-70, la cual corresponde a la
Y323 de Syk. Una vez fosforilada, Y292/Y323 actiia como un regulador negativo de la
activacién y es capaz de unirse a la proteina cbl (Casitas B-lineage lymphoma protein) (131-135].
Cbl es una proteina adaptadora que contiene en su parte N-terminal dominios de unién a
fosfotirosinas PTB (Phosphotyrosine Binding) y la misma interviene en la ubiquitinacién,
internalizacién y procesamiento lisosomal implicados en la degradacién de receptores y proteinas
(136, 137). La expresién en células T de una forma mutada de ZAP-70 donde la Y292 es sustituida
por F292 (ZAP-70-Y292F), provoca una hiperactivacién de la célula en respuesta al estimulo del
TCR, con un aumento en la activacién transcripcional de NF-AT (Nuclear factor of activated T
cells), y de los elementos que regulan la actividad del promotor del gen de la IL-2 [132, 133, 135).

Contrariamente a la Y292/Y323, las otras dos tirosinas presentes en el interdominio B de
ZAP-70 y Syk son reguladores positivos de la activacién via el TCR. Estas tirosinas son la Y315
y la Y319 de ZAP-70, correspondientes a la Y348 y a la Y352 de Syk, respectivamente. Las
tirosinas Y315/Y348 una vez fosforiladas son capaces de unirse a los dominios SH2 de la PLC-yl1
(Phospholipase-y 1) y de Vav [138-140}. El rol funcional de la Y315 de ZAP-70 es motivo de
controversia ya que los resultados obtenidos en diferentes lineas celulares transfectadas con
mutantes ZAP-70-Y315F son confusos [130, 140-143]. Recientemente, trabajos realizados con
ratones transgénicos llevando en sus células T una variante tinica del TCR (TCR H-Y) [144, 145]
demostraron que la expresién de ZAP-70-Y315F reduce la seleccién positiva y retarda la
seleccién negativa durante el desarrollo de los linfocitos T [146, 147). Sin embargo, cuando estos
autores estudiaron los efectos de ZAP-70-Y3 15F en otras lineas de ratones con un TCR diferente
a H-Y, el desarrollo de las células T no fue afectado [146, 147]. No obstante, en los timocitos de

estos animales se observaron defectos en la activacién inducida por el TCR de la quinasa Erk
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Figura 10 Tirosinas reguladoras homdlogas en ZAP-70 y en Syk
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(extracellular signal-regulated kinase) y una disminucién en la concentracién de [Ca2+]i .
Ademds se demostré que la afinidad de la Y315F de ZAP-70 para unirse con los ITAMs fue
inferior a la de la forma “wild-type” de la proteina, sin que su actividad quinasa se viera afectada
(146-148]. Estos resultados sugieren que la Y315 de ZAP-70 (y probablemente la Y348 de Syk)
desempeiarian un rol selectivo sobre los dominios SH2 de estas proteinas [148).

La Y319 de ZAP-70 y su correspondiente Y352 de Syk, regulan positivamente la
activacién de la célula T. La funcién mas importante que se le atribuye a estas tirosinas es la de
unirse con el dominio SH2 de las Src quinasas. En efecto, ZAP-70 y Syk son capaces de formar
un complejo estable con la Lck, luego de la estimulacion del TCR [119, 149]. La mutacién Y319F
en ZAP-70 conduce a una drastica reduccién de la fosforilacion y consecuente activacion de la
proteina [120, 141). Ademds, la sobre-expresién de ZAP-70-Y319F en células T reduce
severamente la fosforilacién de los sustratos de ZAP-70, LAT (linker for activation of T cells) y
SLP-76 (SH2 domain-containing leukocyte protein of 76 kD), y la activacion dependiente del
TCR de NF-AT como asi también la produccién de IL-2 [141). El hecho que la mutacién Y319F
provoque una importante disminucidn de las funciones de ZAP-70 y que la interaccién Lck-ZAP-
70 desempeiie un rol critico en la sefializacién via el TCR sugiere que la Y319 es un sitio de
unidn a la Lck. Esta posibilidad fue confirmada por Pelosi et al, al descubrir que efectivamente la
Y319 de ZAP-70 se une al dominio SH2 de Lck, posibilitando el acceso de la Lck al dominio
quinasa de ZAP-70 y la fosforilacién de las tirosinas activadoras localizadas en el mismo [150].
Finalmente, los trabajos realizados en ratones transgénicos ZAP-70" + ZAP-70-Y319F
confirman la importancia de esta tirosina en la funcién de ZAP-70. En estos ratones se observé
que un bloqueo parcial en la maduracién de los timocitos a nivel del estadio DP CD4*CD8"* [146).

El dominio quinasa de ZAP-70 y Syk contiene sitios de regulacidn bien conservados, los
cuales se localizan en el “loop” de activacién. Estos sitios corresponden a los residuos tirosina
Y492/Y493 de ZAP-70 y los residuos Y525/Y526 de Syk. En la literatura estas dos Gltimas
tirosinas pueden encontrarse como Y519/Y520 (Syk murina) o Y518/Y519 (Syk porcina) [151].
Estos residuos tirosina presentes en el dominio quinasa de ZAP-70 y Syk son fosforilados por las
Src quinasas o por auto-fosforilacién en el caso de Syk, una vez que la célula ha sido activada
(120, 127). La mutacidn de la Y525F y/o Y526F reduce considerablemente la actividad de Syk,
indicando que estas dos tirosinas son criticas para las funciones de esta proteina. En linfocitos B
estimulados via el receptor de células B (BCR), las tirosinas Y525 e Y526 de Syk son

rapidamente fosforiladas y las mismas sirven como sitios de interaccién de proteinas que poseen
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dominios SH2 [105). En un trabajo reciente se demostr6 que las Y525 e Y526 también son
esenciales para la activacién de la fosfolipasa D (PLD) [152). La fosforilacién de las tirosinas 492
y 493 de ZAP-70 regula la actividad catalitica de la proteina, y la mutacién de las mismas afecta
miltiples sefiales provistas por el TCR [153). Las mutantes ZAP-70-Y492F y ZAP-70Y493F son
capaces de asociarse a los ITAMs fosforilados, indicando que las mismas no son esenciales para
la asociacién de ZAP-70 con el TCR [153]. La fosforilacién de las tirosinas 492 y 493 ocurre de
manera secuencial. La Y493 es fosforilada en primer lugar y su fosforilacién es necesaria para la
activacién y funcién ZAP-70. En efecto, ZAP-70-Y493F es incapaz de reconstituir la
sefializacién via el BCR en la linea celular B “aviaria” DT40, deficiente en Syk [120]. La
fosforilacién de la Y492 ocurre después y la misma regula negativamente la actividad de ZAP-
70. Este descubrimiento se obtuvo de experimentos realizados con la mutante ZAP-70-Y492F,
que demostraron que esta mutacién aumenta la activacién de ZAP-70 y provoca un considerable
incremento en la concentracién de [Caz+]i, en la acumulacién de IP1, IP2 e IP3, en la actividad
transcripcional de AP-1(Activator protein I), y en la actividad del promotor de la IL-2 (120, 132].

En conclusién, los diferentes residuos tirosinas presentes en los diversos dominios de
ZAP-70 y Syk median la activacién y regulan positiva o negativamente las funciones de estas

proteinas en la diferenciacién y activacién de los linfocitos T.

I11.3.5. Sustratos y protefnas que interactian con ZAP-70 y Syk
La fosforilacién de ZAP-70 y/o Syk sobre las distintas tirosinas que forman
parte de sus secuencias, permite a estas quinasas interactuar con miltiples moléculas implicadas
en la transduccién de sefiales y fosforilarlas. Dos de los mas importantes sustratos de ZAP-
70/Syk son los adaptadores LAT y SLP-76, que son importantes organizadores de la transduccién
de sefiales via el TCR [24, 154] (ver item V. de este capitulo). Una vez que ZAP-70/Syk han sido
activadas, LAT es fosforilada sobre tirosina y se convierte en un sitio de unién clave para
miltiples proteinas importantes en la sefializacién [155]). Por su parte, la fosforilacién de SLP-76
por ZAP-70/Syk hace posible que este adaptador interactie con Vav, Gads (Grb-2-related
adapter downstream of Shc), Itk (inducible T cell kinase), LAT y Grb-2 (Growth factor receptor
binding-2) [156].
Otro importante sustrato de ZAP-70/Syk es la PLC-yl. Al interactuar con LAT
fosfonlada, esta quinasa queda expuesta y accesible para que ZAP-70/Syk pueda unirse. Luego

de que esta interaccién ha tenido lugar la PLC-yl es activada por ZAP-70/Syk y probablemente
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Figura 11 Esquema de un corte transversal de la region de contacto entre la célula T'y la
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por Ja accién de las quinasas Tec. La fosforilacién de la PLC-y1 es indispensable para activar la

cascada de seflalizacién del Ca* intracelular.

ZAP-70 y Syk pueden unirse con la proteina cbl y fosforilarla por accién de sus dominios
quinasas [131-135]. Este evento de fosforilacién regula negativamente la transduccién de las
seflales via el TCR (134, 157-160]. También ZAP-70 y Syk una vez fosforiladas son capaces de
unirse al dominio SH2 de Vav y de fosforilar la proteina [139, 140, 161). Vav una vez fosforilada,
interviene en la activacién de la cascada de las JNK quinasas y en la reorganizacién de la actina
del citoesqueleto [162).

Aunque muchos otros sustratos sensibles a ser fosforilados por ZAP-70 y/o Syk in vivo
ain no han sido bien caracterizados, un nimero considerable de moléculas son fosforiladas por
estas dos quinasas in vitro. Los sustratos in vitro son: MBP (myelin basic protein), band 3
(erythrocyte band 3 protein), tubulina, y la histona H2B, entre otros [151].

Muchas otras moléculas implicadas en la transduccién de seiiales del TCR han sido
vinculadas con las quinasas Syk, algunas como blancos de fosforilacién y otras de interaccién,
sin embargo, ain quedan muchos interrogantes por dilucidar cuales son los sustratos directos de

ZAP-70y Syk en las células T.

IV. Formacién de la sinapsis inmunolégica por activacién del TCR

La activacién de una célula T madura requiere la interaccién del TCR y las moléculas del
MHC, en el contexto de una unién organizada y especializada entre la célula T y una APC. Esta
unién ha sido llamada “sinapsis inmunolégica” [163, 164]. Concomitante con la activacién, el drea
en la que se establece la unién se transforma en una plataforma altamente organizada que
favorecerd la transmisién de las sefiales [165]. Receptores y proteinas intracelulares van a
reagruparse en la zona de contacto entre la célula T y la APC, dentro de dos diferentes dominios
organizados espacialmente llamados ¢cSMAC (central Supramolecular Activation Clusters) y
pSMAC (peripheral SMAC) (165). El cSMAC presenta una importante concentracién de TCRs y
de las moléculas de co-estimulacién CD2 y CD28. En el pSMAC se localizan integrinas tales
como LFA-1 y proteinas del citoesqueleto como por ejemplo la talina [166] (Figura 1I). La
formacién de estas dos zonas comienza a detectarse pasados los 5 minutos de iniciado el contacto
entre la célula T y la APC [167]. Antes de la formacién de esta estructura, una serie de eventos de

seflalizacion tales como un aumento en la fosforilacién sobre tirosina de proteinas intracelulares,

un incremento en las niveles de ([Caz+]i), una defosforilacién de moesina y cambios a nivel del
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inmunoldgica luego de la estimulacion del TCR

Figura 12 F ormacion de la sinapsis
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citoesqueleto pueden ser detectados en las células T en los segundos que siguen al estimulo
recibido por el TCR [168-171]. Varios trabajos han demostrado que durante el inicio de la sinapsis,
los TCRs son capaces de agruparse en un pequefio “cluster”, en la periferia de la zona de
contacto entre la célula T y la APC [172-174]. Recientemente se demostré que estos “clusters” son
sumamente dinamicos y agrupan diversas proteinas implicadas en la sefializacién via este
receptor, entre las cuales se citan ZAP-70, LAT, Grb-2, Gads y SLP-76 [175]. Estas estructuras de
sefializaciéon conforman una protosinapsis previa a la formacién de los SMAC y al
establecimiento de la sinapsis inmunolégica [175].

La formacién y organizacién de la sinapsis inmunolégica, incluido el establecimiento de
los SMACs, requiere la participacién de receptores de coestimulacién y de proteinas del
citoesqueleto (165, 176, 177] (Figura 12-A). Las interacciones entre las moléculas de las células T
CD28, CD2 y LFA-1 con sus ligandos presentes en las APCs, CD80, CD48/LFA-3 ¢ ICAM-1,
respectivamente, estabilizan [a unién del TCR con el antigeno y provocan la eliminacion de la
zona de contacto de proteinas con regiones extracelulares largas [53]. Entre 5 y 10 minutos luego
del contacto con la APC, moléculas como la glicoproteina CD43 o la fosfatasa CD45 son
excluidas del cSMAC [178, 179]. Esta exclusiéon de CD45 favoriza un aumento de la fosforilacion
de proteinas en el seno de la sinapsis, como por ejemplo ZAP-70 y PKC® [180] (Figura 12-B).

Los “rafts” lipidicos también participan en la sinapsis inmunoldgica y los mismos han
sido implicados en la adhesién celular y en la sefializacién. Estas estructuras también llamadas
GEMs (Glycolipid-enriched membranes) o DIGs (Detergent-insoluble glycolipid structures) son
microdominios de membrana ricos en glicoesfingolipidos y colesterol, y bioquimicamente se
definen como una fase lipidica organizada insoluble en bajas concentraciones de detergentes no
idnicos a 4 °C [181]. Una importante cantidad de proteinas miristiladas, palmitoladas, acetiladas y
unidas a fosfatidilinositol se localizan en los “rafts” y participan en eventos celulares como la
traduccién de sefiales [182]. Como fue mencionado anteriormente, Lck es una de ellas y reside en
los “rafts” asociada con los coreceptores CD4 y CD8. Cuando esta proteina no es correctamente
palmitoilada, no se localiza en los “rafts” y la sefializacién inducida por el TCR es defectuosa
[183]. De manera similar, la localizacién en estas estructuras de LAT también es requerida para la
transduccidon de las sefiales [184]. Otra proteina residente de los “rafts” es PAG, la cual
desempeiia un rol importante en la activacién de las quinasas Src [66, 67].

Los “rafts” son recrutados hacia la sinapsis inmunolégica gracias a la interaccién del
complejo TCR con el ligando, y a la participacién de las moléculas CD28, CD2, CDS y LFA-1

[177, 183, 185, 186]. Todas estas interacciones y cambios estructurales en el contexto de los SMACs
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inducen una reorganizacién dindmica del citoesqueleto cortical [187, 188]. De este modo, la actina
del citoesqueleto es polimerizada en la regién de contacto del TCR, permitiendo la co-
localizacidn de proteinas citoesqueléticas [189]. El citoesqueleto desempefia un papel importante
en el mantenimiento de la zona de contacto entre la célula T y la APC [188]. Ademas, el mismo

juega un rol activo en la transduccién de las sefiales, lo cual ha sido confirmado por el hecho que

ciertas drogas que inhiben la polimerizacién de la actina interfieren en la activacién de la célula T
[190].

La formacién de la sinapsis del TCR, incluyendo los dominios SMAC, proporciona una
estructura estable la cual es utilizada por el TCR como un ‘“andamio” para la activacién de la
célula T [165, 176, 191]. Este “andamio” permitird una sefializacion sostenida y una transduccién

de sefiales coordinada que determinara el estado de activacién de la célula T [192].

V. Proteinas adaptadoras implicadas en la sefializacion via el TCR

El proceso de activacion de la célula T puede dividirse en dos etapas principales: a) una
primera etapa en la cual transcurren los eventos iniciales de sefializacién que conducen a la
fosforilacién de las familias de proteinas tirosina quinasas Src y Syk y a la asociacién de las
mismas con el complejo TCR/CD3/{; b) una segunda etapa donde tienen lugar los eventos de

sefializacion “downstream” los cuales finalizan con la activacién de genes de diferentes

citoquinas [193]. La expresién de inmunoreceptores y de las quinasas Src y Syk en células no
linfoides no es suficiente para inducir la activacion de otras moléculas que participan en la
transduccidén de las sefiales, o para producir el aumento en la concentracién de [Caz"]i. Estos
defectos son debidos a la ausencia de ciertas proteinas capaces de conectar las sefiales precoces
producidas por la estimulacién del receptor y aquellas que ocurren tardiamente en la cascada de
sefializacion (193]. Estas proteinas conocidas como “adaptadores” o “proteinas adaptadoras” no
poscen dominios cataliticos o transcripcionales pero en cambio contienen miiltiples motivos y
dominios entre los que se encuentran los SH2, que permiten la interaccién con diversas proteinas
(156 Gracias a esta caracteristica las proteinas adaptadoras son capaces de crear diferentes
combinaciones de complejos multiproteicos esenciales para transmitir las sefiales procedentes de
los receptores periféricos [193]. Algunas de las proteinas adaptadoras implicadas en la
transduccién de sefiales de las células T son LAT, SLP-76, Grb-2, Gads, Cbl, Shc (Src
Homologous and Collagen-like) y SLAP (Src-like associated protein), entre otras [156].

LAT desempefia un papel preponderante en la sefializacién via el TCR. Este adaptador es

una proteina transmembrana de 36kD, que posee una pequeiia parte extracelular y una importante
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regién citopldsmica que contiene 9 motivos ricos en tirosina (155, 194]. LAT es fosforilada por
ZAP-70 y/o Syk y es un sitio de unién para miiltiples proteinas que poseen dominios SH2 [155].
LAT una vez fosforilada une a SLP-76 creando un complejo que sirve como sitio de anclaje para
numerosas proteinas de seiializacién, permitiéndole a las mismas interactuar unas con otras en un

contexto espacial definido [53].

VI. Cascadas de sefializacién “downstream” en la activacién via el TCR
Los eventos iniciales de sefializacién y el aumento en la actividad de diferentes quinasas
conducen al recrutamiento, cambios conformacionales y activacién de diferentes moléculas de
seflalizacién en la cercania de la zona de contacto entre el TCR y el antigeno [30]. Los eventos de
| sefializacién mds tardios o “downstream” incluyen las familias de GTPasas Ras y Rho, las
MAPK, la PI-3K (phosphatidylinositol 3 kinase), las PKCs, las cascadas de seiializacién
dependientes de la concentracién de [Ca2+]i , los inositolfosfolipidos (IP) y diversos factores de
transcripcién. La suma de los efectos causados por todos estos eventos provocari la activacién de
diferentes genes importantes para la célula T. Todas estas seiiales determinaran el destino de la

misma, induciendo la apoptosis, la proliferacién o bien un estado anérgico de estos linfocitos.

VI.1. Renovacién de inositolfosfolfpidos, flujo de [Ca®],y activacién de PKC
La fosforilacién de la proteina PLC-y1 es uno de los mayores determinantes para la
sefializacién intracelular por el Ca**, y las quinasas Lck, ZAP-70 y también miembros de la
familia Tec de proteinas tirosina quinasa son responsables de dicha fosforilacién [195]. Las

proteinas adaptadoras LAT y SLP-76 contribuyen a la formacién de un médulo de sefializacién

donde la PLC-y1 es recrutada y fosforilada {194, 195). Mientras que LAT permite el recrutamiento
! de la proteina, SLP-76 posibilita el acercamiento de las quinasas Tec que ulteriormente junto con
las Syk fosforilardn la PL.C-yl. Al mismo tiempo, el adaptador Gads se une a LAT y a SLP-76
estabilizando la unién entre estos adaptadores, las quinasas Tec y la PLC-yl [195]. La

fosforilacién de la PLC-y1 conduce a su activacién catalitica y al clivaje del fosfatidil inositol-4,5
bifosfato (PI-4,5-P,) localizado a nivel de la membrana plasmatica. Este clivaje genera inositol-
1,4,5-trifosfato (IP;), el cual induce la liberacién de Ca®* almacenado en el reticulo endopldsmico
(RE). Una vez que el Ca®* ha sido liberado completamente, canales de Ca®* localizados en la
membrana permiten el influjo de Ca®* extracelular [196]. La liberacién secuencial de Ca’* a partir

de reservorios intra y/o extracelulares produce una aumentacién constante de la lCaz*”]i , que es
23
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Figura 13 Cascadas de senalizacion « downstream » durante la
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[ un importante inductor de la actividad transcripcional en el nicleo [31, 197]. El incremento en [a

1 [Caz"]i es critico para la activacién dependiente de calcineurina A del promotor de la IL-2 (31,

197]. El Ca®* activa la calcineurina A, que es una serina fosfatasa dependiente de calcio-
calmodulina, capaz de defosforilar NF-AT (197, 198]. Luego NF-AT es translocado hacia el nicleo
y se une a secuencias reguladoras situadas en el promotor de la IL-2 [31] (Figura 13).

Ademas de la PLC-y1, otras proteinas tirosina quinasas regulan la renovacién de IPs. Una
de estas proteinas es la PI-3K, la cual esta compuesta por una sub-unidad reguladora de 85kD
(p85) y una catalitica de 110kD (p110) [199-201]. A través de sus dominios SH2 presentes en la
sub-unidad p85, la PI-3 quinasa es recrutada por LAT y por otras moléculas adaptadoras

asociadas al TCR [199, 201]. Esta quinasa una vez activa fosforila los PI-4,5-P, y PI-4-P

! convirtiéndolos en PI-1,4,5-P, y PI-4,5-P,, respectivamente [202]. Estos IPs fosforilados
localizados en la membrana plasmatica sirven como sitios de unién para diversas proteinas, como

por ejemplo PLC-y1 y Tec, contribuyendo igualmente a la regulacién de la concentracién de
[Caz"]i [203]. Por otra parte, la PI-3K es también responsable de la activacién de [a quinasa de

serina y treonina akt (también conocida como proteina quinasa B), que juega un importante rol en

la supervivencia celular y en el control del ciclo celular [204, 205].

V1.2. Regulacion de P21ras y de la cascada de las MAPKs

La proteina Ras juega un rol esencial en la activacién del gen de la IL-2 y en la
proliferacion celular [206]. La estimulacién del TCR conduce a una réapida acumulacién de la
forma activa de Ras la cual se encuentra unida a GTP (guanine trisphosphate) en la vecindad de
la membrana plasmatica [207, 208]. El ciclo de unién de Ras al nucleétido guanina es controlado
por los factores GEFs (Guanine nucleotide exchange factors) y por proteinas activadoras de
GTPasas. Los GEFs inducen la activaciéon de Ras mientras que las activadoras de GTPasas
estimulan la actividad GTPasa intrinseca a esta proteina. Esta actividad cataliza la hidrélisis de
GTP y los productos de la misma inducirdn la inactivacién de Ras [207, 208]. De las diferentes
vias de activacién de Ras en células T, la mejor caracterizada es la que incluye a la proteina
adaptadora Grb-2 y al GEF SOS (Son and Sevenless) [209]. Grb-2 se une a LAT por medio de sus
dominios SH2, mientras que por el otro extremo interactia con SOS. El complejo LAT/Grb-
2/SOS estabiliza la interaccién, permitiendo al factor SOS activar Ras. Esta Gltima una vez
activada interviene en multiples vias efectoras incluyendo la activacién de la cascada de las
MAPKs y la interaccién con las Rho-GTPasas [206, 210]. La activacién de la MAPK Erk
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! comprende la serina-treonina quinasa Raf-1 y las quinasas MEK (210, 211]. Ras interactia
; directamente con Raf-1 actividndola y de manera compleja Erk es fosforilada y activada. Una vez
‘ activa, Erk juega un papel esencial sobre [a activacién de los factores de trancripcién AP-1, c-Fos
i y c-myc [211]. Estos factores regulan la actividad del promotor del gen de la IL-2, como asi
) también [a de otros promotores presentes en genes de varias citoquinas (Figura 13).

. Otras proteinas pertenecientes a las MAPKSs son p38 y las quinasas JNK. De igual manera

que Erk, las vias de sefializacion que implican p38 y JNK también intervienen en la transduccién

de seiales del TCR [211-213). Estas MAPKSs son activadas por sefiales provenientes de la

estimulacién del TCR, pero su activacién también es dependiente del co-receptor CD28. La
activacion de este altimo permite la creacién de sitios de unién para la PI-3 quinasa y para Grb-2,
como asi también para el recrutamiento de JNK [214]. El mecanismo de activacién de JNK no es
bien conocido pero se piensa que la activacién ocurre en la vecindad de la sinapsis del complejo
TCR/CD28, por la accién de quinasas localizadas en este complejo. La Lck y la proteina Rac-1
son algunos de los candidatos que llevarian a cabo la activacién de las JNKs [192). JNK es
requerida para la activacion del promotor de la IL-2, en particular del elemento de respuesta a
CD28, CD28RE (CD28 response element) [212, 213) (Figura 13). Estudios realizados en ratones

demostraron que el blanco principal de la isoforma JNK?2 de esta quinasa es el gen del INF-y, y la

ausencia de esta MAPK impide el desarrollo de las células Thl [215]. La isoforma JNKI1 interfiere
en el desarrollo de las células Th2. Esto ha quedado demostrado en estudios realizados en ratones
INK1-/- los cuales presentaron un incremento en la produccién de IL-4 y IL-5 [216]. Esto puede
ser explicado por la habilidad de JNK1 a incrementar la eliminacién del nicleo de NF-AT, el cual
es requerido para la activacién del promotor de la IL-4 [216). La quinasa p38 por su parte,
también regula la expresion del gen de INF-y en las células Thl, sin embargo pareceria no afectar
alas células Th2 (211). Esta MAPK desempeiia un importante rol en la induccién de la apoptosis

en las células Tc [211].

VL.3. Regulacion de la activacion de los factores de transcripciéon NF-xB
La familia de factores de transcripcién NF-kB son dimeros conformados por NF-xB
y las proteinas rel. La molécula candnica de NF-kB consiste en un heterodimero formado por las
subunidades pS0 y p65/c-Rel o Rel-A. En células sin estimular, estos dimeros son secuestrados
en el citoplasma por miembros cataliticamente activos de la familia de quinasas IKKs (IKappaB

Kinase), IxB, impidiendo la localizacién nuclear de NF-kB. Cuando la célula es estimulada, las
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i proteinas lkBa e IxBp son fosforiladas sobre serina y treonina, ubiquitinadas y degradadas, lo
que permite la translocacién al niicleo de NF-xB [217, 218].

De manera similar a las quinasas JNK, la activacién de NF-kB requiere de la
participacién del co-receptor CD28. El mecanismo de activacién del NF-xB en las células T atin
no ha sido bien clarificado, pero se sabe que la PKC8 participa en la fosforilacién de las quinasas
IKK [219-221] (Figura 13). Recientes descubrimientos han demostrado que esta isoforma de la
PKC es capaz de asociarse con el TCR luego de la estimulacién del receptor, y la misma puede
ser detectada en el cSMAC durante la formacién de la sinapsis inmunolégica (Monks CR et
al.,1998). Esta localizacién de PKCO requiere de la participacién de la proteina Vav, un factor de
intercambio del nucleétido guanina que activa las Rho-GTPasas y que desempeiia una importante
funcién en la organizacién del citoesqueleto [220).

Una vez en el nicleo los componentes de NFxB inducen la activacién transcripcional de genes
que controlan la proliferacién y la supervivencia celular 217, 218, 222). El elemento CD28RE
situado en el promotor del gen de la IL-2 es un blanco potencial de c-Rel, lo cual demuestra que

NFkB también modula la expresién de esta citoquina [223]. Otro importante promotor sensible a
la regulacién por NFxB es el del gen bcl-x; [219]. bel-x; es un miembro de la familia de proteinas

Bcl-2, y la misma desempefian un importante papel en el control de la apoptosis [224].

VII Estudios in vitro de activacién y sefializacién en células T

En respuesta a la invasién por patégenos, el individuo infectado es capaz de responder
vigorosamente al mismo, a través de su sistema inmune. Cuando se consideran todas las
interacciones entre los diferentes tipos de células que participan en la respuesta inmune, se puede
afirmar que dicho sistema es sumamente complejo. Dentro de esta enorme red inmunolégica, las
respuestas que dependen de las células T han sido sujeto de intensas investigaciones. En un
intento de simplificar estos complicados mecanismos, modelos experimentales in vitro han sido
frecuentemente utilizados para el estudio de estos eventos. Aqui solo describiré algunos de los

modelos de activacién in vitro de cé€lulas T mas cominmente utilizados.

VII.1. Activacién de las células T con anticuerpos monoclonales a-CD3
Los estudios in vitro de activaciéon de células T, en la mayoria de los casos,
comprenden la estimulacién del complejo CD3/TCR/T con anticuerpos monoclonales (mAbs)

dirigidos contra la subunidad CD3 (a-CD3) o contra las cadenas a y p del TCR (a-Tap). La

26




Figura 14 Estimulacion y co-estimulacion de células T in vitro, utilizando anticuerpos monoclonales
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) resulta en la activacién de la célula T. Sin embargo, el &-CD3 solo no es suficiente para provocar
una activacién optima de estos linfocitos. Para ello los anticuerpos o-CD3 unidos al TCR durante
?‘ la activacion deben ser reagrupados unos con otros por medio del “crosslinking” con un segundo
) anticuerpo capaz de reconocer la cadena constante Fc de las inmunoglobulinas (a-F(ab’),). Este
! efecto provocado por el anticuerpo secundario reproduce la accién in vivo de los monocitos,
i permitiendo el reagrupamiento de los complejos CD3/TCR/C entre si (Figura 14).

Diferentes clones de mAb o-CD3 son ofrecidos por varias compaiifas especializadas en [a
obtencién y venta de los mismos. Dos clones frecuentemente utilizados son el OKT3 y el UCH
T1, ambos capaces de producir una buena activacién de células T. La activacién in vitro con el -
X CD3 seguido del “crosslinking” resulta en la activacién de proteinas tirosina quinasa, en un

2+]l

incremento en la [Ca”"], , en la generacién de diacilglicerol (DAG) y activacién de PKC, y en la

activacion de diferentes factores de transcripcion [225].

VIL.2. Co-estimulacién in vitro de las células T

Como hemos visto anteriormente, los co-receptores CD4 y CD8 son sumamente
importantes desde el punto de vista funcional. Ambos son capaces de interactuar con las
moléculas del MHC de las APCs, aumentando considerablemente la sensibilidad de la célula T
hacia el antigeno. (ver item II de este capitulo). Gracias a la disponibilidad de mAbs o-CD4 y -
CD8 comerciales, el proceso de co-estimulacién in vivo producido por el contacto de las APCs
l con las células T puede ser imitado in vitro. Estos anticuerpos de co-estimulacién son utilizados
conjuntamente con los a-CD3, permitiendo la estimulacién simultanea del complejo TCR y de

los co-receptores CD4 y CDS8. De la misma manera que para la estimulacién simple con el a-
CD3, la co-estimulacién requiere del “crosslinking” con un segundo anticuerpo o.-F(ab’), que

permite la co-agregacién de los complejos TCRs con Jos CD4 y/o CD8 (Figura 14). Esta co-

-

agregacion optimiza la activacién de la célula T, produciendo sefiales mds potentes que cuando el
TCR es estimulado individualmente. Esto es vélido para las células T primarias, sin embargo,
este efecto de la coestimulacién es menos evidente en las lineas células T. La estimulacién del
CD4 solo, sin “crosslinking” conduce a la produccién de sefiales inhibitorias, capaces de regular
) negativamente aquellas producidas por la activacién del TCR [226, 227].

Otro co-receptor que actiia sinergicamente con el TCR y que puede ser estimulado in

vitro, es el CD28 (Figura 14). La co-estimulacién del CD28 con mAbs a-CD28 y su posterior
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“crosslinking”, induce sefiales que actdan sinergicamente con aquellas provenientes del TCR, y
ademas posibilita la activacién de cascadas de sefializacion adicionales como la de las MAPKSs,

principalmente JNK y p38, las cuales activan los factores de transcripcién.

VIL.3. Activacion de las células T con mitégenos
Los mitégenos son substancias de caricter proteico derivadas de las plantas y
bacterias. Actdan a través de los determinantes de hidratos de carbono de la membrana celular de
los linfocitos, produciéndoles un fenémeno de activacion. Los mds frecuentemente utilizados
para la activacién de los linfocitos T son: la Fitohemaglutinina (PHA) y la Concanavalina A
(Con-A). Algunos lipopolisacaridos (LPS) también suelen ser utilizados, sin embargo este
compuesto activa preferencialmente los linfocitos B. La Con-A estimula la multiplicacién y la
diferenciacién de casi todos los linfocitos T, independientemente de la especificidad de sus
receptores. Los mismos resultados se pueden obtener utilizando PHA.
Los ésteres de forbol tales como PMA (Phorbol myristol acetate) y los ionéforos de calcio
como por ejemplo la ionomicina, son otras sustancias que también pueden estimular

inespecificamente los linfocitos T in vitro.

VI1.4. Activacion de las células T por pervanadato (VO,)

La mezcla de H,0, y ortovanadato de sodio (Na,VO,) tiene la particularidad de ser
un potente agente oxidante y al mismo tiempo un inhibidor de fosfatasas. La combinacion de
estos dos compuestos genera peréxidos derivados de pervanadato (VO,), los cuales son
responsables de la actividad “insulinomimética” de esta mezcla (228, 229].

Numerosos estudios de sefializacién en células T se han llevado a cabo utilizando el
pervanadato como activador, ya que el mismo induce sefiales similares a aquellas producidas por
la estimulacién del TCR. Sin embargo, estas sefiales ocurren de manera independiente al TCR
(230). La accién del pervanadato sobre células T provoca la fosforilacién sobre tirosina de un
cierto nimero de proteinas quinasas, inhibe la actividad de fosfatasas intracelulares e induce la
asociacion de proteinas intracelulares que poseen dominios SH2 o SH3, incluyendo asociaciones
no detectadas bajo estimulacién del TCR [230]. Al mismo tiempo, el ortovanadato junto con el
H,0, son capaces de inducir la hidrélisis de fosfoinositidos de membrana, la activacién del

promotor del gen de la IL-2, el aumento en la [Caz“]i , la activacion del NF-kB y del factor AP-1
[230-232].

28




rv'

T Los mecanismos por los cuales el pervanadato estimula las células T no han sido muy

Introduccion General

} bien caracterizados, sin embargo, el efecto inhibidor de este compuesto sobre la actividad

i catalitica de maltiples fosfatasas es claro y ello podria explicar un aumento general de la

actividad quinasa intracelular [230).

! CAPITULQO I11: DIFERENCIAS FUNCIONALES ENTRE ZAP-70 Y SYK

—

Las quinasas ZAP-70 y Syk pertenecen a la misma familia de proteinas tirosina quinasas.

Estas dos proteinas comparten importante similitudes estructurales y de secuencia (ver item

~—y— —

[I1.3.1. del capitulo II). Sin embargo, numerosas evidencias indican que ZAP-70 y Syk difieren
! en sus mecanismos de activacién y sugieren que ambas proteinas funcionan de modo diferente en

la traduccidn de las senales via el TCR.

I.  Diferencias en la expresion de ZAP-70 y de Syk

Las proteinas tirosina quinasas ZAP-70 y Syk han sido asociadas con células de origen
hematopoyético. Los ARNm de ZAP-70 fueron detectados unicamente en el bazo, nédulos
linfaticos y en el timo [233]. En efecto, ZAP-70 se expresa en todas las poblaciones de timocitos,
en células T maduras CD4* o CD8", y en células NK (natural killer). Su expresioén es
practicamente estable durante todo el desarrollo de los linfocitos T, aunque la cantidad de ZAP-
70 en los timocitos DN seria algo inferior a la observada en otras poblaciones de células T. Syk
b por su parte, es expresada fuertemente en timocitos y su nivel de expresién decrece drasticamente
L en las células T periféricas, donde la cantidad de proteina detectada es inferior a la observada en
los timocitos [233]. Sin embargo, existirfa una pequeiia subpoblacién de células T CD4* y CD8*
que expresan Syk, pero la misma ailn no ha sido bien caracterizada [27]. La expresién de Syk
también ha sido notificada en otros tipos de células hematopoyéticas incluyendo linfocitos B [233,
234], mastocitos [121, 235], neutréfilos [236], macréfagos [237], eritrocitos [238] y plaquetas [239].
Recientemente se demostrd que la presencia de Syk no se limita solo a células hematopoyéticas.

Diferentes trabajos han demostrado que Syk es expresada en células epiteliales, en hepatocitos,

La activacién de la célula T via el TCR no modifica el nivel de expresiéon de ZAP-70 y

>

b

P en fibroblastos, en células nerviosas y en células de los tejidos del seno [239-243].

i Syk, ain cuando las células fueron estimuladas durante 48 horas, en presencia del antigeno [233).
|

! En contradiccién con esto, Orchansky y colaboradores demostraron que Syk fue expresada en
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) disminuyé unicamente cuando las células fueron activadas por periodos superiores a 48 horas

[244].

II. Diferentes fenotipos de ratones “knockout” para ZAP-70 y/o Syk

Independientemente de la similitud estructural entre ZAP-70 y Syk, estas dos proteinas son
reguladas diferentemente, no solo en términos de expresion sino también de la actividad quinasa
| de las mismas. Unos 10 afios atrds, algunos autores sostenian que ZAP-70 y Syk tenian funciones
li redundantes, lo cual se fundamentaba en la importante homologia de secuencia y de estructura

l entre ambas, y en la capacidad de cada una de ellas de reconstituir la sefalizacién en la linea

DT40 Syk [113]. Experiencias realizadas en ratones deficientes en ZAP-70 demostraron que la

expresion de Syk era suficiente para reconstituir el fenotipo defectuoso de los mismos [245].

Ademis, ratones doble “knockour” ZAP"/Syk™ presentaron un bloqueo en el desarrollo de los
f timocitos en el estadio DN [246], el cual no fue observado ni en los simple “knockout” Syk, ni en
| los simple “knockout” ZAP-70 [247-249]. Estos descubrimientos sugieren que la presencia de una
de las dos quinasas podria compensar la ausencia de la otra. Sin embargo, los fenotipos de los
ratones ZAP-70" y Syk"' son bien diferentes uno de otro. En efecto, los animales ZAP-70"

presentan un bloqueo en el desarrollo de los timocitos, a nivel del estadio DP CD4*CD8*TRC'",

y en consecuencia estos ratones carecen de células T periféricas CD4* y CD8" [248]. En estos
animales, el nimero de células Ty y de linfocitos B presentes en el bazo es normal [248].

Los ratones Syk “knockout” presentan un fenotipo letal, asociado con petequias severas,
hemorragias difusas y ascitis, debidas a un defecto mayor en la activacién de las plaquetas en
ausencia de Syk [247, 249]. No obstante, en los fetos de estos ratones se observé que la deficiencia
en Syk inhibe la diferenciacién de las células pro-B, debido al bloqueo de la sefalizacién via el
pre-receptor de células B (pre-BCR) [247]. Para estudiar la importancia de Syk en el desarrollo

J linfoide, ratones irradiados fueron reconstituidos con células progenitoras linfohematopoyéticas

derivadas del higado y deficientes en Syk [249]. En estos animales, la ontogenia de las células B
fue bloqueada durante los estadios precoces de diferenciacién. Por el contrario, el desarrollo los
linfocitos Tof fue completamente normal [249). La ausencia de Syk también provocé fallas en el
! desarrollo de los linfocitos Tyd (249, 250]. Por otra parte, la deficiencia en Syk también provoca

anomalias importantes en la activacién de mastocitos y macréfagos (251, 252).
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Las diferencias en los fenotipos de las deficiencias en ZAP-70 y Syk ponen de manifiesto
una vez mas que estas quinasas desempefian roles diferentes en los eventos de activacién y
diferenciaciéon de numerosas poblaciones de células hematopoyéticas. Mientras que Syk es
crucial en la regulacién del desarrollo y la diferenciacién de los linfocitos B, ZAP-70 es

primordial para la ontogenia y la activacién de las células Tof.

IIl. Diferentes requerimientos de activacion de ZAP-70 y de Syk
I11.1. Dependencia de las quinasas Src

Las diferencias en los requerimientos de activacién de ZAP-70 y Syk ha sido puestas
en evidencia gracias a la utilizacién de lineas celulares hematopoyéticas de origen animal o
humano, establecidas en diferentes laboratorios para los estudios de sefializacién via los
receptores de antigenos. La utilizacion de la linea celular T Jurkat, como asi también de sus [ineas
derivadas, se ha convertido en un cldsico para el estudio de la sefializacién via el TCR. Las
células Jurkat fueron establecidas a partir de células T leucémicas humanas aisladas a partir de un
paciente con leucemia. Diferentes variantes de las mismas fueron progresivamente seleccionadas
ya sea por mutagénesis o bien como producto del cultivo de las células.

La dependencia de la Lck para la activacién de Syk y de ZAP-70 fue estudiada en detalle
en las lineas celulares J45-07 y JS-7. Estas dos lineas celulares son diferentes variantes de las
células T Jurkat, y ambas son deficientes en la fosfatasa CD45. Por consecuencia, la activacién
de las Src quinasas en estas lineas es defectuosa [253-258]. Mientras que en la J45-07 la
sefializaciéon via el TCR no es funcional, en la linea JS-7 la sefalizacién via este receptor
funciona [259]. En ambas lineas celulares ZAP-70 es expresada a niveles equivalentes [123], en
cambio la expresién de Syk solo es observada en las células JS-7 [255]. Cuando Syk fue
expresada en la linea J45-01, la sefializacién via el TCR fue restituida y el “pattern” de proteinas
fosforiladas sobre tirosina fue casi idéntico al observado en la linea JS-7 [123]. Esto demuestra
que en estas células Syk es capaz de funcionar en ausencia de CD45, es decir de activarse
independientemente de la actividad de la Lck.

La capacidad de Syk de fosforilarse y activarse de modo independiente de las Src
quinasas también fue observada en otra lineas celulares T. Experimentos realizados en la linea T
JCam1.6, deficiente en Lck, demostraron que la sobre-expresién de Syk fue suficiente para
reconstituir la transduccién de sefiales via el TCR. Este efecto fue especifico de Syk ya que la
sobre-expresion de cantidades equivales de ZAP-70 no restaurd la sefializacidn [123, 125]. Couture

y colaboradores también propusieron que Syk es capaz de transactivar la Lck, sin embargo, estos
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resultados no son del todo convincentes ya que los mismos fueron obtenidos de experimentos

realizados en las células JCam1.6 que no expresan la proteina Syk, al menos que la misma sea

- — ——r—

expresada ectopicamente [125, 260].

' Resultados similares que demuestran que Syk es capaz de activarse de manera
] independiente de la Lck han sido obtenidos en estudios realizados en células COS. Estas células
| son fibroblastos de rifién del mono verde africano, transformadas por el virus de simios SV40

(simian virus 40) [261]. Estos experimentos fueron realizados sobre-expresando en las COS

quimeras conteniendo ZAP-70 o Syk. Estas quimeras fueron construidas con la molécula CD16
(cluster of defferentiation 16), una porcién de la molécula CD7 (cluster of differentiation T), y
ZAP-70 o Syk (CD16/CD7/ZAP-70 o /Syk) [262]. Este tipo de quimera imita un receptor a

antigenos ya que contiene una parte extracelular que corresponde a [a molécula CD16 que es un

[N

componente extracelular del receptor de baja afinidad FcgRIII, una parte transmembrana
) correspondiente a la CD7, y una parte intracelular conformada por Syk o por ZAP-70 [262-264].
En las células COS conteniendo la quimera Syk, la estimulacién de la molécula CD16 condujo a

l' un aumento en la [Caz“]i , inversamente, en la células conteniendo la quimera ZAP-70 la

estimulacién del CD16 no fue suficiente para provocar la movilizacién de [Caz’L]i y para que ello
ocurra fue necesaria la co-transfeccién de una quinasa Src [262).

En conclusién, todos estos resultados demuestran que Syk es capaz de funcionar en
ausencia de las Src quinasas, mientras que ZAP-70 es completamente dependiente de las mismas.
Esto demuestra claramente que ZAP-70 y Syk poseen diferentes requerimientos para sus

activaciones.

I11.2. Diferencias funcionales entre ZAP-70 y Syk

Un ndmero importante de trabajos realizados en lineas celulares y células COS han
puesto de manifiesto las diferencias funcionales entre ZAP-70 y Syk. Uno de ellos fue el
realizado por Williams y colaboradores en [a linea celular T P116 [265]. El clon P116 fue aislado
a partir de la linea celular T E6.1, deficiente en Syk, establecida anteriormente (260]. Las células
P116 presentan importantes defectos en la transduccién de sefiales y la caracteristica de no
incrementar la [CazJ']i luego de la estimulacién del TCR [265]. Estudios detallados de este clon
demostraron que las células P116 tampoco expresan ZAP-70 y que las mismas presentan
anomalias en la fosforilacién de proteinas y en la activacién del promotor del gen de la IL-2 [265).

De esta manera, la linea P116 deficiente en ZAP-70 y Syk, paso a constituir un importante
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modelo celular para el estudio de la funcidn de estas dos quinasas en la sefializacién via el TCR.
Cuando ZAP-70 y Syk fueron expresadas ectopicamente en esta linea celular, las funciones
defectuosas de la misma fueron revertidas. Sin embargo, ZAP-70 y Syk modularon
diferentemente la respuesta a la estimulacién del TCR [265]. Las células que expresaron Syk
presentaron un nivel de activacién basal superior al observado en las células expresando ZAP-70,
ain cuando el TCR no fue estimulado. En esta condicién , la presencia de Syk indujo una
importante activacién del promotor del gen del NF-AT, efecto que no fue provocado por la
expresién de ZAP-70 (265]. Sin embargo, estos efectos de Syk solo pudieron ser observados
expresando la proteina de manera transitoria con un sistema de expresion derivado del virus de la
vaccinia. La obtencién de células P116 expresando Syk de manera estable no pudo realizarse
[265). Esto fue atribuido a un efecto citotéxico de Syk debido a su fuerte nivel de activacién basal.
A diferencia de Syk, la expresion estable de ZAP-70 fue tolerada por la linea P116 [265].

Una importante diferencia entre las células que expresaron ZAP-70 y aquellas que
expresaron Syk, fue el nivel de fosforilacion de la cadena { luego de la estimulacién del TCR.
En las células P116 sin transfectar, el nivel de fosforilacién de { aumenté debilmente con la
estimulacion del TCR, y dicho efecto fue completamente revertido solo cuando ZAP-70 fue
expresada [265). Inversamente, la expresiéon de Syk no modificé el nivel de fosforilacion de
observado en las células P116 sin transfectar. Este descubrimiento sugiere que ZAP-70 y Syk
difieren en sus capacidades para interactuar con los ITAMs fosforilados in vivo [265]. Sin
embargo, Latour y colaboradores demostraron que Syk era capaz de unirse a los ITAMs del TCR
de manera mas eficaz que ZAP-70 [266]. Ademds este autor demostré que en el hibridoma T
murino BI-141, Syk es capaz de fosforilar la cadena { del TCR [126]. Otras experiencias realizas
en células COS transfectadas de manera “transitoria” muestran que Syk, pero no ZAP-70, es
capaz de fosforilar péptidos derivados de la cadena { en ausencia de las Src quinasas [267]. Por
dltimo, cuando ZAP-70 y/o Syk fueron sobre-expresadas en estos fibroblastos, la actividad
especifica de Syk fue 100 veces superior a la de ZAP-70, segln sus capacidades a fosforilar el
sustrato band 3 in vitro [101]. Si bien estos resultados indican que Syk interviene en la
fosforilacién de los ITAMs, otros han mostrado que los ITAMs del TCR no son buenos sustratos
de Syk en ensayos quinasa efectuados in vitro (Weiss A, datos sin publicar; [123].

Estos descubrimientos demuestran que ZAP-70 y Syk funcionan de manera diferente en
los eventos de sefializacion via el TCR, y sugieren que Syk podria funcionar mejor que ZAP-70

en la fosforilacion del TCR y en la activaciéon de NF-AT. Sin embargo, existen datos que
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) necesaria la realizacién de nuevos estudios.

! APITULO IV: LA INMUNODEFICIENCIA EN ZAP-7

{ La enfermedad conocida como inmunodeficiencia es causada por la ausencia o fallas en el

t normal funcionamiento de uno o més elementos del sistema inmunitario. Las inmunodeficiencias
F especificas son provocadas por anomalias en la células T o B, y las no especificas, por problemas
!

3 en el funcionamiento de células o moléculas que actian de forma inespecifica durante la

respuesta inmune. En funcién del tipo de inmunodeficiencia, los pacientes que las padecen
b pueden presentar cuadros clinicos mds o menos severos, pudiendo ir desde una mayor
' susceptibilidad a contraer infecciones hasta trastornos inmunolégicos graves, muchas veces

b letales durante la infancia.

I.  Ladeficiencia en ZAP-70: una forma de SCID

La inmunodeficiencia combinada severa o SCID (Severe Combined Immunodeficiency) es
4 un sindrome que comprende las formas més graves de inmunodeficiencias congénitas. La SCID
: es causada por una variedad de mutaciones que interfieren con la diferenciacién y funcién de los
linfocitos T y/o B. Este tipo de enfermedad comienza a manifestarse antes de los 6 meses de vida
en los individuos que las padecen, y de no ser tratada, en la mayoria de los casos los pacientes
mueren debido a infecciones con muiltiples microorganismos [268]. Estas infecciones provocan
importantes dafios en los 6rganos, principalmente en el higado y los pulmones. El patégeno
Preumocystis carinii es el principal responsable de las afecciones pulmonares. Otros
microorganismos como Aspergillus, y los patégenos intracelulares listeria y legionella son la
causa de infecciones devastadoras para los pacientes. Los nifios enfermos también desarrollan
diarreas crénicas y candidiasis persistentes. Para evitar todos estas afecciones, los pacientes est4n
, condenados a vivir en ambientes sin patégenos y aislados de cualquier contacto con el exterior.
Muchos nifios con una SCID viven en espacios estériles reducidos, en una suerte de burbuja
donde el aire estd libre de microorganismos. Por este hecho, los nifios que padecen una SCID
frecuentemente son llamados “los bebés burbuja”.

Una SCID puede originarse por mutaciones en diferentes genes con funciones bien
diversas. Un cierto nimero de mutaciones naturales que conducen a la SCID han sido descritas y

bien caracterizadas en humanos. Las mismas bloquean la diferenciacién de células T, y directa o
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Figura 15 Inmunodeficiencias humanas responsables del bloqueo en el desarrollo de los linfocitos Taf
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indirectamente también pueden afectar la inmunidad asociada a los linfocitos B. Estas mutaciones
afectan a protefnas que controlan pasos criticos en la maduracién de los timocitos y entre las
cuales pueden citarse: la cadena y comiin a los receptores de citoquinas (yc), las recombinasas
RAG1 y RAG2 (recombination-activating gene), Artemis, la quinasa JAK3 (Janus kinase 3), la
cadena a del receptor de la IL-7 (IL7Ra), la adenosina deaminasa (ADA), la cadena € y la y del
CD3, la fosfatasa CD45 y la tirosina quinasa ZAP-70 [268]. En la figura 15 se especifica en que
estadio de la diferenciaci6n timica estas proteinas ejercen sus funciones.

La inmunodeficiencia asociada a ZAP-70 es una forma extremadamente rara de SCID y
es una enfermedad autosémica y recesiva. Solo unos 15 casos han sido repertoriados en el mundo

y en la mayoria de ellos, los nifios que padecen la enfermedad son el fruto de relaciones

consanguineas. Esta SCID es caracterizada por la ausencia de linfocitos T CD8" y por la

presencia de células T CD4" no funcionales. La ausencia de células T CD8" es provocada por el
bloqueo del desarrollo de los linfocitos T a nivel del timo, especificamente durante la

diferenciacién de los timocitos DP CD4"CD8" a timocitos SP CD8" (233, 269, 270] (Figura 15). El

nimero de linfocitos T CD4" presentes en la sangre periférica de los pacientes es normal o
ligeramente elevado, y si bien las células expresan marcadores de superficie de linfocitos T
maduros, las mismas responden de manera defectuosa a la estimulacién del TCR. En efecto, estas
células presentan una reduccién de la proliferacién y de la secrecién de IL-2 bajo activacién de
este receptor [233, 269, 270]. Estos defectos en las funciones de los linfocitos T CD4" también
conducen al disfuncionamiento de las células B, las cuales al no recibir la asistencia de las
citoquinas producidas por las T, son incapaces de fabricar los anticuerpos especificos y sintetizar

las inmunoglobulinas (271, 272]. No obstante, algunos pacientes tienen niveles normales o

elevados de inmunoglobulinas séricas [273, 274].

II. Desérdenes genéticos responsables de la deficiencia en ZAP-70

La totalidad de casos de inmunodeficiencia en ZAP-70 reportados corresponden a pacientes
que provienen de diferentes familias algunas de las cuales pertenecen a comunidades aisladas
geneticamente (ZAP70base http://www .uta.fi/imt/bioinfo/ZAP70base/). El gen de ZAP-70 se
localiza en el cromosoma 2q12 en humanos, y en la mayoria de los pacientes, las mutaciones en
este gen provocan la desestabilizacién y degradacién de la proteina o de los ARNm de ZAP-70
[233, 269, 270). En muchos de los casos repertoriados, las mutaciones responsables de la ausencia

de ZAP-70 se localizan en una pequefia regién del dominio quinasa de la proteina. Entre los
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Figura 16 Esquema de la estructura de ZAP-70 con la posicion de las diferentes mutaciones
responsables de la inmunodeficiencia humana en dicha proteina
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5: Insercién de 9 pb
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mismos se incluyen pacientes no relacionados con: 1) una delecién de 13pb que resulta en un
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corrimiento del marco de lectura a partir del residuo 503 y en una terminacién prematura en el

amino dcido 538 [269]; 2-3) dos conversiones de amino acidos, Ala-507-Val [275] y Ser-518-Arg

T T ———_——— 7 —

[233]; 4) una mutacién puntual temperatura-sensible en el par de bases 1923 que provoca la
conversién de un residuo Met a uno Leu en la posicién 572 [276] y 5) un error de splicing que
introduce los amino dcidos Leu-Glu-Glin luego del residuo 54 de la proteina (233, 272] (Figura 16).

Excepcionalmente, dos pacientes presentan mutaciones fuera del dominio quinasa de ZAP-70. En

e ——* —

uno de ellos los ARNm de ZAP-70 no fueron detectados y aunque la mutacién ain no ha sido
! identificada se sabe que la misma no se localiza en el dominio quinasa [272]. El otro paciente
presenta una mutacion temperatura-sensible debida a la sustitucién aminoacidica Pro-80-Glu |276]
k (Figura 16, (6)). Recientemente se ha identificado un nuevo paciente con una mutacién Arg-465-
Cys que afecta la actividad quinasa de la proteina sin alterar el nivel de expresién de la misma
(277). De manera interesante, esta mutacién habia sido previamente detectada en ratones con un
fenotipo ZAP-70 “knockout” (ZAP-70 KO) (278]. La mutacién en ratones provoca efectos
similares sobre la actividad quinasa de ZAP-70 a los observados en el paciente, sin embargo, los

fenotipos del paciente y de los ratones difieren marcadamente (ver item V de este capitulo).

IIl. Caracteristicas clinicas de la deficiencia en ZAP-70

La inmunodeficiencia en ZAP-70, como las otras formas de SCID, se caracteriza por un
I cuadro clinico grave causado por la presencia de infecciones oportunistas que culminan con la
; muerte del paciente durante la infancia. Un solo caso en particular ha sido reportado en donde el
paciente presentd lesiones infiltrativas en la piel, ocasionadas por la acumulacién de linfocitos T
} CD4" autoreactivos [279].

El diagnédstico de la inmunodeficiencia en ZAP-70 se efectia si el paciente presenta
algunos de los sintomas descritos, asociados con la ausencia de linfocitos CD8* en la sangre
periférica. Sin embargo el diagndstico definitivo requiere la demostracién de la ausencia de la
proteina o de la actividad quinasa de la misma mediante experiencias de “western blot” o de

ensayos quinasa in vitro, y/o la identificacién de defectos en el gen que codifica para la misma.

L IV Tratamiento de los pacientes deficientes en ZAP-70
La deficiencia en ZAP-70 conduce a la muerte de los pacientes que la padecen durante el

primer afio de vida. Hasta el momento el dnico tratamiento para estos nifios es el transplante de
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p donantes HLA (human leukocyte antigen) idénticos, en general un hermano del paciente, se
caracteriza por una rapida reconstitucién de los linfocitos T seguido de una expansién de células
] T de memoria originadas a partir del donante. Este tipo de transplante no requiere mielo ablacién
o inmunosupresién para que el injerto funcione. Las nuevas células T generadas en los pacientes
transplantados comienzan a detectarse 2 meses luego de realizado el mismo. En este caso la
probabilidad de éxito es mayor a 70%. Las chances de encontrar dos hermanos con un HLA
idéntico es del 25%, en cambio las de encontrar un donante HLA idéntico entre individuos sin
parentesco es de 1:450 hasta 1:750000. Debido a la reducida disponibilidad de donantes HLLA
idénticos, en la mayoria de los casos los pacientes se ven en la obligacién de esperar hasta que el
] buen donante aparezca. Esta espera no es recomendada ya que la susceptibilidad de estos
] pacientes a contraer infecciones es muy alta. El transplante con donantes haploidénticos, en
general con células obtenidas a partir de los padres del paciente, necesita del tratamiento previo
i de las mismas a fin de eliminar los linfocitos T y de reducir los riesgos de GVHD o enfermedad
) del injerto hacia el huésped. Ademds, en este tipo de transplante, el paciente requiere una
inmunosupresién o mio ablacién por quimioterapia. En el mejor de los casos se puede esperar un
éxito del 50-60%, sin embargo, los pacientes transplantados con médulas haploidénticas tienen
una alta probabilidad de presentar deficiencias persistentes de células B y corren el riesgo de
desarrollar una GvHD. En un paciente deficiente en ZAP-70 sin condicionar (ausencia de mielo
\ ablacién), el transplante con HSC de una médula haploidéntica result§ en una quimerizacién T-T
entre unas pocas células T CD4" y CD8" del donante y células T CD4" del paciente, donde solo
las células T que provienen del donante son funcionales [280].

| En los ditimos afios una serie de ensayos clinicos de terapia génica para el tratamiento de
inmunodeficiencias primarias fueron puestos en prictica en diferentes paises. Esta terapia permite
reemplazar el gen mutado por un gen sano, restaurando la funcién biol6gica del mismo. Aunque
? este tipo de tratamiento no ha sido nunca ensayado en pacientes deficientes en ZAP-70, los
estudios pre-clinicos de terapia génica que son presentados en este trabajo (ver resultados, parte
t II), y los resultados obtenidos en los ensayos clinicos para el tratamiento de otras
inmunodeficiencias similares (ver item I1.4. del capitulo V), proporcionan una buena base para el

establecimiento de un protocolo para el tratamiento por terapia génica de los pacientes deficientes

en ZAP-70.
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Figura 17 Diferente fenotipo de las deficiencias en ZAP-70 humana y murina
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V  Modelos animales para el estudio de la deficiencia en ZAP-70

Una gran parte de los conocimientos actuales sobre el funcionamiento de ZAP-70 en el
desarrollo y activacién de las células T, provienen de experimentos realizados en ratones
deficientes en dicha proteina, creados en laboratorios. Estos ratones fueron creados mediante
recombinaciéon homdloga de la regién codante de ZAP-70, con una importante delecion en su
secuencia. El vector conteniendo la secuencia mutada de ZAP-70 fue transfectado dentro de
células madre embrionarias (ES) de ratones C129, y los clones positivos fueron inyectados en
blastocistos de ratones CS7BL/6 para generar quimeras. Los machos quimeras fueron cruzados
con hembras C57BL/6 y luego los heterocigotas de la descendencia fueron cruzados entre si para
obtener Jos mutantes homocigotas ZAP-707 (248,278, 281].

En condiciones de crecimiento libres de patdgenos o SPF (specific-pathogen free), estos
ratones presentan un buen estado sanitario y son fértiles hasta al menos 10 meses de edad. Sin
embargo, los mismos desarrollan una SCID similar a la observada en pacientes deficientes en
ZAP-70, pero con un fenotipo diferente del observado en humanos. En el bazo de estos animales,
el nimero de esplenocitos disminuye cerca de un 30%, con una ausencia completa de células T
off y un incremento en la proporcién de células B. La médula del timo es rudimentaria y la
corteza un tanto expandida. Aunque los ratones presentan un nimero normal de timocitos, las
poblaciones SP CD4* y CD8" no se detectan. En efecto, el bloqueo en la diferenciacién de los
timocitos ocurre de manera mas precoz que en los pacientes deficientes en ZAP-70, y en

consecuencia los animales ZAP-70”" no tienen células T, ni CD4* ni CD8" (Figura 17). Aunque

las causas de las diferencias observadas entre el fenotipo de ratones y humanos deficientes en
ZAP-70 aiin no han sido determinadas, es probable que en los pacientes existan mecanismos de
compensacién que permiten el desarrollo y la migracién a la periferia de las células T CD4* [248].
Dado que la deficiencia en la proteina homéloga Syk presenta un fenotipo diferente a la de ZAP-
70, es posible que un nivel de expresion mds elevado Syk en las células T humanas comparado
con Jas de ratones, sea la causa del mecanismo de compensacién existente en humanos [247-249,
27).

A pesar de los diferentes fenotipos entre los pacientes deficientes en ZAP-70 y los ratones
ZAP-70 KO, estos Gltimos recapitulan muchas de las anormalidades observadas en los pacientes
y por lo tanto son un buen modelo para el estudio de la enfermedad y para la realizacién de

ensayos pre-clinicos de terapia génica para esta inmunodeficiencia.
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CAPITULO V: LA TERAPIA GENICA

La terapia génica puede ser definida como la transferencia de un nuevo material genético
(transgén) a las células de un individuo, con el objetivo de conferirle un beneficio terapéutico
(282, 283]. La primera transferencia de un gen en el hombre fue realizada a comienzos de los 90
{284], y la primera tentativa de corregir un déficit genético fue hace ya unos 12 afios (285].
Actualmente, la terapia génica es una de las dreas de investigaciéon médica que se desarrolla méas
rapidamente y promete en el futuro el tratamiento de una gran variedad de enfermedades y
trastornos graves. Esta nueva tecnologia presenta varias ventajas sobre los tratamientos
tradicionales que utilizan diferentes drogas. Mientras que estos Gltimos necesitan de la
administracién de compuestos quimicos que ha sido fabricados fuera del cuerpo humano, la
j terapia génica permite a las células del propio paciente producir y liberar el agente terapéutico. El
P éxito potencial de la terapia génica no solo depende de la transferencia del transgén dentro de las
] células blanco apropiadas. Una variedad de criterios deben ser tenidos en cuenta para que esta
tecnologia funcione correctamente. Estos criterios incluyen:

! a) El sistema de transferencia del gen terapéutico: Existen dos categorias principales:
los vectores no virales y los vectores virales. Los vectores no virales estdn constituidos
F esencialmente por ADN, en forma de plismido purificado. Este ADN puede ser suministrado
como ADN desnudo o bien vehiculizado mediante la utilizacién de diferentes técnicas. Entre las
mas utilizadas se encuentran la electroporacién y la transfeccién con precipitados de fosfato de
calcio. También el ADN puede ser encapsulado en liposomas o en polimeros policatiénicos que
incrementan su estabilidad y mejoran la eficacidad de la técnica de transferencia. Finalmente la

estrategia del cafién génico (gene gun) también puede ser utilizada para vehiculizar el ADN.

Mientras que las estrategias basadas en vectores no virales son poco utilizadas en terapia génica,
los vectores virales son ampliamente utilizados en la transferencia de genes. Numerosos vectores
virales han sido desarrollados y cada uno de ellos posee caracteristicas propias en términos de la
capacidad de clonado, de regulacidn, de estabilidad de expresion, que deben ser tenidas en cuenta
ala hora de elegir el vector mas apropiado para una cierta utilizacion. Todos los vectores virales
provienen de virus que han sido adaptados, modificando o eliminando algunos de los genes que
confieren la patogenicidad al mismo. Los diferentes vectores virales incluyen: los adenovirus, los
adenovirus asociados (AAV), los virus herpéticos, los poxivirus y los retrovirus (oncoretrovirus y

lentivirus). En este manuscrito solo describiré los vectores retrovirales, en particular aquellos
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basados en el MLV (Murine Leukemia Virus) y en el HIV-1 (Human Immunodeficiency Virus
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type-1). Los mismos se detallan en el item 1.2. de este capitulo.

b) El modo de administracion del transgén: La mayoria de los protocolos clinicos en
curso o en evaluacidn utilizan la estrategia de modificacién genética de las células ex vivo y
reimplantacién de las mismas en el paciente. En otras palabras, las células del paciente portando
un gen defectuoso, son aisladas del mismo y dicho gen es reemplazado por uno sano. Luego las
células reparadas son reimplantadas de manera autéloga en el mismo paciente. La inyeccién
directa de los vectores en los pacientes también parece ser una muy buena alternativa para la
administraciéon de genes terapéuticos. Esta estrategia conocida como administracién in vivo es

menos utilizada, pero numerosos esfuerzos estdn siendo realizados para su optimizacién.

¢) El tipo celular en el cual se quiere transferir el gen: En la mayoria de los casos se
intenta expresar el gen terapéutico en aquellas células que presentan una patologia determinada.
En otros, se busca transferir el gen en células que actuardn como “ fabricas de produccién” de
proteinas terapéuticas. Estas podrin ejercer su efecto a distancia sobre células u 6rganos
defectuosos, o neutralizando virus presentes en la via sistémica (anticuerpos). Probablemente el
tipo celular mas adecuado para la transferencia del transgén sean las células madres o “stem
{ cells”. La introduccién del gen sano dentro de una stem cell no solo permitira reparar los defectos
genéticos de esta, sino también de todas aquellas células que deriven de la misma,
independientemente de la via de diferenciacidon en la cual se comprometerdn. Ademads, gracias a
los importantes avances realizados en el campo de las stem cells, hoy es posible identificar
diferentes poblaciones de células progenitoras obtenidas de distintos drganos o tejidos. En la
actualidad es posible transferir un transgén dentro de una célula progenitora hematopoyética que

dard origen a una poblacién de células sanguineas portadoras del mismo; o dentro de una célula

progenitora muscular que originara diferentes células musculares donde el gen terapéutico podra
expresarse.

d) El efecto buscado: Segiin el efecto que se busque, las estrategias pueden ser diversas.
En el caso en que se quieran eliminar las células geneticamente modificadas, el transgén podria
ser un gen “suicida” el cual en presencia de un compuesto aportado de manera exdgena es capaz
de volverse téxico. Algunos de los genes suicidas utilizados en la actualidad son el de la HSV-
TK (Herpes Simplex Virus - Thymidine Kinase) el cual se vuelve téxico en presencia de la droga
ganciclovir eliminando las células que lo expresan [286]. Este tipo de estrategia es utilizada para
la eliminacién de ciertas células cancerosas y células que se encuentran a proximidad de tumores
(287, 288), o para el control de la GvDH en transplantes de médula ésea haploidénticas (289-291].

40




Y

Otro caso es cuando se desea expresar el transgén solo en un tipo determinado de células o
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tejidos. Para ello se pueden crear vectores que contienen el transgén regulado por un promotor
tejido especifico. De esta manera, si el transgén esta regulado por un promotor que es activo solo
en células musculares, el producto del mismo solo serd detectado en miocitos, fibras y otras

] : células que forman parte de este tejido. También puede buscarse efectos bien localizados, en un

dérgano en particular y no en otros. En tal caso puede optarse por la aplicacién directa del gen
terapéutico en dicho érgano. Por ejemplo, en ciertas patologias que afectan el sistema nervioso y
en particular ciertas regiones del cerebro, la inyeccién in situ de neuronas o stem cells nerviosas
modificadas geneticamente permite tener un efecto bien localizado en el sitio donde se realizé la
) aplicacién.

e) El tiempo de expresion del transgén: Por dGltimo, segin el efecto deseado, la
’ expresion del transgén podra ser transitoria, por ejemplo algunas horas o unos pocos dias pueden
ser suficientes para eliminar células tumorales. En estos casos es apropiado utilizar vectores
adenovirales o sintéticos. Contrariamente, si se quiere corregir un déficit genético o si se trata de
] un tratamiento antiviral, solo la expresién durante largos periodos de tiempo es eficaz. Para este

] dltimo caso, los vectores retrovirales son actualmente los mas apropiados.

. Vectores retrovirales para la transferencia de genes terapéuticos

’ La transferencia del gen terapéutico dentro de un cierto tipo celular y la regulacién de la
expresion del mismo estaran fuertemente determinadas por el tipo de vector que se utilice.
] Actualmente los mejores resultados en transferencia de genes se obtienen con los vectores
] adenovirales. Sin embargo, los mds utilizados son los retrovirales, empleados en 34% de los

protocolos clinicos, luego le siguen los adenovirales utilizados en 27% de los mismos (The

Journal of Gene Medicine database http://www.wiley.com/legacy/wileychi/genmed/). Cada
vector tiene sus caracteristicas propias, con sus ventajas € inconvenientes seguin la finalidad

terapéutica.

} I.1.  Una revisién sobre los retrovirus

En 1911, Peyton Rous aisla el primer virus perteneciente a la familia de los
retrovirus, el RSV (Rous Sarcoma Virus), como el factor causante de los sarcomas del pollo.
Después, un gran nimero de otros retrovirus fueron descubiertos, esencialmente en el ratén y el
pollo, pero los mecanismos de accion de estos se conocieron mucho mas tarde. En efecto, fue
necesario esperar hasta los afios 60 para que Howard Temin descubriera que el genoma retroviral
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estd compuesto por ARN. Temin observéd que la replicacién de estos virus necesita de la sintesis
de ADN y propuso el concepto de transcripcién inversa. Mas tarde, en 1969, Huebner y Todaro
formulan la hipétesis oncogénica para explicar la aparicién de cancer luego de una infeccién por

oncoretrovirus: “el tumor es el resultado de la transmision de informacién genética del virus que

ocasiona la sintesis de oncogenes celulares”. Finalmente en los afios 80 se aisl el primer
retrovirus humano: el HTLV-1 (human T cell leukemia virus), que induce leucemias en el
hombre. En 1983 se aisla el HIV (human immunodeficiency virus), agente infeccioso del
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Debido a que este sindrome se ha
transformado en un problema mayor de salud publica mundial, numerosos esfuerzos han sido
realizados para el mejor conocimiento de este virus, con la finalidad de encontrar un posible
tratamiento para las miles de personas que padecen la enfermedad. Esto ha permitido que los
conocimientos sobre el HIV se hayan incrementado considerablemente en los Gltimos afios.

Los retrovirus son virus con envoltura donde el genoma esté constituido por ARN simple
cadena codificante, y pueden agruparse en tres sub-familias: oncoretrovirus, lentivirus y
] spumavirus. A pesar de la diversidad de huéspedes que infectan y de las patologias que inducen,
1 los retrovirus conservan una gran homologia a nivel de la organizacién de su genoma, de la

estructura del virién o del modo en como se replican.

I.1.1. El genoma retroviral
] Los retrovirus son los dnicos virus completamente diploides. En efecto, en las

particulas retrovirales, el genoma se encuentra bajo la forma de dos ARNs codificantes idénticos.

)

F Una vez que la infeccién ha tenido lugar estos ARNs son utilizados como molde para la sintesis
I del ADNc viral que después es integrado en el genoma celular como un provirus. El genoma de
} todos los retrovirus replicativos contiene las secuencias codantes de tres genes llamados gag, pol

y env, que permiten la sintesis de las protefnas de la cdpside (gag), de las enzimas virales (pol) y

3 de las proteinas de la envoltura (env). El genoma retroviral también contiene miltiples secuencias
reguladoras localizadas entre los genes gag, pol y env. En los extremos de dicho genoma se
localizan la LTR (Long Terminal Repeats) 5’ y la 3°. Estas secuencias tienen un largo de unos
600 nucledtidos y las mismas son idénticas (292]. Cada LTR estd compuesta por las regiones U3,
Ry US, las cuales juegan un rol esencial en la transcripcidn inversa del ARN genémico viral en

z ADN proviral, y en la transcripcién de ARNm a partir del provirus integrado (Figura 18). La

regién US sirve de matriz para el comienzo de la transcripcidn inversa y posee en su extremidad

¥ una secuencia repetida IR, que constituye junto a la IR presente en la regién U3, el sitio de

42




F———

\ integracién del provirus al ADN celular. La regién R (redundancy element) permite el primer
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salto replicativo durante la transcripcién inversa y contiene la sefial de poliadenilacién
| AAUAAA, que es silenciosa en posicién 5’ del genoma viral. La regiéon U3 contiene las
secuencias que controlan la expresién del provirus (secuencias enhancers que responden a
numerosos activadores celulares de la transcripcién y secuencias promotoras como CAAT vy
TATAbox).

; La regién no codificante que sigue a la LTRS’ denominada leader, comienza con una
secuencia de 18 nucleétidos que constituye la PBS (primer binding site). La secuencia PBS
permite el acoplamiento del ARN viral con la transcriptasa inversa (RT) y un ARNt que funciona
como “primer” para el inicio de la transcripcién inversa [292]. A 200 nucleétidos de la PBS,

dentro de la secuencia leader, se encuentran el sitio dador de splicing (SD), seguido por la

secuencia Yy (psi) la cual comprende la DLS (dimer-linkage structure) y que permite la
encapsidacién del ARN viral dentro de las particulas en formacién. La DLS hace posible la
dimerizacién de los ARNSs virales dentro de dichas particulas [292]. El sitio SD, en asociacién con
el sitio SA (splicing aceptor) presente en la regién 3’ del gen pol, permite la generacién de los
ARNm que codifican para la glicoproteina de la envoltura (Figura 18).

En la otra extremidad del genoma viral, siguiendo los genes gag, pol y env, y precediendo
ala LTR3", se localiza la secuencia PPT (polvpurin tract) que sirve como “primer” para la
elongacién de la segunda hebra de ADN(+), y la misma es capaz de resistir a la actividad RNAsa
H de la transcriptasa inversa.

Ciertos retrovirus como los lentivirus, ademds de tener todas las secuencias que vienen de
citarse, también poseen secuencias suplementarias que codifican para proteinas accesorias
reguladoras del ciclo retroviral. En el caso de HIV-1 las mismas son: Vif, Vpr, Vpu, Tat, Rev y
Nef. Este virus también contiene secuencias nucleotidicas capaces de interactuar con ciertas
proteinas virales: la secuencia TAR (trans-activation response element), interactia con la
proteina Tat, que es un fuerte trans-activador de la transcripcién del ADN proviral integrado en el
; genoma celular; la secuencia RRE (rev response element) al interactuar con la proteina Rev
permite la exportacién de ARNm virales hacia el citoplasma celular; finalmente la secuencia
¢PPTICTS (central polypurine tract | central termination sequence) constituye un segundo sitio
de iniciacion de la sintesis del ADN(+) durante la transcripcién inversa (Figura 18). Al final de
este proceso, esta secuencia contribuye a la formacién de una estructura de ADN triple, llamada

“central DNA flap”, implicada en la replicacién del virus, en la capacidad del mismo para

transducir células en estado quiescente, y en la importacién nuclear del complejo de
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Figura 18 Representacion del genoma de los retrovirus murino MLV, y humano HIV, con sus poliproteinas especificas
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preintegracién (PIC) de HIV [293, 294]. No obstante, publicaciones recientes sugieren que la
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] secuencia cPPT/CTS no seria necesaria para el ingreso del PIC al niicleo de las células infectadas

] 295, 296].

I.1.2. El ciclo retroviral
El ciclo de replicaciéon de un retrovirus puede dividirse en 8 etapas: (1) la
entrada del retrovirus a la célula; (2) la transcripcién inversa; (3) la importacién al nicleo; (4) la
integracién del ADN proviral al genoma celular; (5) la transcripcién del ADN proviral; (6) la
sintesis de las proteinas virales; (7) la formacién y salida de la célula de las nuevas particulas
virales; (8) la maduracién de las particulas [297] (Figura 19).
] (1) La entrada en la célula: La primera interaccién entre el retrovirus y la célula es la
’ absorcién inespecifica del primero a la membrana plasmética celular. Luego tiene lugar una
unién especifica entre la subunidad SU de la glicoproteina de la envoltura (gpEnv) y el/los
receptores presentes sobre la superficie de la célula. Esta interaccién provoca un cambio de
! conformacién de la gpEnv que conduce a la fusién de las membranas celular y viral, gracias a la
| participacién del péptido de fusién localizado en la subunidad TM de la gpEnv. La fusién de los
retrovirus con la célula puede ser mis o menos dependiente del pH, segiin el tipo de retrovirus en
cuestion.
(2) La transcripcién inversa: Es la reaccién enziméitica que permite la conversién del
b ARN viral en ADN proviral. En general comienza en las primeras fases de la infeccién pero
puede iniciarse dentro de la particula viral (transcripcién inversa end6gena). La sintesis de ADN
1 esiniciada por la transcriptasa inversa (RT) a partir del ARNt unido a la secuencia PBS del ARN

| viral gendmico. La sintesis continua gracias a los “saltos” que efectda la RT dentro y entre las

cadenas de ARN, formando un ADN proviral simple cadena flanqueado por las secuencias LTR.

} La segunda cadena de ADN(+) es iniciada a partir de la secuencia PPT gracias a un “primer” de
) ARN resultante de la degradacién del ARNt por la actividad RNAsa H de la RT.

(3) La importacién del ADN proviral al nécleo: El nuevo ADN lineal doble cadena es

transportado al nicleo por el complejo de preintegracién (PIC). Ei PIC esta constituido por el

ADN proviral y las proteinas RT, NC, IN y MA. Los PICs de los distintos retrovirus pueden

3 contener proteinas suplementarias que les confieren la capacidad de infectar células en diferentes

estados de proliferacién. Para ingresar en el nicleo, los oncoretrovirus necesitan de la divisién de

) la membrana nuclear, en tanto que los lentivirus son capaces de entrar al niicleo a través de los

} poros nucleares, sin necesidad de la dislocacién de la membrana. Es por ello que un

44




Figura 19 El ciclo retroviral de los MLVs
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oncoretrovirus es infectivo solo cuando las células se encuentran en proliferacién y efectian la
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b mitosis, en cambio los lentivirus son capaces de infectar ciertas células en estado de quiescencia,
en fases no proliferativas.

(4) La integracién del ADN viral: la integracién del ADN proviral necesita de las

secuencias LTR y la funcionalidad de las secuencias IR. Este proceso es mediado por la integrasa
(IN), la cual es responsable de la escisién del ADN celular e insercién del ADN viral. Este es un
fenémeno de recombinacién no homéloga y aparentemente sin especificidad de sitio, aunque se
] ha demostrado que existen regiones favorables para la integracién dependiendo del estado de
compactacién de la cromatina.
) (5) La transcripcién del ADN proviral: la ARN polimerasa I es la enzima que
transcribe el ADN proviral dando origen a un solo ARNm. La transcripcién comienza en el
primer nucleétido de la regién R del LTR 5’ y culmina luego del reconocimiento de la secuencia
de poliadenilacién AAUAAA de la regién R del LTR 3’. Los ARNm virales son sometidos a los
mismos procesamientos que los celulares, es decir adicién de un Cap en 5’ y de una cola de poli-
A en 3’. Todos los ARNm virales presentan el primer y uitimo exén no codificante R-US5 de la
LTR S5’ y U3-R de la LTR 3’, respectivamente.

(6) La sintesis de las protefnas virales: Los ARNm generados por splicing alternativo,

T ———

que codifican para las proteinas retrovirales son traducidos a proteinas utilizando la maquinaria
traduccional de la célula. La traduccién se lleva a cabo en el reticulo endopldsmico y las proteinas
| virales pueden sufrir modificaciones tales como glicosilaciones, escisiones proteoliticas,
) miristilaciones, etc.

(7) La formacién y salida de las nuevas particulas virales: los precursores proteicos

) Gag y Gag-Pro-Pol, como asi también las gpEnv expresadas en la superficie celular, los ARNm
b virales y los ARNt celulares homélogos a la secuencia PPT, interactian en la membrana
} plasmética para formar nuevas particulas virales. El proceso de formacién y salida de las nuevas
| particulas atin no ha sido completamente elucidado.

(8) La maduracién: la maduracién de las particulas virales es primordial para que las
3 mismas sean infecciosas. Esta consiste en un cambio estructural en el “core” de la particula viral.

La proteasa viral juega un rol central en este proceso, como asi también la gpEnv. La accién de
] estas dos proteinas hace posible la generacién de particulas biologicamente funcionales. Las
) particulas virales que han salido de la célula y madurado podrdn entonces comenzar un nuevo

ciclo infeccioso.
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Figura 20 Representacion de una particula retroviral madura con sus proteinas virales
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) 1.1.3. Las proteinas de la particula viral
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Como ha sido mencionado anteriormente, las proteinas retrovirales estan
codificadas por los genes gag, pol y env. Estos tres genes contienen la informacién para al menos
8 proteinas virales. Los mismos son transcriptos a partir de un solo promotor localizado en las
LTR, y las proteinas son obtenidas por splicing alternativo o por corrimientos en los marcos de
lectura. Las proteinas virales pueden separarse en tres grupos segin su funcién: las proteinas
estructurales, las enzimas virales y las proteinas de la envoltura.

Las proteinas estructurales (gen gag): El gen gag permite la traduccidn de un precursor
poliprotéico llamado Gag, el cual es traducido a partir del ARN viral. Dicha traduccién comienza

en una secuencia IRES (internal ribosome entry site) y la misma es Cap independiente. El

precursor Gag es encapcidado en las particulas virales y mas tarde clivado por la proteasa viral
durante la maduracién. El clivaje de Gag origina al menos tres nuevas proteinas: la proteina de la
matriz (MA), de la capside (CA) y de la nucleocapside (NC) (Figura 20). Las regiones de Gag
que luego del clivaje dan lugar a las MA, CA y NC participan al ensamblaje de los viriones.

} Las enzimas virales (gen pol): estas proteinas son traducidas a partir de las ARNm
virales, gracias a un corrimiento en el marco de lectura que permite evitar un codén stop al final
del gen gag. Esto conduce a la sintesis de un precursor Gag-Pol que luego es clivado para dar
] origen a las proteinas Gag y las enzimas transcriptasa inversa (RT) e integrasa (IN). La otra
] enzima es la proteasa viral (PR) que es traducida a partir del ARNm por mecanismos diferentes
] dependiendo del retrovirus (Figura 20). La PR es indispensable para el clivaje de los precursores
i Gag y Gag-Pol, y la misma es funcional como un homodimero. La RT es una ADN polimerasa,
ADN o ARN-dependiente, que posee igualmente la actividad RNAsaH capaz de degradar
] hibridos ADN-ARN. Estas funciones son indispensables para la transcripcion inversa. A

) diferencia de otras polimerasas, la RT no tiene la actividad de “proof-reading” y en consecuencia

] no corrige los errores que incorpora durante la transcripcién. La IN cataliza la integracién del
P ADN proviral en el genoma celular

Las proteinas de la envoltura (gen env): estas proteinas son traducidas por splicing
altemativo. Como otras proteinas retrovirales, ellas son sintetizadas como un precursor que luego
es clivado. El clivaje de las proteinas de la envoltura es efectuado por una proteasa celular en el
aparato de Golgi. Las dos proteinas resultantes son la glicoproteina de superficie (SU) y la
proteina transmembrana (TM) (Figura 20). SU esta fuertemente glicosilada y la misma contiene
sitios de unién para receptores celulares. TM es responsable de la fusién entre las membranas
viral y celular. SU y TM pueden estar unidas por uniones no covalentes (envoltura anfotrépica) o
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por puentes disulfuro (envoltura ecotrépica), y los dimero resultantes SU-TM son incorporados
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en las particulas virales en forma de trimeros (SU-TM);. Este proceso se efectia gracias a la

interaccion de la parte citoplasmica de TM con la regién MA de Gag.

) 1.1.4. El tropismo

El tropismo podria ser definido como la capacidad del retrovirus a infectar un
cierto tipo celular perteneciente a una especie animal especifica. Esta capacidad estd determinada
por la habilidad de las proteinas de la envoltura viral de interactuar con diferentes receptores
presentes en la superficie de las células blanco. En este manuscrito solo describiré el tropismo de
los MLVs y del HIV-1. Para entrar en la célula los oncoretrovirus murinos utilizan diferentes
moléculas de la superficie celular que comparten similitudes estructurales. Los MLVs han sido
separados en grupos segun el receptor celular que utilicen para entrar en la célula. Los virus
ecotrépicos son aquellos capaces de infectar células murinas o de pequeios roedores. Estos virus
reconocen un transportador de aminodcidos catiénicos independiente de sodio (m-CAT-1),
localizado en la superficie celular [298, 299). Los virus anfotrépicos pueden infectar células
murinas y humanas. Reconocen un transportador de iones fosfato inorgénico (Pit-2) que es
] dependiente de sodio y que es expresado de manera ubiquitaria [300, 301]. Los virus de la cepa
10A1 que derivan de una recombinacidn entre los virus anfotrépicos y un gen env enddgeno,
f pueden utilizar Pit-2 y ademads reconocen Pit-1 que es un homélogo a Pit-2, con 62% de

homologia [302, 303]. Otros tropismos diferentes son los que presentan los virus xenotrépicos y

politrépicos, capaces de infectar respectivamente células no murinas y células de diversas
especies incluyendo murinas [304, 305].

Los retrovirus HIV-1, como asi también HIV-2, son capaces de reconocer como receptor
el CD4 (306, 307). Al parecer, la capacidad de los lentivirus de reconocer el CD4 es el resultado de
una evolucién reciente del virus. CD4 es expresado en un gran nimero de células
hematopoyéticas, incluyendo linfocitos T, monocitos, macréfagos y células dendriticas. En
general, para entrar en una célula, los lentivirus necesitan la presencia de una segunda molécula
de membrana. Esta molécula es un receptor de quimioquinas de tipo CXC o CC (seguin la
L cantidad de cisteinas en su extremo N-terminal). Las cepas de HIV-1 de tropismo M, detectadas
en los primeros estadios del SIDA, utilizan como coreceptor el CCRS. Los ligandos naturales de
f CCRS son las proteinas MIP-1a (macrophage inflammatory protein-1c), MIP-13 y RANTES.

5 Estas cepas infectan los macréfagos y los linfocitos T, entre otros.
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Las cepas de HIV de tropismo T que aparecen en un estadio més avanzado del SIDA vy
que estdn asociadas con una progresién acelerada de la enfermedad, se caracterizan por su poder
de replicacién en células T. Su coreceptor mayor es el CXCR4, quien utiliza como ligando
natural el factor SDF-1a (stroma-derivated factor-1 a). En estos estadfos existen adem4s cepas
de tropismo mixto capaces de infectar macréfagos y linfocitos T, utilizando los dos coreceptores,
CCRS5 y CXCR4 a la vez. Estos coreceptores se encuentran a proximidad del receptor CD4,
muchas veces formando complejos CD4/CCRS5 o CD4/CXCR4, lo cual facilita la fijacién de las
particulas virales.

El tropismo es una caracteristica sumamente importante para los retrovirus, y el mismo ha
contribuido al éxito evolutivo de estos organismos. Actualmente, el tropismo se ha convertido en
una itil herramienta para la construccién de vectores retrovirales para la transferencia de genes.
Mediante la modificacién de las envolturas virales y la construccién de quimeras de las gpEnv es
posible fabricar nuevos vectores retrovirales con nuevos tropismos hacia diferentes tipos

celulares.

L2. Los vectores retrovirales

Los retrovirus poseen todas las funciones para replicarse en las células animales,
integrarse al genoma de la célula huésped, y expresarse de manera estable durante el transcurso
de las divisiones celulares. El descubrimiento que ciertos retrovitrus llevan secuencias
provenientes de proto-oncogenes celulares puso de manifiesto la particularidad de estos virus de
ser capaces de adquirir secuencias celulares sin perder sus capacidades infecciosas. Esto condujo
al estudio de la capacidad de los retrovirus a aceptar diversos tipos de secuencias codificantes en
su genoma, que no afectaran la capacidad de los mismos de infectar células blanco. Asf,
numerosos trabajos demostraron que es posible suprimir grandes regiones del genoma retroviral
reemplazdndolas por otras secuencias codificantes. Mientras que las deleciones dejan al virus no
competente para la replicacién, el aporte en trans de las funciones virales indispensables para la
replicacién mediante un virus auxiliar, permite restablecer la programacién del virus modificado.
Estas caracteristicas de los retrovirus motivaron a la utilizacién de los mismos para desarrollar
vectores de transferencia de genes. El principio de aportar en trans todas las proteinas virales
necesarias y suficientes para la generacién de particulas virales infecciosas constituye la base de

la estrategia de produccién de vectores virales.




Figura 21 Vectores retrovirales derivados de MLVs
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I.2.1.a. Vectores derivados de MLV

Desde los afios 80 y hasta la fecha, numerosos vectores retrovirales han
sido construidos variando diferentes secuencias de los retrovirus. Con el fin de mejorar y
prolongar la expresién del transgén a largo plazo, diferentes vectores basados en los MLV han
sido modificados sucesivamente. Los vectores retrovirales para la transferencia de genes son una
copia de los retrovirus defectivos para la replicacién. Los mismos son obtenidos reemplazando

los tres genes virales gag, pol y env (y no solo uno, como es el caso para la mayoria de virus

_ ——— T T T —

defectivos) por uno a mds transgenes. Las secuencias llamadas en cis que son necesarias para la
regulacién de la encapsidacién (), la transcripcion inversa (PBS, R, PPT), y la expresion de los
transgenes (LTR), son conservadas. En este caso, cuando [os retrovirus son no replicativos
conviene utilizar el término “transduccién” y no infeccién, ya que en los mismos la interrupcién

del ciclo viral imposibilita la produccién de particulas virales, al menos que intervenga un virus
auxiliar.

e gy T T ——

En términos de expresion del transgén, la eleccién del vector de base determinara cuales

serdn las secuencias que regulardn y afectardn esta expresion. Aunque existen numerosas

posibilidades, en este manuscrito solo detallaré los vectores de expresion derivados de MLV

Sew

utilizados m4s frecuentemente.

En el vector retroviral prototipo inicial (LXSN), la expresién de un gen de interés X es
! controlada por la LTR [308]. En la forma de plismido es la LTRS’ la que ejerce dicho control, y
en la forma proviral integrada es la LTR3’. El gen X es ubicado luego de la secuencia y acoplada
a los primeros 600 nucleétidos del gen gag los cuales serian importantes para la encapcidacion.
Estas dos regiones acopladas se designan con el término y+ [309]. Para evitar la traduccién de la

primera parte de Gag comprendida en los 600 nucledtidos, el primer AUG correspondiente a la

yu

secuencia de gag es sustituido por el codon stop TAG (Figura 21).

Con el fin de mejorar la expresion del transgén, las secuencias formando parte del vector
prototipo aqui descrito sufrieron importantes modificaciones. De este modo, en la serie de
vectores MFG, la regién correspondiente al sitio aceptor de splicing (SA) situado al comienzo del
gen env, fue agregada luego de la secuencia y+ con el fin de aumentar el splicing a nivel del

transgén [310]. En esta misma serie de vectores, el codén ATG del gen gag no fue reemplazado

por un codén stop (Figura 21).
Directamente derivado del MFG, el MFG(B2) [311] posee una mutacién adicional en la
secuencia PBS con el objetivo de mejorar la expresidn del transgén en ciertos tipos celulares
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como por ejemplo las stem cells hematopoyéticas. Este vector ha sido utilizado en ensayos
clinicos de terapia génica para una inmunodeficiencia humana (312] (ver item 11.4.2. de este
capitulo) (Figura 21).

Otras modificaciones de los vectores retrovirales han sido introducidas con el fin de
mejorar la expresién del transgén en células hematopoyéticas (311, 313). De este modo, en los
vectores tipo MESV (Murine Embryonal Cell Virus) (313] o MND (Mp-Ncr-DI) (314}, derivados
de MLV y MPSV (Myeloproliferative sarcoma virus), se introdujeron tres tipos de
modificaciones: 1) la expresién del transgén en la forma proviral estd bajo el control de
secuencias U3 del MPSV; 2) la secuencia de regulacién negativa NCR (negative control region),
la cual es conservada en varios retrovirus, fue eliminada; 3) la secuencia PBS del virus “wild-
type” fue reemplazada por una PBS ARNtGIn derivada de un mutante de MoMLV (Moloney
MLYV) dI587rev, segiin el mismo principio que en el vector MFG(B2) (figura 21).

Vectores que han sido construidos recientemente se basan en la cepa FB29 de MLV de
Friend. Estos vectores han sido descritos por tener titulos infecciosos mayores a los de otros
MLVs 315] y por poseer un espectro de expresién mas amplio. Este tipo de vector permite la
transduccién de células hematopoyéticas utilizando menos cantidad de factores de crecimiento,
preservando el poder de diferenciacién de las células [316].

Otro tipo de vectores son los que utilizan promotores internos para controlar la expresién
del transgén. Estos promotores pueden ser ubiquitarios, como por ejemplo el del cytomegalovirus
humano (CMV), o especificos para ciertos tipos celulares como por ejemplo el promotor del CD4
317). La introduccién de estos promotores en general se acompaiia de una delecién de la regién
U3 en 3’ (AU3). Una vez que el vector se ha integrado, la LTR5’AU3 es inactiva, lo que permite
evitar una competicién por los factores de transcripcién entre el promotor interno y el promotor
natural de virus. Estos vectores LTR3’AU3 son denominados vectores SIN (self-inactivaing).

Otra alternativa a la de los promotores internos es la utilizacién de la secuencia IRES que
permite la traduccién de dos genes a partir de un mismo ARNm viral. Este es el caso del vector
LZRS utilizado en una gran parte del trabajo que es presentado en este manuscrito. EI mismo
deriva del LXSN y fue construido por el equipo del Dr. Spitz en Holanda. Este vector contiene la
secuencia que codifica para la proteina EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein) después de
1aIRES y bajo control de la LTR [314] (Figura 21).

La utilizacién de vectores retrovirales derivados de MLV se limita a la células en
proliferacién, ya que la integracién de los mismos necesita de una dislocacién de la membrana

nuclear.
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Figura 22 Vectores lentivirales derivados de HIV-1
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I.2.1.b.  Vectores derivados de HIV-1

Los vectores para la transferencia de genes derivados de HIV-1 han sido
generados segin el mismo principio que los vectores basados en MLV. Un sistema de
complementacién en trans es igualmente utilizado para asegurar la produccién de las particulas
virales. Los lentivirus, a diferencia de los MLVs, son capaces de infectar células en fase no
proliferativa gracias a su particularidad de poder ser importados al nicleo sin necesidad de
dislocacién de la membrana nuclear. Esta caracteristica de los lentivirus motivé a la creacién de
vectores lentivirales que podrian ser de suma utilidad para la transduccién de células que no
efectian mitosis, como por ejemplo neuronas, stem cells o células musculares. Durante la corta
historia de estos vectores, tres diferentes generaciones han sido creadas, y cada una de ellas ha
sido mejorada progresivamente en términos de eficiencia y bioseguridad. En la figura 22 se
ilustran algunos de los vectores lentivirales derivados de HIV-1.

En la primera generacién, los vectores lentivirales contienen en cis las secuencias
codificando para la transcripcién , integracién , transcripcion inversa, y encapcidaciéon (LTRS5’/
leader:SD-360 nucleétidos de gag/ una parte de env con la RRE' + SA/promotor interno +
transgén/ LTR3’), y las proteinas accesorias son aportadas en frans en diferentes plasmidos. En
los de segunda generacién (vectores HR), solo las proteinas accesorias Tat y Rev son aportadas
en trans [318). En estos vectores la U3 de la LTR3’ fue eliminada para que los mismos fueran
vectores lentivirales SIN [319, 320]. También, se agregaron elementos de regulacién post-
transcripcional, especialmente la secuencia WPRE (Woodchuck hepatitis virus Post-
transcritional Regulatory Element) que insertada en la regién 3’ permite incrementar el nivel de
expresion del trangén entre 5 y 8 veces [321).

En la tercera generacién (vectores TRIPAU3), los vectores lentivirales se mejoraron ain
mas. En los mismos se agregé la secuencia cPPT/CTS en la parte central del vector [293, 322]. La
ubicacién de esta secuencia en el centro del vector seria importante ya que permite transducir un
porcentaje mayor de células blanco. Esto fue demostrado para la transduccién de fibroblastos,
células endoteliales y células progenitoras hematopoyéticas (323). Pese a que se ha postulado que
la secuencia cPPT/CTS incrementa la importacién al nicleo del PIC [293, 294], actualmente

existen ciertos interrogantes sobre cual es la funcién principal de la misma (295, 296).
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1.2.2. Produccion de particulas retrovirales
1.2.2.a. Lineas de empaquetaje y produccion de vectores derivados de MLV
Las secuencias necesarias para la produccion de las particulas virales las
cuales han sido eliminadas del vector, son aportadas en trans en lineas celulares Ilamadas lineas
de empaquetaje. Los vectores retrovirales derivados de oncoretrovirus pueden generarse a partir
de sistemas de produccién transitorios o estables. En el contexto de protocolos clinicos es de
interés contar con sistemnas estables. Esto permite: 1) eliminar el riesgo de recombinacién entre
los plasmidos codificando para las proteinas aportadas en trans y el plasmido conteniendo el
vector retroviral; 2) “estandarizar” los métodos de produccidon de vectores posibilitando controles
de bioseguridad mas pertinentes; 3) producir los vectores a gran escala para su utilizacién en
ensayos preclinicos en modelos animales, y clinicos en el hombre.
Las primeras lineas de empaquetaje que fueron construidas derivaban de células NIH3T3
de ratén. Después se establecieron lineas derivadas de células humanas, como la serie FLY [324],
o la Ilinea Phoenix [325]. No obstante, la linea que sigue siendo la mas utiliza en ensayos clinicos
es la NIH3T3. Otras lineas también han sido modificadas con el fin de aumentar los titulos
virales producidos. Por ejemplo, la 293T expresa el antigeno T del virus SV40, lo cual permite
acumular un gran ndmero de copias de pldsmidos que contengan un origen de replicacién de
SV40 y que pueden llevar los genes necesarios para la produccién de las particulas. En la
actualidad se puede disponer de varias lineas de empaquetaje que expresan de manera inductible
oconstitutiva los genes gag-pol de MoMLYV y un gen env de tropismo variado. De acuerdo al gen
env expresado se pueden obtener vectores derivados de MLV con diferente tropismo, lo que
determinard la capacidad del vector a infectar las células blanco. Por ejemplo, vectores
producidos en lineas que contengan el gen env GALV (Gibbon Ape Leukemia Virus) infectaran
mds eficazmente las células hematopoyéticas y los linfocitos T [326, 327]. En cambio, los vectores
que llevan en la envoltura la glicoproteina G del rabdhovirus de la estomatitis vesicular (VSV-
G), poseeran un mayor tropismo pudiendo transducir varios tipos celulares diferentes [328). El
receptor de VSV-G ain no ha sido identificado, pero al parecer se trataria de fosfolipidos
aniénicos. Una ventaja de este tipo de proteina de la envoltura es su estabilidad, lo cual permite (a
ultracentrifugacién de la particulas virales, obteniendo asf titulos infecciosos elevados [329, 330).
La desventaja de VSV-G es su toxicidad, lo cual obliga a que sea expresada en las lineas de
empaquetaje de manera transitoria 331, 332].
En la actualidad, existen lineas de empaquetaje capaces de generar titulos virales

superiores a 10° particulas infecciosas por mililitro (p.i/ml), pudiendo alcanzar los 10% a10° p.i/ml
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mediante la utilizacidon de técnicas de concentracién de los sobrenadantes que contienen las

particulas.

1.2.2.b. Produccion de vectores derivados de HIV-1
Generalmente, la produccién de vectores derivados de lentivirus se
efectia mediante la cotransfeccion transitoria en la linea 293T de un pldsmido conteniendo el

vector retroviral y de otros que codifican para las proteinas accesorias. Como ha sido mencionado

anteriormente, para la produccién de vectores lentivirales de primera generacién, las proteinas

accesorias Vif, Vpr, Vpu, Tat, Rev y Nef son expresadas a partir de plasmidos transfectados en la

293T. Junto a estas proteinas también se expresa la proteina VSV-G quien permite la obtencién
de particulas virales con tropismo variado [318] (Figura 22).

Para la produccidn de los vectores de segunda generacion, las células de empaquetaje solo

\ contienen las proteinas accesorias Tat y Rev. En efecto, pareceria que los genes accesorios no son

indispensables para la produccidn de las particulas virales, ya que se mostré que las proteinas Vif

\ y Vpu no son necesarias para obtener viriones a partir de la linea de empaquetaje 293T [333, 334).

\ Sin embargo, la importancia de ciertas proteinas accesorias para la transduccion de diferentes

tipos celulares es motivo de controversia [335]. La proteina Vpr seria necesaria para la

transduccidn eficaz de macréfagos (334, 336], en tanto que Vif y/o Vpr lo serian para la

‘. transduccién de las células del higado [337]. La transduccidn de células neuronales y de células

progenitoras hematopoyéticas podria efectuarse en ausencia de genes accesorios [338, 339] (Figura

22). Los vectores de tercera generacion se producen de manera similar a los de segunda
generacion,

Como para los vectores derivados de MLV, la calidad del “stock” viral se mide por el
titulo viral. Para los vectores derivados de HIV-1, dicho titulo es calculado midiendo en los
sobrenadantes obtenidos de las células de empaquetaje, la concentracién de la proteina p24 (CA

de HIV-1).

II. Historia y actualidad de la terapia génica
I1.1. Mas de una década no solo de progresos
La corta historia de la terapia génica ha sido escrita sobre la base de descubrimientos
espectaculares y avances cientificos progresivos, que han hecho de la misma una nueva drea
conceptual de la biomedicina. La evolucién de la terapia génica puede ser seguida a través de los
titulos de revistas o editoriales que le fueron consagrados desde fines de los afios 80. Asi, a
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comienzos de los 90, y en la euforia de los primeros resultados pre-clinicos obtenidos en ratones,
Dusty Miller escribia en la revista Nature: “Human gene therapy comes of age’ (282]. En 1997,
Inder Verma era mucho mds prudente titulando en Nature: “Gene therapy: promises, problems
and prospects” (340]. En 1999, la noticia de la muerte de un paciente debida a los efectos
adversos de un vector adenoviral conmocionaba al mundo cientifico y abria varios interrogantes
sobre la terapia génica. A la ocasién Nature publicaba: “Virus treatment questioned after gene
therapy death” [341], y la editorial agregaba: “Gene therapy - a loss of innocence” [342).
Promediado el 2000 volvieron los titulos optimistas con “Gene therapy for human SCID: dreams
become reality” (343] y “Gene therapy turns the corner” [344], ambos publicados en Nature
Medicine.

Cuales fueron Jas causas de esta evolucidn un tanto cadtica de la terapia génica?

Las primeras experiencias de transferencia de genes se remontan al comienzo de los afios
80. Muy rapidamente, la utilizacién de esta técnica es considerada y tenida en cuenta para la
terapéutica contra las patologias que no tenian un tratamiento satisfactorio. Este es el caso de
ciertos tipos de cédncer y ciertas enfermedades genéticas. Los primeros ensayos pre-clinicos
realizados en ratones tienen Jugar muy tempranamente [345, 346] y algo mds tarde se efectia el
primer ensayo clinico. El mismo comienza en 1989, en un paciente con un melanoma, donde los
linfocitos que infiltran tumores (TIL) fueron marcados geneticamente con el fin de estudiar la
posibilidad de desarrollo de una inmunoterapia contra el cancer [284]. En 1990 también tiene
lugar el primer ensayo clinico de terapia génica en el caso de una SCID, la deficiencia en la
enzima ADA. Solamente dos afios mas tarde, en junio de 1992, 13 protocolos de ensayos clinicos
habian sido aceptados en los EEUU, 5 de los cuales fueron marcaciones genéticas, 3 para
enfermedades genéticas (ADA vy hipercolesterolemia familiar) y 5 de inmunoterapias contra el
céncer (282]. Entre 1992 y 1996 el nimero de ensayos clinicos aumenté considerablemente,
siendo mas de 140 los aprobados en 1995, implicando a mas de 600 pacientes. Estos protocolos
utilizaban para la transferencia de genes principalmente los vectores retrovirales (60%), aunque
los vectores no-virales también eran empleados (lipofeccién 12%). Finalmente, los vectores
derivados de adenovirus eran utilizados en 13% de los ensayos y los AAV en solo 1%. La
decepcién llega algo mds tarde, cuando los resultados fueron mucho menos espectaculares de lo
que se esperaba. En efecto, los mismos revelaban que [a terapia génica era aplicable, pero que las
técnicas de transferencia de genes eran ain muy ineficaces. Ademas las mejoras clinicas

observadas en algunos de los pacientes tratados fueron solo parciales y transitorias [285, 347, 348).
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I1.2. La terapia génica en numeros

Los ensayos clinicos de terapia génica han sido aplicados en diferentes paises, mds o
menos distribuidos en todos los continentes. Los EEUU encabeza la lista con el 79.4% de los
ensayos realizados. En segundo lugar, y mucho mds lejos, se encuentra el Reino Unido con 7.4%.
Luego se encuentran Francia con 2.4, Canadd 1.7, Alemania 1.6, Suiza 1.3, Italia 1.1, Holanda
0.9, y finalmente otros paises con 4.1%. La mayor parte de estos ensayos han sido aplicados para
el tratamiento del cdncer. En efecto; 63.4% de la totalidad de los mismos fueron para esta
enfermedad. 12.3% han sido destinados al tratamientos de las enfermedades monogénicas, 8%
para enfermedades vasculares, 6.4% para las infecciosas y 1.9% para otras enfermedades. En los
protocolos aplicados se han utilizado una variedad de vectores para la transferencia de genes. Los
vectores retrovirales han sido los mas empleados, participando en 34.1% de los mismos. Los
adenovirus han sido utilizados en 26.9% y los Poxivirus en 6.1%. Los AAV y los herpex simplex
en 2.4 y 0.8%, respectivamente. Entre los vectores no virales, la lipofeccién es la mds utilizada
con el 12.1%, seguida por la utilizacién de ADN desnudo (11%) y la transferencia de ARN (0.9).
Finalmente, 1.7% de los ensayos han utilizado otras técnicas para la transferencia de genes. Con
respecto a los tipos de genes mds utilizados, las citoquinas son las mds comunes, presentes en
21.1% de los ensayos. Los antigenos han sido empleados en 11.9% de los mismos. Genes sanos
para reemplazar genes mutados en 10.5% de los casos, genes suicidas y genes supresores de
tumores en 8.6% , marcadores en 6.3, receptores en 4.2, genes miltiples en 15.6 y otros en
12.4%. De acuerdo al modo de administracion de los vectores, en 23.9% de los ensayos los
vectores se inyectaron por via intratumoral. En 18.1% la administracion fue por via intravenosa y
en 10.1% subcutinea. En 7.1% de los casos se realizé un transplante de médula 6seay en 7.7 y
3.5% de los ensayos los vectores se administraron por via intramuscular e intraperitoneal,
respectivamente. 3.1% utilizé la via nasal y 3.3 varias vias en simultaneo. 17% de los ensayos
utilizaron otras vias.

(The Journal of Gene Medicine database http://www.wiley.com/legacy/wileychi/genmed/)

I1.3. La terapia génica hoy
I1.3.1.  Las enfermedades implicadas en ensayos clinicos
A lo largo de este manuscrito se ha citado en reiteradas oportunidades la
importancia de la terapia génica como una alternativa para el tratamiento de diferentes tipos de

enfermedades y trastornos genéticos. La medicina moderna valoriza de mds en mdas esta

posibilidad y en algunos paises se destinan importantes sumas de dinero para ¢l desarrollo de esta
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nueva y revolucionaria tecnologia. Como venimos de ver, un considerable nimero de ensayos
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clinicos han sido aplicados para el tratamiento de diferentes enfermedades.

El Cincer es la enfermedad para la cual se han realizado la mayor cantidad de ensayos
clinicos. Algunas de las estrategias que han sido aplicadas son las inmunoterapias con
histocompatibilidad de antigenos; la utilizacién de genes supresores de tumores, como el gen
BCRALI; el uso de vectores virales portando genes antitumorales o pro-apoptéticos, como por
ejemplo el gen p53; la utilizacién de liposomas conteniendo dicho gen; y la terapia con vectores
llevando genes suicidas o genes para citoquinas que ayudan a la eliminacién de ciertos tumores,
como por ejemplo la IL-2, IL-12 o IL-7. Estas estrategias se han aplicado para diferentes tipos de
céncer incluyendo, cincer de ovario, carcinoma pulmonar, otros cidncer de pulmén, leucemias,
tumores sélidos, melanomas y carcinomas hepatocelulares. También en la carcinomatosis
leptomeningeal, en adenocarcinomas, en glioblastomas y en el control de GVHD en el transplante
alogénico de HSCs.

La enfermedad infecciosa que ha concentrado la mayor cantidad de esfuerzos para el
desarrollo de nuevas terapias es el SIDA. El objetivo principal de las mismas es de inhibir la
infeccion por el virus HIV o la replicacién del mismo en los linfocitos y macréfagos. Para ello se
emplean vectores retrovirales que contienen genes de proteinas dominantes negativas de
moléculas indispensables para el ciclo replicativo del virus. Otra estrategia es la utilizacién de
ARNm antisense o de ribozimas (349, 350].

Entre las enfermedades monogénicas que han sido incluidas en ensayos clinicos se pueden
citar la X-SCID, la deficiencia en ADA, la mucopolysacaridosis [351], la hipercolesterolemia
familiar [348], la fibrosis cistica [352-355], la hemofilia B [356, 357], y la enfermedad granulomatosa
crénica [358].

Otras enfermedades para las cuales se han realizado ensayos clinicos son la enfermedad de

la arteria coronaria, la esclerosis anfotrdpica lateral y la artritis reumatoide.

11.4. La terapia génica para las SCIDs
Los efectos drasticos de las SCIDs sobre los pacientes que las padecen, la poca
disponibilidad de donantes histocompatibles para el tratamiento por transplante de HSCs, y el
descubrimiento de los diferentes genes implicados en cada una de las deficiencias que conducen a
una SCID, han hecho de esta enfermedad un candidato apropiado para la aplicacién de la terapia
génica. Ademds, se demostré que el producto de distintos genes responsables de SCIDs

proporciona sefiales de supervivencia, de proliferacion o de diferenciacién para los progenitores
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podria representar una ventaja selectiva para las mismas. Esto pudo ser demostrado en un raro

evento de reversion in vivo, en un paciente con una deficiencia en ADA debida a mutaciones
| heterocigotas en los alelos aportados por cada uno de sus padres [359]). Gracias a una nueva
mutacién somadtica, el alelo materno llevando la sustitucién de una arginina por una histidina en
el codén 156 del gen ADA, fue revertido a su secuencia normal volviendo a codificar para una
| arginina en dicho codén. Esta reversion fue detectada en una poblacion mayoritaria de linfocitos
del paciente conjuntamente con algunas células que conservaron la mutacién, formando un
mosaico genético de células linfoides. La reversion a la forma normal del gen ADA confiri6 a una
“afortunada” célula progenitora una potente ventaja selectiva para propagarse y dar origen a las
poblaciones de linfocitos normales, predominantes en la sangre periférica de este paciente [359].
Este descubrimiento es la evidencia mds clara de terapia génica somatica in vivo [360] y
sugiere fuertemente que de la misma manera que en este paciente, la transferencia ex vivo de un
gen terapéutico en células progenitoras, podria conferir a estas dGltimas una ventaja selectiva de

crecimiento, propagacion y diferenciacién in vivo.

11.4.1.  La terapia génica para la deficiencia en ADA

ADA es una enzima ubiquitaria que transforma reversiblemente adenosina en
iosina y 2’-deoxyadenosina (dAdo) en 2’-deoxyinosina [361]. La deficiencia en ADA provoca
defectos en el metabolismo de las purinas, los cuales conducen primeramente a la ausencia del
desarrollo de los linfocitos, pero también a anormalidades no asociadas al sistema inmunolégico.
Es por ello que la deficiencia en ADA es considerada como un caso particular de SCID. Esta
deficiencia fue identificada como una causa de SCID en 1972 [362], y recién en 1984 el gen ADA
pudo ser clonado [363].

Para el tratamiento de los pacientes deficientes en ADA se utilizé una terapia basada en la
administracion de la enzima ADA estabilizada por un acoplamiento a polyethileneglycol (PEG-
ADA) (364]. Debido a que los sustratos toxicos de ADA difunden libremente en el cuerpo de los
pacientes deficientes en la enzima, la administracion de PEG-ADA debe realizarse
semanalmente. Aplicando este tratamiento, el desarrollo de los linfocitos T puede ser restaurado a
niveles suficientes para permitir al paciente vivir libre de infecciones. Sin embargo, algunos
pacientes no respondieron satisfactoriamente al tratamiento con PEG-ADA.

Debido al pequefio tamaifio de la parte codificante del gen ADA y a su expresién
ubiquitaria, este gen fue inmediatamente elegido como un buen candidato para utilizarlo en un
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funcionado. Los vectores retrovirales derivados del virus MoMLV fueron elegidos para
transportar el gen ADA dentro de células progenitoras linfoides o de linfocitos T maduros. La
transferencia del gen ADA en las células T periféricas de pacientes condujo a resultados
] alentadores, aunque no del todo suficientes para asegurar una mejoria en los pacientes tratados y
por ello se decidi6 recomenzar simultaneamente el tratamiento con PEG-ADA [285]. Los
resultados obtenidos en estos ensayos clinicos pusieron en evidencia problemas técnicos, en
particular a nivel de la eficacidad de las transducciones y de la estabilidad de la expresién de los
j transgenes. No obstante, aportaron numerosas informaciones consecuentes para el desarrollo de
la terapia génica. En primer lugar se demostré que la estrategia de transferencia del gen ADA en
los linfocitos T era realizable. En efecto, las células T aisladas de pacientes fueron transducidas
ex vivo y reintroducidas en los mismos sin la aparicién de efectos adversos (285, 365). En segundo
lugar, al menos en un paciente, las células T transducidas fueron detectadas entre 8 y 10 afios
después de realizada la transferencia del gen. Esto es una verdadera demostracién de la
longevidad de las células T humanas in vivo, y es un resultado auspicioso para la aplicacién de la
terapia génica en los desdrdenes del sistema linfoide. Sin embargo, la mayoria de los linfocitos T
circulantes fueron células sin transducir y debido a que los pacientes fueron tratados
simultaneamente con PEG-ADA, no fue posible determinar si la transferencia del gen ADA
] dentro de las células T proporcioné algin beneficio para los mismos.

Diferentes grupos tuvieron un objetivo mds ambicioso, el de corregir de manera definitiva

la deficiencia en ADA insertando el gen de esta enzima dentro de células progenitoras

- -

hematopoyéticas (289, 366-369). Tres ensayos clinicos fueron puestos en marcha: uno utilizé dos
vectores retrovirales para introducir el gen en células T periféricas y en células progenitoras de la
] médula ésea [289]; otro utilizé como blanco células progenitoras de la sangre de cordon umbilical
(366, 368]; y otro utilizé como blanco células de la médula dsea aisladas de pacientes con una edad
i més avanzada [367). Una vez mds, en estos ensayos no se interrumpi6 el tratamiento con PEG-
’ ADA. Aunque en general, los resultados obtenidos fueron mas bien decepcionantes (de acuerdo a
| las expectativas creadas), pudieron rescatarse algunos conceptos interesantes. En uno de los
ensayos, un pequefio porcentaje de leucocitos fue transducido, y los mismos fueron detectados 8
aflos mds tarde [366, 368]. Ademds, cuando las dosis de PEG-ADA suministradas a los pacientes
fueron reducidas de 60 a 15U/Kg/semana, se pudo detectar un nimero mayor de células T
transducidas que de células mieloides transducidas. Esta observacién indica que la transferencia
del gen puede traducirse en una ventaja selectiva para los precursores de células T. Esto significa
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selectiva, una ventaja en el crecimiento y posiblemente en la diferenciaciéon de las células
progenitoras linfoides, lo cual enfatiza la importancia de ADA en el desarrollo de los linfocitos.

Debido a que el tratamiento con PEG-ADA permite la supervivencia y proliferacion de las

células T en los pacientes, es probable que la ventaja selectiva de los progenitores de linfocitos T
transducidos con el gen ADA haya sido eliminada por la presencia de la enzima administrada. Un
trabajo realizado en un paciente donde el tratamiento con PEG-ADA fue interrumpido y en el
) cual células T transducidas fueron inyectadas, refuerza esta idea. En dicho trabajo, el nimero de
células T transducidas expresando en gen ADA aumenté progresivamente, reemplazando los
linfocitos T sin transducir y ocupando casi el 100% de las células T circulantes [369].

Basindose en estos resultados, el equipo encabezado por el Dr. Bordignon lanzé un
ensayo clinico con dos pacientes deficientes en ADA, en los cuales el tratamiento PEG-ADA
habia sido interrumpido por razones econémicas [370]. Las familias de cada uno de los dos dos
nifios, uno con nacionalidad Colombiana y el otro Palestina, no podian afrontar los gastos
ocasionados por el tratamiento PEG-ADA, y los planes sociales de salud de sus gobiernos
respectivos no contemplaban la cobertura de los gastos para tal tratamiento.

] En el ensayo realizado por el equipo de Bordignon, los pacientes fueron transplantados
con “stem cells” hematopoyéticas autdlogas transducidas con un vector retroviral portando el gen
ADA. Previo al transplante, los pacientes recibieron un condicionamiento no mielo ablativo, de
baja intensidad, con el propésito de establecer una situacién en la cual la ventaja selectiva de las
células transducidas pueda ponerse de manifiesto. Algunos meses después del transplante, el
nimero de células T en la sangre de los pacientes aument6 considerablemente, y a los 12 meses
} 70% y 100% de las mismas en uno y otro paciente respectivamente, contenian el vector

retroviral. Al afio del transplante, ambos pacientes gozaban de un buen estado de salud, sin haber

contraido infecciones severas. Actualmente, los dos se encuentran en sus hogares,
desarrollandose y creciendo normalmente, y no ha sido necesario administrar PEG-ADA como
tratamiento alternativo (370].

Este trabajo muestra un significativo avance con respecto a aquellos realizados en los

comienzos de la terapia génica en pacientes deficientes en ADA tratados con PEG-ADA.

11.4.2. La terapia génica para la X-SCID
] Un grupo de SCIDs es caracterizado por fallas en el desarrollo de los linfocitos
T (con o sin células NK). Estas fallas son originadas por la ausencia de la cadena yc, lo cual
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conduce a una sefializacién anormal de ciertos receptores de citoquinas (IL-2, IL-4, IL-7, IL-9,
IL-11, IL-15 y IL-21). Esta condicién puede presentarse como resultado de la falta de expresién
de yc o bien por la expresién de una forma no funcional de la misma (X-SCID) [371]. Este tipo de
inmunodeficiencia es la mas frecuente entre las diferentes formas de SCID, representando entre
un 50 a 60% de los casos [372}. X-SCID es provocada por mutaciones originadas en el locus
Xql2-13.1 del cromosoma x [373]). Estas mutaciones pueden ser bien diversas, pudiendo ir desde
simples sustituciones hasta una variedad de mutaciones puntuales [374, 375). Los pacientes que
padecen esta enfermedad carecen de linfocitos T maduros y de células NK, por el contrario el
nimero de linfocitos B es mds elevado que lo normal.

Del mismo modo que para otras formas de SCID, el dnico tratamiento de la X-SCID
consiste en el transplante de médula 6sea a partir de donantes histocompatibles. Como para el
caso de la deficiencia en ADA, la terapia génica para la X-SCID es una alternativa sumamente
interesante. Los buenos resultados obtenidos en ensayos pre-clinicos realizados en ratones y la
experiencia adquirida en los dltimos afios en los protocolos utilizados para ADA, fueron
estimulantes para que la terapia génica sea aplicada en pacientes deficientes en yc. Un caso
particular y sumamente llamativo, de un paciente X-SCID que presentaba una correccién parcial
de la inmunodeficiencia, también contribuyé a la puesta en marcha de los ensayos clinicos. En
este paciente pudo detectarse un pequefio nimero de linfocitos T circulantes normales
(expresando yc funcional), mientras que las otras células hematopoyéticas llevaban yc mutada
(376]. La Gnica explicacién para este descubrimiento es que una reversién de la mutacién se haya
producido en una célula progenitora T, y que entonces haya corregido el defecto. Este simple
evento pudo conducir a la generacién de una poblacién de células T normales, las cuales
pudieron ser detectadas en la sangre del paciente durante afios. Esto significa que la célula
progenitora revertante tuvo un extraordinaria capacidad de proliferar, probablemente debido a la
ventaja selectiva que le proporciond tener una yc normal. Este tipo de ventaja selectiva también
fue observada en los experimentos hechos en ratones. El concepto de ventaja selectiva es
primordial para la terapia génica de una SCID. El mismo permite alimentar la idea de que si una
célula progenitora transducida con un gen sano es inyectada en un paciente, la misma proliferard
de manera preferencial dando origen a todas las poblaciones de células hematopoyéticas que
requieran del producto funcional de dicho gen.

El 28 de abril del 2000, la revista Science publicaba un trabajo sin precedentes en la
historia de la terapia génica. Un equipo francés encabezado por el Dr Alain Fischer habia
aplicado un protocolo de terapia génica para la inmunodeficiencia en yc humana [312). El trabajo
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comenzado en 1999 por el equipo del doctor Fischer en el hospital Necker de Paris consistié en el
aislamiento de células progenitoras de la medula 6sea CD34" obtenidas a partir de pacientes, en

la transduccidn ex vivo de las mismas utilizando un vector retroviral derivado de MLV portando

el gen “wild type” de yc, y en la reintroduccién de las células transducidas mediante una
: inyeccién en dichos pacientes. En 4 de los 5 pacientes tratados, el transplante de células CD34"
E transducidas condujo a la generacién de células T que fueron fenotipicamente iguales a las de un
| individuo sano. También pudieron detectarse células T que habian emigrado recientemente del
| timo, indicando que luego del tratamiento la timopoyesis fue funcional. De manera interesante,
todas las células T y NK detectadas en estos pacientes expresan el transgén yc. Sin embargo, solo
de 0.1 a 1% de células mieloides, y de 1 a 1.5% de células B, expresan dicho transgén (312]. Una
vez mas esto pone de manifiesto la ventaja selectiva de las células T y NK, donde la cadena yc es

imprescindible, en cambio en otras células hematopoyéticas donde la presencia de yc pareceria

ser menos importante, su expresién no proporciona ventaja alguna.
Desde marzo del 99 hasta mediados del 2002, 11 pacientes han sido tratados y en 9 de

etlos, la correccion de la inmunodeficiencia en células T ha persistido por un periodo superior a

los 3 afos. Hasta mediados del 2002, todos los pacientes gozaban de buena salud, sin haber

contraido infecciones o haber manifestado alguna sintomatologia de SCID [377].

I1.4.2.a. Ultimo momento ...

Los ensayos clinicos de terapia génica contra la X-SCID sean quizas, en
términos de logros obtenidos, los mds espectaculares realizados hasta la fecha. Sin ninguna duda
i han marcado un punto de inflexién en la evolucién de esta disciplina. Pero la historia de la terapia
génica estd muy lejos de terminarse y cuando el éxito escribia una buena parte de esta historia, un

acontecimiento adverso introdujo un nuevo punto de interrogacién.

En octubre del 2002, el Dr. Fischer y la Dra. Cavazzana-Calvo, ambos responsables del
protocolo de terapia génica para la X-SCID, hacen publica la noticia que 30 meses después del
transplante, uno de los pacientes tratados por terapia génica habia desarrollado un desorden
linfoproliferativo similar a una leucemia, caracterizado por la proliferacién monoclonal de células
T yd. Las causas concretas que indujeron este desorden ain no han sido completamente
establecidas. El gen terapéutico es expresado normalmente en el clon T leucémico, dentro del
rango esperado para una célula T. Ademds ninguna mutacion fue detectada en la secuencia del

mismo. En su informe, Cavazzana-Calvo confirma que una sola copia del vector fue encontrada
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L en las células leucémicas, y que el sitio de integracién del mismo fue encontrado dentro de un
; gen celular que normalmente controla procesos de proliferacion y diferenciaciéon de células
| sanguineas. Este gene llamado LMO?2, es activado de manera anormal en algunos tipos de células
; T leucémicas, y en este caso en particular, su expresiéon fue aumentada considerablemente, entre
10 y 100 veces. Estos investigadores especulan que la integracion del vector pudo haber
modificado la regulacién de la expresién de LMO2, incrementando la posibilidad de una
transformacién leucémica. Probablemente otros eventos también hayan contribuido a esta
transformacién, y de hecho, en la mayoria de las células leucémicas se encontré una
translocacién cromosémica (6t;13), la cual fue detectada por primera vez 34 meses después del

transplante. Ademds, el paciente hab{a contraido una infeccion por el virus de la “varicella” antes

, de que la leucemia haya sido detectada lo cual pudo haber tenido algin efecto sobre el desarrollo
de la misma. Por Gltimo, distintos miembros de la familia de este nifio presentaban antecedentes
de céncer sugiriendo que el paciente pudo haber tenido una cierta predisposicion para desarrollar
la enfermedad [378].

Pero la historia no termina aqui. Dos meses después de que se diera a conocer el primer
caso adverso de este ensayo clinico, es decir en diciembre del 2002, el Dr Fischer y la Dra.
Cavazzana-Calvo reportan un segundo caso de leucemia en otro paciente X-SCID tratado por
terapia génica. Este segundo caso presenta ciertas similitudes y algunas diferencias con el
primero. De manera similar al primer caso, el segundo paciente fue tratado a una edad muy
temprana (3 meses de edad vs. 1 mes para el primero) con una fuerte dosis de células CD34" yc*.
Los dos nifios que desarrollaron la leucemia fueron los dos que recibieron las dosis mas altas de
células transducidas con yc. Ambos pacientes desarrollaron la leucemia aproximadamente 3 afios
después del comienzo del tratamiento. Por dltimo, en el segundo caso uno de los sitios de
integracion del vector retroviral fue localizado cerca (no dentro) del gen LMO2. A diferencia del
primer paciente, la leucemia en este nifo fue causada por la proliferacién descontrolada de tres
clones diferentes de linfocitos Taf (no Tyd). En los tres clones se detecté el mismo sitio de
| integracién del vector, en la cercania del gen LMO2. Debido a esto, es probable que los tres
clones provengan de una misma célula progenitora T. Este paciente no habia contraido la
“varicella” y se desconoce si en su familia existen antecedentes de cancer.

Si bien varios factores pueden haber intervenido en el desarrollo de la leucemia en estos
dos pacientes, el sitio de integracién del vector retroviral podria haber influido fuertemente en el
establecimiento de la linfoproliferacion. La insercion del retrovirus puede perturbar el

funcionamiento de un gen implicado en la regulacién del crecimiento y la proliferacién celular.
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Este fendmeno es conocido como oncogenesis insercional, y aunque nunca habfa sido detectado
en pacientes, la posibilidad de que el evento ocurra existe. Mientras que la oncogenesis
insercional ha sido siempre considerada como un riesgo tedrico, la experiencia francesa muestra
que dicho riesgo debe ser considerado como real.

Mientras que los dos pacientes estdn siendo tratados por quimioterapia y los mismos
soportan bien el tratamiento, los ensayos clinicos para la X-SCID en Francia y en el resto del
mundo han sido momentaneamente suspendidos. Por su parte, el Dr. Fischer, la Dra Cavazzana-
Calvo y todo un grupo de expertos, retinen sus esfuerzos para determinar con justeza cuales han
sido las causas que condujeron a la linfoproliferacién. Estos eventos adversos podrian
considerarse como un nuevo “traspié” de la terapia génica. Pero como podemos ver, la historia de
la terapia génica esta muy lejos de terminarse, solo es el comienzo, el inicio, el punto de partida
de una nueva etapa en la medicina moderna. Ain quedan muchos interrogantes por responder y

muchas mds paginas por escribir en este capitulo. ..
(Todos las informaciones suministradas en este item fueron obtenidos de los bancos de datos de

] la European Society of Gene Therapy (http://www.esgt.org) y de la American Society of Gene
Therapy (http://www.asgt.org), ambos actualizados en marzo del 2003.
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Objetivos

En muchos procesos de desarrollo y sefnalizacién en los vertebrados, los genes miembros

de una misma familia génica desempeifian funciones redundantes, y en ciertos casos las mismas
también pueden ser diferentes. En general, las moléculas pertenecientes a una misma familia son
originadas por la duplicacion de genes, los cuales subsecuentemente divergen en secuencia. De
este modo, moléculas muy similares del punto de vista estructural frecuentemente funcionan de
manera similar.

La familia de proteinas tirosina quinasas Syk forma parte de aquellas familias originadas
por la duplicacién de genes. ZAP-70 y Syk son los dos miembros que la componen y si bien estas
dos quinasas han sido caracterizadas, muchos interrogantes quedan sin responder sobre el

funcionamiento de las mismas en los procesos que regulan la diferenciacidn y activacién celular.

Uno de los objetivos de esta Tesis es el estudio de las proteinas ZAP-70 y Syk en los
procesos precoces de transduccion de sefiales en la activacién via el TCR de los linfocitos T. En
este estudio me interesaré principalmente a los eventos de sefializacién donde ZAP-70 y Syk
intervienen de manera activa. Ademas, intentaré dilucidar cuales son las diferencias funcionales
entre estas dos quinasas y cual es el aporte de cada una de ellas a la activacién celular. Para la
realizacién de este estudio me serviré de células T primarias humanas, obtenidas de individuos
sanos y de pacientes deficientes en ZAP-70. En paralelo, utilizaré lineas celulares T Jurkat,
expresando de manera diferencial las quinasas ZAP-70 y Syk. Para llevar a cabo este trabajo

emplearé diferentes técnicas de inmunohistoquimica y de biologia celular y molecular.

La inmunodeficiencia humana en ZAP-70 es un forma rara de SCID, que se caracteriza
por un bloqueo en el desarrollo de los linfocitos T CD8" y por la presencia de células CD4" no
funcionales en la sangre periférica de los pacientes que la padecen. Esta enfermedad comienza a
manifestarse durante el primer afio de vida de los nifios inmunodeficientes, generalmente cuando
los efectos protectores de los anticuerpos matermos disminuyen. De no ser tratados, los nifios
deficientes en ZAP-70 no sobreviven mds de dos afios debido a el desarrollo recurrente de
infecciones oportunistas devastadoras. Hasta el momento, el tnico tratamiento eficaz es el

transplante de médula dsea a partir de donantes histocompatibles. Desafortunadamente para la

64




p——

Objetivos

mayoria de los pacientes, la disponibilidad de donantes histocompatibles es limitada y otros tipos
de transplantes a partir de médulas no histocompatibles provocan serias complicaciones
inmunoldgicas.

Una estrategia alternativa que ha sido aplicada para el tratamiento de otras

inmunodeficiencias es la terapia génica con vectores retrovirales. Este tipo de terapia permite

introducir un gen sano (“wild-type”) en aquellas células donde se desea reemplazar un gen
defectuoso. De este modo, la introduccidn del gen “wild-type” de ZAP-70 en células aisladas de
pacientes deficientes en esta proteina y su posterior reimplantacién en los mismos podria

traducirse en un beneficio para estos pacientes.

El segundo de los objetivo de esta Tesis serd establecer las bases de un protocolo de
terapia génica para la inmunodeficiencia en ZAP-70. En una primera etapa investigaré si la
introduccién mediada por un vector retroviral del gen “wild-type” de ZAP-70 dentro de células T
CD4" aisladas de pacientes deficientes en ZAP-70 permite la reconstitucién de las funciones
defectuosas que presentan dichas células.

Si esta primera estrategia funciona, entonces me concentraré en los estudios in vivo para
tratar por terapia génica ratones deficientes en ZAP-70. En un primer tiempo estudiaré la
posibilidad de transducir células progenitoras de la médula 6sea utilizando un vector retroviral
conteniendo el gen “wild-type” de ZAP-70. Posteriormente introduciré las células transducidas en
los ratones ZAP-70"" con el fin de estudiar si mediante esta estrategia es posible reconstituir el
sistema hematopoyético de los ratones, incluyendo el desarrollo de células T. Ademds, este

estudio me permitird determinar si la expresién del gen “wild-type” de ZAP-70 se limita

solamente a las células T o si bien es expresado en otros tipos de células hematopoyéticas no-T.
Si este dltimo fuera el caso, evaluaré como esta expresién afectard la diferenciacién y el

funcionamiento de las células hematopoyéticas no-T.
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Materiales y Métodos

L Células T primarias humanas deficientes en ZAP-70

Las células mononucleares de la sangre periférica (PBMC) de dos pacientes deficientes en
ZAP-70, fueron aisladas por gradiente de centrifugacién en Ficoll-Hypaque. Las células Tof3
CD3*/CD4" fueron purificadas utilizando anticuerpos anti(ct)-CD4 unidos a bolitas magnéticas
segin el protocolo descrito por el fabricante (Dynal, Inc., Great Neck, NY). Luego de la
purificacién, las células fueron puestas en cultivo. Las mismas fueron cultivadas en medio Yssel
[379) suplementado con 1% de suero AB humano y con 100 u/ml de IL-2 humana recombinante, a
37 °C en una atmosfera con 5% de CO,. Las células fueron estimuladas cada quince dias con 0.5
ug/ml de fitohemaglutinina (PHA) y con factores de crecimiento aportados en “trans” por
PBMCs de donantes sanos y una linea celular B infectada con Epstein-Bar virus, irradiadas de
manera letal. Todos los experimentos de activacién via el TCR realizados en linfocitos T
primarios fueron hechos con células en estado de reposo, las cuales no fueron estimuladas
durante los 10 dias previos a la realizacién del experimento. Antes de la activacidn, las células
fueron incubadas toda la noche en medio Yssel sin IL-2 con el objetivo de reducir el nivel basal

de activacion de las mismas.

II.  Lineas celulares T

La linea celular T Jurkat, clon77-6.8, la cual expresa las proteinas ZAP-70 y Syk, fue
gentilmente donada por el Dr. K. A. Smith (New York, USA). La linea celular Jurkat E6.1,
deficiente en Syk, fue obtenida a partir de la American Type Culture Collection (ATCC,
Manassas, USA). La linea celular Jurkat P116, deficiente en Syk y ZAP-70 fue amablemente
donada por el Dr Jacques Nunes (Nice, France).

Las lineas celulares derivadas de la E6.1 y de 1a P116 expresando ZAP-70 y/o Syk, fueron
establecidas en el laboratorio por transduccién con los vectores retrovirales LZRS/ZAP-70/EGFP
o LZRS/Syk/EGFP.

Todas las lineas celulares fueron cultivadas en medio RPMI suplementado con 10% de
suero fetal bovino (FCS), en presencia de 1% de penicilina y estreptomicina, a 37 °C y en una
atmdsfera con 5% de CO,. Antes de ser activadas, las células fueron “hambreadas” durante 16

horas en medio RPMI, en ausencia de FCS.
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El vector LZRS-EGFP fue construido de la siguiente manera: la secuencia de 726 pb

codificando la EGFP, digerida con las enzimas de restriccién Ncol/Notl, fue clonada dentro del

plasmido pBluescript-IRES digerido con las mismas enzimas. La secuencia entera de 1324 pb
IRES-EGFP fue ligada dentro del vector LZRS, “downstream” del sitio de clonado multiple del
mismo [380). El vector LZRS-ZAP-70/EGFP fue creado a partir del vector que viene de ser
descrito. El cDNA “wild-type” de ZAP-70 humana fue clonado dentro del sitio de clonado
maltiple del vector, digerido con EcoRI y Notl. De la misma manera, el vector LZRS-Syk/EGFP
fue obtenido por el clonado del cDNA de Syk en el vector LZRS-EGFP digerido con EcoRI y
Notl.

Para los experimentos de transduccién de linfocitos T humanos y lineas celulares T, las
| particulas virales fueron producidas en la linea de empaquetaje PG13 la cual expresa la proteina
de la envoltura del virus de la leucemia del Gibbon ape (GALV), y en la linea anfotrépica
| Phoenix. La linea de empaquetaje PG13/LZRS-EGFP clon 7, fue establecida en el laboratorio

como describe [380]. Brevemente, las células PG13 fueron transducidas con el vector retroviral

LZRS-EGFP y luego de la transduccién, las células EGFP positivas fueron aisladas utilizando un
citometro de flujo FACScan o FACS vantage. Las células aisladas fueron luego clonadas por
dilucién limite en placas de 96 hoyos. La capacidad infecciosa de los sobrenadantes obtenidos de
cada uno de los clones, fue analizada en experimentos de infeccion de células T Jurkat. El
sobrenadante mas eficaz (clon 7) fue asi seleccionado, colectado, filtrado en filtros de 0.45 um y
guardados hasta su utilizacién a -80°C. La linea PG13/LZRS-ZAP-70/EGFP clon 10, fue

obtenida de manera similar a la linea anterior. La linea Phoenix/LZRS-Syk/EGFP fue generada

por transfeccion de la células Phoenix con el vector LZRS-Syk/EGFP y tratadas de igual manera
que en los casos precedentes.

Para la transduccidn de las células murinas, las particulas virales fueron producidas en la
linea de empaquetaje ecotrépica GP+E86. Las células GP+E86 fueron transfectadas con un
plaismido conteniendo las secuencias del vector LZRS-ZAP-70/EGFP y luego las células EGFP
positivas fueron seleccionadas por dos aislamientos secuenciales utilizando un citometro de flujo
FACScan o FACS vantage. El vector control utilizado en los experimentos realizados con células
murinas fue el MND-EGFP, el cual también deriva de MLV. La capacidad infecciosa de los

sobrenadantes conteniendo las diferentes particulas retrovirales, fue analizada en experimentos de

infeccién de células NIH3T3, y los mismos fueron de 2x 10° para el vector LZRS-ZAP-70/EGFP
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hasta su utilizacién a -80°C.

Todas las lineas de empaquetaje fueron cultivadas en medio DMEM suplementado con
10% de FCS, 2 mM de L-Glutamina, y 1% de penicilina y estreptomicina, a 37°C y en una
atmésfera con 5% de CO,. La totalidad de los sobrenadantes retrovirales producidos a partir de

las células de empaquetaje fueron obtenidos de cultivos celulares a 80-90% de confluencia,

crecidos a 32 °C durante 24 o 48 horas.

IV.  Transduccion de los linfocitos T primarios y de las lineas celulares T

Los protocolos de transduccion de células T utilizados fueron previamente establecidos y
L optimizados en el laboratorio [380]). Brevemente, las lineas celulares T E6.1 y P116 fueron
transducidas en placas de 24 hoyos tratadas con el fragmento de fibronectina (CH-296), diluido

r en PBS a una concentracién de 8ug/ml, durante 2 horas a temperatura ambiente. La fibronectina

no absorbida a la placa fue removida y 1x 10° células fueron sembradas en cada hoyo, en 0.5ml de
medio RPMI suplementado con FCS y antibidticos. 0.5ml de sobrenadante conteniendo las

particulas retrovirales fueron agregados en cada hoyo y luego las placas fueron guardadas a 37°C

toda la noche. Al dia siguiente, el medio de cada hoyo fue removido y 0.5ml de medio fresco
fueron agregados. Luego de la incubaciéon de la placa 6 horas a 37 °C, 0.5ml de un nuevo
sobrenadante retroviral fueron adheridos y las placas se incubaron nuevamente durante la noche.
Una vez finalizada la incubacién, las células fueron recuperadas y transferidas a nuevas placas
para ser cultivadas. Tres dias mads tarde, el porcentaje de células EGFP positivas fue evaluado por

citometria de flujo.

Para la transduccién de las células T primarias humanas deficientes en ZAP-70 y control,
72 horas antes de la transduccién las células fueron estimuladas como para su cultivo (ver item I).
Luego las mismas fueron transducidas con los sobrenadantes conteniendo las particulas
retrovirales LZRS-EGFP o LZRS-ZAP-70/EGFP. El protocolo de transduccién aplicado fue

idéntico al utilizado para las lineas celulares. Una vez finalizada la transduccidn, las células

fueron recuperadas y transferidas a nuevas placas para ser cultivadas. Tres dfas mas tarde, el

porcentaje de células EGFP positivas fue calculado por citometria de flujo.
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V. Aislamiento, transduccién y transplante de las células murinas de la médula ésea

Las células progenitoras de la médula 6sea fueron obtenidas a partir de ratones deficientes
en ZAP-70 (ZAP-70'/'). Los ratones fueron inyectados con 150mg/kg de S-fluorouracilo (5-FU)

i para eliminar las células en fase de proliferacidn y aumentar la proporcién de células progenitoras

las cuales permanecen en estado de quiescencia. Dos dias después, los ratones fueron sacrificados
y se recuperaron las tibias y fémures, a partir de los cuales se obtuvieron las células de la médula.
Las células obtenidas, como asi también células progenitoras obtenidas de ratones “wild-type”
utilizadas posteriormente como control, fueron lavadas e incubadas con un céctel de anticuerpos
lin® biotinilados, capaces de reconocer marcadores celulares presentes en células
hematopoyéticas diferenciadas y no en progenitoras. Luego las células fueron incubadas con
L bolitas magnéticas unidas a streptavidina para eliminar las lin*, segin lo descrito por el fabricante
(Dynal, Inc., Great Neck, NY). Después, las células progenitoras (lin") fueron lavadas y

estimuladas durante 48 horas con IL-3, IL-6 y SCF (stem cell factor), en medio DMEM

suplementado con 15% de FCS. Unicamente, las células estimuladas obtenidas de ratones ZAP-
70" fueron luego transducidas. La transduccién se realizé en placas de 24 hoyos tratadas con

fibronectina y preincubadas con las particulas virales. Las preincubaciones consistieron en 2
adiciones secuenciales de 1ml de sobrenadante retroviral MND-EGFP o LZRS-ZAP-70/EGFP,
incubadas 15 minutos cada una. Las células fueron transducidas en medio DMEM + 15% FCS en
presencia de IL-3, IL-6 y SCF y cultivadas durante 48 hs. Después, las células transducidas,

como asi también aquellas sin transducir obtenidas de ratones WT, fueron lavadas e inyectadas en

la vena de la cola de ratones ZAP-70"', irradiados de manera letal con 900 rad.

VI.  Aislamiento por FACS de las células EGFP*

Las células EGFP* fueron aisladas segiin la intensidad media de fluorescencia (MFI) de
cada una de las poblaciones celulares expresando la EGFP. Las células fueron concentradas a
1x10” células/m! en medio RPMI + 10% FCS y luego fueron aisladas por FACS. Las células
| seleccionadas fueron recuperadas en PBS y en los minutos siguientes las mismas fueron puestas
en cultivo. El nivel de expresién de la EGFP fue calculado 24 a 72 horas mas tarde.
Todos los aislamientos fueron hechos con un citometro FACScan o FACS vantage, con la

asistencia del Dr. C. Duperray (INSERM, Montpellier)
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VII. Anticuerpos y deteccion de marcadores de superficie

!

: Los anticuerpos monoclonales (mAbs) a-ZAP-70 clén 2F3.2 y o-zeta(o-C), como asi
I} también el anticuerpo policlonal o-Syk clén A7840, fueron generosamente donados por el Dr. A
l[ Weiss (University of California, San Francisco, USA). El mAb a-ZAP-70 capaz de reconocer la
]F formas humana y murina de la proteina, y los anticuerpos a-Erk-2 y a-PLC-y1 fueron comprados

| en Transduction Laboratories (Lexington, USA), El o-fosfoErk que reconoce la forma

183 185

doblemente fosforilada, Thr' ™ -Tyr ~” de Erk-1/Erk-2, fue adquirido en Promega (Charbonniére,
France), y el monoclonal o-fosfotirosina 4G10 en Upstate Biotechnology Inc (Lake Placid,
USA). Los anticuerpos policlonales oz—fosfoZAP3l9 y o-Lck fueron adquiridos en la compaiiia
Ozima (Evry, Francia).

Los clones de mAbs a-CD3, utilizados para la activacién de las células T via el TCR
fueron el UCHT1 y el OKT3. El UCHT1 fue obtenido de Pharmingen (San Diego, USA) y el
; OKT3 fue producido a partir de un hibridoma adquirido en la ATCC. Los anticuerpos a-F(ab’),
‘i de ratdén utilizados para el “crosslinking” fueron obtenidos de Pharmingen (Marseille, France)

El mAb a-CD3 conjugado con la molécula phycoerythrina (PE) (a-CD3-PE), utilizado

| para la marcacién del complejo TCR en las lineas celulares T fue obtenido de Immunotech

} (Marseille, Francia).
| Los mAbs conjugados con PE o CyChrome (Cy), a-CD3, a-CD4, a-CD8, a-CD62L, o-
"| CD2S, a-CD69, a-B220, a-IgGl, a-1gG3, a-IgM, a-CDS5 y o-TCRp, utilizados para la inmuno-

| marcacion de las células hematopoyéticas en los experimentos realizados en ratones, fueron todos

adquiridos en Pharmingen (San Diego, CA).

VIII. Estimulacién de las células T

Las células T primarias y las lineas celulares T fueron incubadas la noche previa a la

activacién en medio Yssel sin IL-2 o en medio RPMI sin suero, respectivamente, y luego fueron
lavadas en RPMI y concentradas a 1x107 células/ml para ser activadas. Las células primarias
fueron estimuladas con el anticuerpo &-CD3 OKT3 (10ug/ml) y las lineas celulares con el a-
CD3 UCHT1 (10pug/ml), durante un minuto a 37 °C. Luego se agregé un anticuerpo o-F(ab’), y

se incubd otros dos minutos para el “crosslinking”. En los experimentos de co-estimulacién

CD3/CD4, las células fueron activadas con una mezcla del «-CD3 UCHT1 (10ug/ml) y del -
}
CD4 (10ug/ml) y luego incubadas con el anticuerpo a.-F(ab’),.
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Para la activacidn de las células con pervanadato, las mismas fueron concentradas a 1x 10’
células/ml como se indicé arriba, y luego fueron incubadas durante 5 minutos con una mezcla de
Na,VO,0,ImM y H,0, 0,3mM en PBS, a 37 °C.

Una vez activadas las células fueron lisadas en un “buffer” de lisis 1% NP-40 (Nonidet P-
40), suplementado con los inhibidores de proteasas y fosfatasas, aprotinina y PMSF, y Na,;VO,,

B-glicerofosfato, piruvato de sodio y fluoruro de sodio, respectivamente. Las células activadas

fueron lisadas durante 15 minutos, en hielo.

IX. Inmunoprecipitacion e inmunoblots

Los sobrenadantes post-nucleares obtenidos por centrifugacién de las células lisadas
fueron colectados y utilizados como extractos celulares totales o para experimentos de
inmunoprecipitacién. Las inmunoprecipitaciones se realizaron incubando los sobrenadantes con
los anticuerpos deseados entre 2 y 4 horas, a 4°C. Luego, las muestras fueron incubadas con
proteina A-sefarosa durante toda la noche y a la misma temperatura. Los inmunoprecipitados y
extractos totales fueron hervidos y resueltos en geles de electroforesis de poliacrilamida
conteniendo SDS (SDS-PAGE) para luego ser transferidos sobre membranas de nitrocelulosa.
Los inmunoblots se realizaron bloqueando las membranas 1 hora con TBS (NaCl 150mM, Tris
20mM pH?7.5) conteniendo 0.1% de Tween 20 y 5% de seroalbimina bovina (BSA) o leche
descremada. Una vez bloqueadas las membranas fueron incubadas con los anticuerpos indicados
durante 1 hora a temperatura ambiente y luego 30 minutos con los anticuerpos secundarios contra
ratén o conejo, conjugados con la HRP (horse-radish peroxidase). Finalmente las proteinas
inmunoreactivas fueron visualizadas usando el sistema de deteccion ECL (enhanced

chemiluminescence). Para las utilizaciones posteriores, las membranas fueron deshibridadas y los

inmunoblots fueron realizados como ha sido explicado.

X. Determinacion de la proliferacion de los linfocitos y de la secrecion de citoquinas

Las células T primarias humanas (1x10° en 100ul/hoyo) fueron cultivadas por triplicado en
placas de 96 hoyos, en presencia o ausencia de IL-2 (100 u/ml) y del mAb OKT3 inmovilizado
(1pg/ml). Luego de tres dias en cultivo, las células fueron pulsadas con *H-Timidina (1uCi/hoyo)

durante 12 horas, luego recuperadas y mds tarde la radioactividad incorporada en las mismas fue

monitoreada en un contador de centelleo.

71

Muateriales v Mdétodos



Mareriales v Métodos

Para la determinacién de la capacidad proliferativa de los esplenocitos murinos obtenidos
de los ratones en los ensayos pre-clinicos realizados, las células fueron sembradas por triplicado
en placas de 96 hoyos (1x10° en 100pl/hoyo). Las mismas fueron cultivadas en RPMI
suplementado con 10% FCS y 50 mM de 2-mercaptoethanol, en ausencia o presencia de a-CD3
(lpg/ml) y a-CD28 (2ug/ml), o de Lipopolisacdrido (LPS) (20pg/ml). Luego de 48 horas las
células fueron pulsadas con 0,5 uCi/hoyo de 3H-Timidina durante 16 horas, recuperadas y la
radioactividad incorporada en las células fue monitoreada como se indicé arriba.

Para medir la cantidad de IL-2 secretada, las células fueron activadas como se indicé y 24
horas mas tarde se recolectaron 0,5 ml de sobrenadante de cultivo libre de células, a partir de
cada hoyo de la placa. La concentracién de IL-2 en estos sobrenadantes fue determinada
utilizando un kit ELISA comercial, segtn las indicaciones del fabricante (Immunotech, Marseille,

Francia).

XI.  Ensayo in vitro de conmutacién del isotipo de las inmunoglobulinas

Los esplenocitos obtenidos 18 semanas luego de efectuado el transplante de los ratones,
fueron cultivados en RPMI suplementado con 10% FCS a una concentracién de 1x10° células/ml.
Para la induccién de la conmutacién del isotipo de las inmunoglobulinas se agregé LPS
(20pg/ml) o LPS + IL-4 (25ng/ml). Después de 6 dias de cultivo, las células fueron colectadas y
marcadas con el mAb o-B220-PE conjuntamente con los mAbs a-IgG1-Cy o a-IgG3-Cy, y
luego analizadas por FACS.

XII. Analisis del repertorio del TCR de las células T

El ARN total fue preparado a partir de esplenocitos obtenidos 18 semanas post-transplante,
utilizando RNAlater (Ambion, Austin, TX). 2ug del ARN fueron utilizados para realizar una
transcripcion inversa con hexanucleétidos al azar (Pharmacia Biotech, Orsay, Francia) y una
transcriptasa inversa del virus de Moloney (MoMLYV) (RT; Gibco, Cergy, Francia). Los ADNc
fueron amplificados (40 ciclos) en una mezcla de reaccién de 25 pl conteniendo 1 de los 24
“primers” TCRBV (regién hipervariable de la cadena 3 del TCR) y un “primer” C( capaz de
reconocer las dos regiones constante C1 y CPB2 de la cadena B (381, 382]. 2 ul de cada uno de los
24 fragmentos TCRBV/Cf productos de la PCR fueron empleados para realizar 2 ciclos de
elongacién utilizando un “primer” CP marcado fluorescentemente (6-Fam) que permite que los

productos de la misma puedan ser detectados en un secuenciador automadtico de ADN. 1ul del
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producto resultante fue cargado en un gel de secuencia de acrilamida al 6%, resuelto, y luego los
fragmentos fueron analizados por tamafio y fluorescencia utilizando el sofrware Immunoscope.

En este trabajo se utilizé la nomenclatura TCRBYV propuesta por B. Arden y colaboradores [383].

XIII. Analisis estadisticos

La significacidn estadistica fue calculada utilizando un test ¢ de Student, con una
distribucidén unilateral y con varianzas iguales (homoscedastica) para dos muestras
independientes. Se considerd que los datos fueron significativamente diferentes cuando el valor
de P fue inferior a 0,05 (p<0,05). Todos los datos son presentados como la media + el desvio

estandar.
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Resulrados Parte 1

Resultados Parte I

Rol de las proteinas tirosin in ZAP-7 k
n la senalizacion via el TCR

A- “ZAP-70 y Syk regulan de manera diferencial los eventos precoces de
seializacion via el TCR en células T primarias CD4* humanas y en lineas
celulares T”

Introduccion

Las proteinas tirosina quinasa ZAP-70 y Syk funcionan de manera diferente en los

procesos que regulan la diferenciacién de los linfocitos T y probablemente ambas proteinas

participan diferencialmente en la sefializacion via el TCR. Los mecanismos por los cuales ZAP-
70 y Syk son activadas han sido bien estudiados y existe una vasta literatura al respecto (ver
Introduccién General, capitulo II). Sin embargo, el rol que desempefia cada una de estas quinasas
en los eventos precoces durante la cascada de sefalizacién del TCR aidn no ha sido bien
documentado. La falta de modelos celulares en los cuales estas dos proteinas son expresadas
separadamente han hecho dificil un estudio comparativo de ambas. Mientras que diferentes lineas
celulares T y células T primarias expresan ZAP-70 en una casi total ausencia de Syk, pocos o
ningdn sistema celular T expresa Syk en ausencia de ZAP-70. Ademds, la obtencién por
transfeccidn de lineas celulares T expresando de manera estable Syk no ha podido realizarse ya
que la proteina pareceria tener ciertos efectos citotéxicos cuando su nivel de expresién es elevado
[265].

En los estudios realizados por la Dra. Taylor con células T CD4" deficientes en ZAP-70
transformadas con el virus HTLV-I, se encontré que Syk era expresada entre 5 y 10 veces mas
que en células T normales [384]. Tiempo mas tarde, los estudios efectuados en el laboratorio por
la Dra. Noraz con células T CD4" aisladas de nuevos pacientes deficientes en ZAP-70 y
cultivadas in vitro, demostraron que la expresion de Syk en estas udltimas también fue
significativamente mayor que aquella observada en células T obtenidas de individuos sanos [275].
De este modo, las células T deficientes en ZAP-70 cultivadas in vitro y expresando Syk se

transformaron en un modelo celular de sumo interés para el estudio comparativo de ZAP-70 y

Syk.
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Los estudios de caracterizacidn de las células T deficientes en ZAP-70 y expresando Syk
realizados por la Dra. Noraz demostraron que las mismas fallan para responder a una
estimulacién del TCR, siendo incapaces de proliferar. Ademds, la fosforilacién de Syk en estas
células resultd en la activacidn diferencial de ciertas moléculas de sefializacién provocando una
movilizacién de Ca®* intracelular mas importante, una disminucién de la actividad quinasa de las
proteinas Erk, JNK y p38, y un profundo defecto en la secrecién de IL-2 [275). El aporte del
trabajo realizado por la Dra. Noraz permite afirmar que aunque Syk puede compensar ciertas

funciones de ZAP-70 activando moléculas efectoras que actian mas tardiamente, las dos quinasas

modulan de modo diferente las sefiales en respuesta a la estimulacién del TCR.

| Teniendo en cuenta que ZAP-70 y Syk intervienen en los procesos de fosforilacién que
tienen lugar tempranamente luego de la activacién del TCR, el estudio de estas dos quinasas en
los eventos precoces de sefializacién permitiria determinar si existen diferencias en los
mecanismos de activacién de cada proteina que pudieran provocar la activacién diferencial de
moléculas efectoras. Para intentar responder a estos interrogantes se utilizé como modelo de
estudio las células T deficientes en ZAP-70 que expresan Syk, juntamente con células T control
aisladas de individuos sanos y con lineas celulares T expresando ZAP-70 y/o Syk de manera

estable.

Con el fin de facilitar la lectura de esta Tesis las células T deficientes en ZAP-70 que

expresan Syk descritas por [275] serdn definidas como células T primarias ZAP-70/Syk™.

Resultados
! Syk es fuertemente expresada en células T deficientes en ZAP-70 cultivadas in vitro y es
fosforilada luego de la estimulacion del TCR

Con el fin de determinar el nivel de expresién de Syk en las células T deficientes en ZAP-
70, se realizaron experiencias de “western blot” utilizando un anticuerpo especifico contra Syk.
Los resultados obtenidos muestran que en las células T deficientes en ZAP-70 cultivadas in vitro,
el nivel de expresion de Syk fue muy superior al observado en células T control cultivadas de la
misma manera (Figura 1). Estos datos coinciden con las observaciones previas realizadas en el
laboratorio por la Dra. Noraz, donde células T cultivadas in vitro obtenidas a partir de 5 pacientes
no relacionados deficientes en ZAP-70, presentaron niveles de expresién de Syk
significativamente mds altos que los observados en células T normales {275). Aunque las causas

del aumento en la expresién de Syk en las células de pacientes atin no han sido determinadas, las
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Figura 1- Nivel de expresion de las proteinas Syk y ZAP-70 en las células T primarias ZAP-

707 /Syk™ y control.

ZAP-707/

CTRL gy

a-Syk

a-ZAP-70

—
e
o-Erk-2 —-q

Figura 1- Extractos celulares totales obtenidos de 1x10° células T primarias aisladas de

pacientes deficientes en ZAP-70 (ZAP-707/Syk™) o de individuos sanos utilizadas como
control (CTRL), fueron resueltos en un 10% SDS-PAGE vy transferidos sobre una membrana
de nitrocelulosa. Luego el nivel de expresién de Syk fue monitoreado por western-blot
utilizando un anticuerpo policlonal «-Syk. Los niveles de ZAP-70 y de proteina cargada eb
cada hoyo, Erk-2, son mostrados como un control.

Figura 2- Inmunoprecipitacién de Syk y evaluacion de su estado de fosforilacion en las células

T primarias ZAP-707/Syk" .

ZAP-70/
CTRL Syk*
a-CD3I _ + 1 1 - g |
wEX 3P Syk
a-Syk p—

Figura 2- Syk fue inmunoprecipitada a partir de 5x10° células T primarias aisladas de
pacientes deficientes en ZAP-70 (ZAP-70/Syk") o de individuos sanos utilizadas como
control (CTRL), estimuladas (+) o sin estimular (-) con un mAb «a-CD3. Los
inmunoprecipitados fueron analizados por western-blot con un mAb a-fosfotirosina (a-PY)
para evaluar el nivel de fosforilacion de Syk. La posicion de Syk fosforilada es indicada por
la flecha. Las membranas fueron rehibridadas con un a-Syk para determinar el nivel de Syk
inmunoprecipitada (panel inferior).
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observaciones de la Dra. Noraz demuestran que dicho incremento no es producto de la seleccién
de un clén individual de células T que en un momento dado comenzaron a expresar Syk.

Para asegurarse que las células expresando Syk eran deficientes en ZAP-70, las
membranas fueron rehibridadas con un anticuerpo especifico contra ZAP-70. Como se esperaba,
ZAP-70 solo fue detectada en las células T aisladas de individuos sanos, en tanto que en las
células aisladas de pacientes la proteina no pudo ser detectada (Figura 1).

Para determinar si Syk podia ser fosforilada sobre tirosina en respuesta a la estimulacién
del TCR en las células T primarias ZAP-70/Syk* se efectuaron experiencias de
inmunoprecipitacién de Syk a partir de lisados celulares obtenidos de dichas células y de células
T control, sin activar o estimuladas via el TCR. Los resultados muestran que luego de la

activacion del TCR, Syk es fosforilada sobre tirosina solo en las células T primarias ZAP-70

/Syk*, en tanto que en las células T control tratadas de manera equivalente no se detect6 ninguna
sefial correspondiente a Syk fosforilada (Figura 2).

Conjuntamente, estos resultados demuestran que mediante el cultivo in vitro de células T
deficientes en ZAP-70 se puede disponer de un modelo de células T primarias humanas donde la
quinasa Syk es expresada en ausencia de su proteina homéloga ZAP-70. Ademds, el hecho que
Syk pueda ser activada por fosforilacién sugiere que en estas células la proteina es funcional.
Este modelo celular proporciona una herramienta dnica y fundamental para el estudio

comparativo de ZAP-70 y Syk en un contexto fisiolégico de células T sin transformar.

ZAP-70 y Syk difieren en su capacidad para sustentar la fosforilacién de la cadena { del
TCR en células T CD4"* primarias humanas

La estimulacién del TCR conduce a la fosforilacién de residuos tirosina de miltiples
proteinas que intervienen en las cascadas de sefializacién de este receptor. La accién de estas
proteinas una vez activadas inducird cambios en el interior de la célula que determinaran el
estado fisiolégico de la misma. Para estudiar los roles de ZAP-70 y Syk en la fosforilacién de
proteinas dependiente del TCR, células T primarias ZAP-70/Syk™ y células T control fueron
estimuladas via el TCR y a partir de ellas se realizaron experiencias de “western-blot” utilizando
anticuerpos anti(o) -fosfotirosina. Como se esperaba, en ambos tipos celulares la estimulacién del
TCR condujo a un aumento en la fosforilacién de proteinas de diverso peso molecular. Sin
embargo, el perfil de fosforilacién obtenido en las células T primarias ZAP-707/Syk™ estimuladas

fue mas atenuado que el observado en las células control (Figura 3-A). Llamativamente, el
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Figura 3-A- Pattern de proteinas fosforiladas sobre tirosina en las células T primarias
control y ZAP-707/Syk" estimuladas via el TCR.
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C-p23
&-p21

F igura 3-B- Inmunoblot anti-& para determinar el nivel de expresion de la cadena C en las
células T primarias control y ZAP-70'/Syk" .

ZAP-707/
Syk*

Figura 3- A- 1x10° células T control (CTRL) o ZAP-70/Syk" fueron estimuladas (+) o no (-)
con un mAb a-CD3. Los extractos celulares totales obtenidos de las mismas fueron resueltos
electroforeticamente (10% SDS-PAGE) y analizados por western-blot con un mAb a-fosfotirosina
(a-PY). Las flechas indican la posicién de las dos formas fosforiladas de la cadena C del TCR, p21
y p23. A la derecha del panel las cifras corresponden a un marcador de peso molecular. B- Para
determinar el nivel de expresion de C,no fosforilada (C-p16), las membranas fueron rehibridadas
con un mAb a-C (panel superior). Para verificar la cantidad de proteina cargada en el gel, las
membranas fueron rehibridadas con un mAb a-Erk-2 (panel inferior).
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doblete de peso molecular préximo a 20kD correspondiente a las formas p21 y p23 de la cadena
del TCR fosforilada, no pudo ser detectado en estas células (Figura 3-A). Mis curioso ain, la
forma {-p21 que es fosforilada de manera constitutiva en las células T control sin activar,
tampoco pudo ser detectada en las células expresando Syk (Figura 3-A). Estas observaciones no
fueron consecuencia de una reducida cantidad de proteinas totales cargadas en el gel, ya que la
rehibridacién de la membrana con un anticuerpo o-Erk-2 demostré que el nivel de proteina Erk-2
fue equivalente entre las distintas células (Figura 3-B). Por otra parte, estos resultados fueron
confirmados en reiteradas oportunidades descartando que estas observaciones sean consecuencia
de algtin artefacto experimental.

La ausencia de  fosforilada en las células ZAP-70/Syk* pudo haber sido la consecuencia
de un déficit en la expresion de la cadena. Para determinar si este era el caso, el nivel de
expresion de { en estas células y en las células T control fue monitoreado por “western blot”
utilizando un anticuerpo a-{ . Los resultados presentados en la Figura 3-B muestran claramente
que la cantidad de { presente en ambos tipos celulares fue equivalente, indicando que en estas
células esta cadena es correctamente expresada.

En conjunto, estos resultados sugieren que en las células T primarias humanas ZAP-70 y
Syk difieren en sus capacidades para sustentar la fosforilacion de la cadena £ del TCR. Mientras
que en presencia de ZAP-70 la fosforilacién de { es efectuada de manera constitutiva y en
respuesta a la estimulacién del TCR, la presencia de Syk no es suficiente para permitir alguno de

los dos tipos de fosforilacién de la cadena.

El defecto de fosforilacién de { en las células T primarias ZAP-707/Syk* puede ser revertido
por la introduccion de ZAP-70

Para determinar si el defecto de fosforilacién de { en las células T primarias ZAP-70
/Syk® podia ser revertido por ZAP-70, la proteina portando una “etiqueta” VSV-G en su
extremidad C-terminal fue expresada ectopicamente. La introduccién de ZAP-70 dentro de las
células T ZAP-70/Syk” se realiz6 mediante la transduccién de estas dltimas con el vector
retroviral LZRS-ZAP-70/EGFP conteniendo el gen “wild-type” de ZAP-70 (Figura 4-A).
Paralelamente y para descartar posibles cambios en el estado de activacion de las células debidos
exclusivamente a la presencia del vector, las células ZAP-707/Syk* y las células T control fueron
transducidas con un vector retroviral “vacio” LZRS/EGFP llevando solamente el gen reportero

EGFP (Figura 4-A). Para evaluar si ZAP-70 fue bien expresada en las células transducidas, las
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Figura 4-A Representacion de los vectores retrovirales LZRS-ZAP-70/EGFP y LZRS/EGFP.
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Figura 4-B La fosforilacién de la cadena  del TCR en las células T primarias ZAP-707/Syk*
es restaurada por la expresion ectépica de ZAP-70.
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Figura 4- A. Esquema de los vectores retrovirales LZRS/EGFP y LZRS-ZAP-70/EGFP utilizados
para la transduccion de las células T primarias ZAP-70/Syk*. B. 1x10° células T primarias control
o ZAP-70/Syk" transducidas con el vector LZRS/EGFP (CTRL/EGFP y ZAP-707/Syk’/EGFP,
repectivamente), y 1x 10° células T primarias ZAP-707/Syk" transducidas con el vector LZRS-ZAP-
70/EGFP (ZAP-70"/Syk"), fueron estimuladas (+) o no (-) con un mAb a-CD3. Los extractos
celulares obtenidos de las células fueron resueltos en 10% SDS-PAGE y analizados por western-
blot. El nivel de expresion de ZAP-70 fue monitoreado con un mAb «-ZAP-70. Las flechas indican
las formas endégena (ZAP-70) y ectdpica (ZAP-7OVSVG) de la proteina. El nivel de Syk fue
calculado rehibridando la membrana con un anticuerpo -Syk. La cantidad de proteina cargada en
el gel fue verificada con un mAb a-Erk-2. Para determinar el estado de fosforilacion de la cadena €
, la membrana fue rehibridada con un mAb a-fosfotirosina (a-PY). Las flechas en el panel inferior
indican la posicién de las formas fosforiladas p21 y p23 de la cadena € del TCR.
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mismas fueron lisadas y el nivel de ZAP-70 fue monitoreado por “western blor”. Como se puede

apreciar en la figura 4-B, ZAP-70 fue bien expresada en las células ZAP-70/Syk™" transducidas

(ZAP-70*/Syk™), y su nivel de expresién fue entre 2 y 3 veces superior al de ZAP-70 endégena,
observado en las células T control transducidas con la EGFP. El retardo en la migracién de la
banda correspondiente a ZAP-70 ectépica es debido a la presencia de la etiqueta VSV-G que
aumenta ligeramente el peso molecular de la proteina. De acuerdo a lo observado en esta figura,

la presencia de ZAP-70 pareceria afectar el nivel de expresién de Syk, sin embargo, la cantidad

de proteina total cargada en las calles del gel correspondientes a las células ZAP-70%/Syk* fue

algo inferior a la observada para las células ZAP-70/Syk" transducidas con la EGFP (Figura 4-B,
blot a-Erk-2). En consecuencia, se puede asumir que el nivel de Syk en estas dos células no
difiere significativamente y por lo tanto que la presencia de ZAP-70 no altera la expresion de esta
proteina (Figura 4-B, blot a-Syk). Es importante destacar que ZAP-70 tampoco afecto el estado
de foforilacién de Syk, ya que la proteina fue correctamente fosforilada en las células T ZAP-
70*/Syk™ estimuladas via el TCR (datos no presentados).

Con el fin de determinar el estado de fosforilacion de { , las células T primarias
transducidas con ZAP-70 (ZAP-70%/Syk®) como asi también células ZAP-70/Syk*/EGFP y
células T control/EGFP, fueron estimuladas via el TCR y la fosforilacién fue evaluada por

“western blot”. El nivel de fosforilacién de { en las células ZAP-70/Syk*/EGFP y control/EGFP

fue equivalente al observado respectivamente en las células ZAP-707/Syk* y control sin
transducir, indicando que la presencia del vector solo no modifica el estado de activacidén de las
células transducidas (Figura 4-B). De manera sorprendente, en las células transducidas con el
vector portando el gen de ZAP-70, la fosforilacién de { aumenté significativamente. La expresién
ectépica de ZAP-70 no solo aumentd la fosforilacidn constitutiva de £ -p21 sino también la de la
forma  -p23 inducida por la estimulacién del TCR, ademas, el nivel de fosforilacién observado
fue equivalente al detectado en las células T control (Figura 4-B).

Estos resultados confirman lo antes mencionado, que ZAP-70 y Syk difieren en sus
capacidades para sustentar la fosforilacién de la cadena { . Al mismo tiempo demuestran que los
defectos en la fosforilacion de { pueden ser revertidos por alguna funcién aportada
exclusivamente por ZAP-70 la cual no puede ser sustituida por la accién de su quinasa homéloga

Syk. Este hecho es otra prueba elocuente de que el defecto de fosforilacién de £ en las células T
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Figura 5- Nivel de fosforilacion de ZAP-70 y de Syk asociadas a la cadena & del TCR.
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TCR fue inmunoprecipitada a partir de lisados celulares totales

obtenidos de 1x107 células T primarias control (CTRL) o ZAP-707/Syk" sin estimular (-),
estimuladas con un mAb a-CD3 (+), o co-estimuladas con los mAbs a-CD3 y a-CD4 (++). Los
inmunoprecipitados fueron resueltos en 10% SDS-PAGE y analizados por western-blot. El estado
de fosforilacion ZAP-70 y de Syk asociadas a la cadena C fue determinado hibridando las
membranas con un anticuerpo c-fosfotirosina («t-PY). Las flechas indican la posicion de las formas
fosforiladas de Syk y de ZAP-70 (panel superior). El nivel de asociaciéon de ZAP-70 y de Syk con C
fue estimado rehibridando las membranas con anticuerpos a-ZAP-70 o a-Syk, respectivamente.
Para determinar si la cantidad de T inmunoprecipitada en cada condicién fue equivalente, la
membrana fue rehibridada con un mAb «-C .
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ZAP-70'/Syk* estd directamente asociado con estas quinasas y no con alguna caracteristica

particular intrinseca a { .

ZAP-70 y Syk recrutadas sobre la cadena { del TCR exhiben un nivel de fosforilacién
diferente luego de la estimulacién via este receptor de las células T CD4" primarias
humanas

ZAP-70 y Syk participan activamente en la formacién de complejos multiproteicos
interactuando con los ITAMs fosforilados y con diferentes moléculas efectoras. Dado que en las
células T primarias humanas estimuladas via el TCR estas dos quinasas modulan de modo
diferente la activacién de moléculas efectoras [275], y que la fosforilacién de la cadena £ del TCR
es diferente en presencia de Syk o de ZAP-70 (este manuscrito), era interesante estudiar el nivel

de fosforilacién de estas dos quinasas luego del recrutamiento de las mismas sobre { . Para ello,
la cadena { del TCR fue inmunoprecipitada a partir de células T ZAP-707/Syk” y de células T

control sin estimular, estimuladas via el TCR o co-estimuladas con un anticuerpo a-CD4 (ver
materiales y métodos). Luego, el estado de fosforilacién de ZAP-70 y de Syk co-
inmunoprecipitadas con { fue evaluado por “western blot”. En las células T control estimuladas
por el TCR, la banda de 70kD correspondiente a ZAP-70 fue claramente detectada por el
anticuerpo o-fosfotirosina, indicando que la proteina es bien fosforilada una vez recrutada sobre
€ (Figura 5). Como era de esperar, la co-estimulacién de estas células via el co-receptor CD4
incrementé drasticamente el nivel de fosforilacién de ZAP-70. Contrariamente, en las células T
ZAP-70/Syk* la banda de 72kD correspondiente a Syk solo fue detectada en condiciones de co-
estimulacién, y la intensidad de la misma fue muy inferior a la de ZAP-70 observada en las
células control (Figura 5).

Con el fin de determinar el nivel de asociacién de ZAP-70 y Syk con £, la membrana fue
rehibridada con anticuerpos especificos para estas dos proteinas. Como puede observarse, la
hibridacién con el anticuerpo a-ZAP-70 revelé que en las células T control ZAP-70 co-
inmunoprecipita con { y que su nivel de recrutamiento es maximo cuando las células son co-
estimuladas (Figura 5). En lo que respecta a Syk, el anticuerpo especifico contra esta quinasa
revel6 que la proteina es capaz de interactuar con la cadena { . De manera similar a ZAP-70, el
nivel de recrutamiento de Syk aumenté progresivamente con la estimulacion de las células
alcanzando el maximo luego de la co-estimulacién (Figura 5). Aunque ambas proteinas fueron
capaces de asociarse a {, las cantidades relativas de ZAP-70 y de Syk recrutadas no pudieron ser
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Figura 6-A Representacion del vector retroviral LZRS-Syk/EGFP
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Figura 6-B Andlisis del nivel de correlacion entre la fluorescencia emitida por le EGFP y la
expresion de Syk en las células T transformadas P116, transducidas con los vectores retrovirales
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Figura 6- Obtencion de las lineas celulares T expresando la quinasa Syk.

A- Esquema del vector retroviral LZRS-Syk/EGFP utilizado para la transduccién de las células T
transformadas P116 (ZAP-70/Syk’). B- Las células P116 transducidas con el vector LZRS-
Syk/EGFP (transduccién) fueron separadas por citometria de flujo (FACS) segtin sus intensidades
medias de fluorescencia (MFIs) emitidas por la EGFP. De este modo se obtuvieron 3 poblaciones
de células P116 transducidas expresando niveles bajos (SykI ), intermedios (Syk"‘ 1), o altos (Ska)
de la proteina Syk. Como control se utilizaron células P116 sin transducir. El nivel de expresion de
Syk en cada una de estas poblaciones fue evaluado por western-blot utilizando un anticuerpo
policlonal aSyk. Los resultados demuestran una buena correlacién entre la expresion de la
proteina Syk y la fluorescencia emitida por la EGFP. Para determinar si la cantidad de proteina
cargada en cada hoyo fue equivalente, la membrana fue rehibridada con un mAb a-Erk-2.
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comparadas, debido a que los anticuerpos 0-ZAP-70 y a-Syk utilizados no reconocen sus
proteinas especificas con la misma afinidad.

Estos resultados permiten afirmar que el nivel de fosforilacién de ZAP-70 asociada a { en
las células T control es superior al que presenta Syk en las células ZAP-707/Syk*, sin embargo los
mismos no son suficientes para explicar las causas de estas diferencias. Una posibilidad es que la
pobre fosforilacién de { en las células ZAP-70/Syk™ haya ocasionado una asociacién més baja de
Syk con esta cadena, y por lo tanto la cantidad de Syk fosforilada unida al TCR fue inferior a la
de ZAP-70 en las células T control. Por otro lado, es posible que la cantidad de Syk en las células
ZAP-707/Syk”™ sea inferior a la de ZAP-70 en las células control, y en consecuencia habria un
nimero mas bajo de moléculas de Syk disponibles para interactuar con { y nuevamente habria

menos cantidad de Syk que de ZAP-70 asociada y fosforilada.

Generacion de lineas celulares T expresando niveles equivalentes de ZAP-70 y de Syk

Como venimos de ver, en las células T primarias ZAP-70/Syk™ la fosforilacién de { es
defectuosa y el nivel de Syk fosforilada asociada a la misma fue muy inferior al que presenté
ZAP-70 en las células T control. Una menor cantidad de Syk en las células ZAP-70/Syk* podria
ser la causa de las defectos observados en estas células. De este modo, consideramos de sumo
interés estudiar como { es fosforilada cuando Syk es expresada a niveles equivalentes a los de
ZAP-70. Para ello decidimos generar lineas celulares T expresando separadamente niveles
equivalentes de estas dos quinasas. Luego de prolongados esfuerzos se pudieron generar lineas T
expresando ZAP-70 o Syk a niveles equivalentes y de manera estable. Dichas lineas fueron
obtenidas mediante la transduccién con vectores retrovirales de la Jinea celular T PI16 de
fenotipo ZAP-707/Syk’, descrita previamente por Williams y colaboradores [265].

Los vectores retrovirales LZRS, contienen el ADNc de ZAP-70 o bien el de Syk, junto
con el gen reportero EGFP situado después de una secuencia IRES (Figuras 4-A y 6-A). En los
mismos el gen de interés (ZAP-70 o Syk) y el gen reportero estan bajo el control de un mismo
promotor LTR (ver introduccién general, item 1.2.1.a. del capitulo V) , lo cual junto con la
presencia de la secuencia IRES, permite una expresién equivalente de ambas proteinas (de interés
y reportera). De este modo, el nivel de expresién de la EGFP en las células transducidas es
representativo del nivel de expresion de ZAP-70 o de Syk, dependiendo del vector que haya sido

utilizado. Las células EGFP" transducidas con el vector Syk o con el vector ZAP-70, con
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Figura 7- Andlisis por FACS de la expresion del complejo TCR/ICD3 en las células T
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Figura 7-

especifico conjugado a PE, incapaz de reconocer el CD3 (ll).

2x10° células P116Syk", P116Syk™ y P116Syk" fueron marcadas con un mAb -CD3
conjugado a la molécula fluorescente phycoerythrina (PE). Luego la células marcadas fueron
analizadas por FACS. Como control se utiliz6 la linea P116 marcada con un anticuerpo control no
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intensidades medias de fluorescencia (MFIs) similares, expresarian cantidades equivalentes de
Syk y de ZAP-70.

Para la obtencién de la linea T expresando Syk, las células P116 fueron transducidas con
el vector LZRS-Syk/EGFP. Luego de la transduccién, 31% de las células fueron EGFP", con
valores de MFI bastante heterogéneos (Figura 6-B). Para obtener poblaciones de células
transducidas mas homogéneas, las células EGFP* fueron separadas por citometria de flujo
(FACS) segin las MFIs producidas por la EGFP. De este modo se obtuvieron tres poblaciones de
células transducidas EGFP*, presentando cada una de ellas MFIs de 43, 91 y 192,
respectivamente (Figura 6-B). Para confirmar si existia una buena correlacién entre el nivel de
expresion de Syk y el de la EGFP, la cantidad de Syk presente en cada poblacién fue evaluada
por “western-blot”. Los resultados presentados en la figura 6-B muestran que el nivel de
expresion de Syk aumenté de manera proporcional a la fluorescencia de la EGFP, confirmando
que existe una buena correlacién entre la expresién de las dos proteinas. Las tres poblaciones
celulares expresando niveles bajos, intermedios o altos de Syk fueron Jlamadas respectivamente
P116Syk", P116SykM y P116Syk" (del inglés: Low, Medium y High). Todas las poblaciones
celulares P116 expresando diferentes niveles de Syk fueron capaces de proliferar y expandirse in
vitro, pudiendo ser mantenidas en cultivo durante varios meses.

Dado que estas células fueron generadas para el estudio de la sefializacion via el TCR, era
importante determinar si las tres poblaciones Pl l6SykL, P116SykM y Pl l6Ska expresaban
niveles comparables de este receptor. Para ello, las células fueron marcadas con un anticuerpo
dirigido contra la subunidad CD3 del TCR conjugado a la molécula fluorescente phycoerythrina
(PE) y luego las células fueron analizadas por FACS (Figura 7). El complejo TCR/CD3 fue
expresado sobre la superficie de la mayoria de las células Pll6SykLy P116Syk™ , como asi
también en las células P116 sin transducir utilizadas como control. Sorprendentemente, solo
8.7% de las células Pl 16SykH fueron CD3/PE*, es decir que en la mayoria de estas células el
TCR/CD3 no fue expresado (Figura 7). Este fenémeno asociado a Syk demuestra claramente que
cantidades demasiado elevadas de Syk no pueden ser toleradas por las células P116 sin que se

produzcan cambios en su fenotipo. Por este motivo, las células P1 l6Ska fueron descartadas de

los estudios de sefializacién via el TCR. La linea Pl l6SykL también fue descartada ya que se

considerd que el nivel de expresién de Syk en la misma no era suficientemente alto. Finalmente,
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Figura 8-A Generacion de la linea P116ZAP expresando ZAP-70 a niveles equivalentes a los
de Syk en las células P116Syk™.
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Figura 8-B Validacion de la expresion de niveles equivalentes de ZAP-70 y de Syk en las
células P116ZAP y P116Syk™.
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Figura 8- Obtencion de la linea celular P116 expresando ZAP-70. A- La linea celular P116ZAP fue
generada transduciendo las células P116 con el vector retroviral LZRS-ZAP-70/EGFP. Las células
transducidas fueron separadas por FACS para obtener una poblacién de células con una MFI equivalente
a la de las células P1 l6SykM. El nivel de expresion de ZAP-70 fue evaluado por western-blot con un
mAb a-ZAP-70. B- La cantidad de ZAP-70 en las células P116ZAP fue comparada con la de Syk en las
Pl 16Syk‘\ ! utilizando anticuerpos a-ZAP-70 y a-Syk, y las dos proteinas recombinantes purificadas. Por
medio de una tincién de proteinas por AmidoBlack se confirmé que la cantidad de ZAP-70 (ZAP-70%) y
Syk (Syk-GST) recombinantes cargadas en el gel fue similar. Luego la cantidad de ZAP-70 y de Syk
presentes en las células P116ZAP o P116Syk" fue calculada comparando las intensidades de las sefiales
que los anticuerpos produjeron sobre lisados celulares totales obtenidos a partir de 60, 30 o 15x10°
células, con las intensidades de las bandas obtenidas con diferentes concentraciones de las proteinas
recombinantes. Las intensidades de las bandas fueron cuantificadas con el software NIHimage
permitiendo estimar la cantidad de proteina por célula (19pg de ZAP-70/P116ZAP y 20pg de
Syk/P116Syk™).
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la linea P116SykM capaz de expresar un nivel importante de Syk sin sufrir cambios fenotipicos
apreciables, fue seleccionada para la realizacién de los estudios de sefializaci6n.

Para generar una linea P116 expresando ZAP-70 a niveles equivalentes a los de Syk en las
P116SykM, las células P116 fueron transducidas con el vector LZRS-ZAP-70/EGFP utilizado
previamente (Figura 4-A). Luego, basdndose en el nivel de expresién de la EGFP, las células
transducidas presentando una MFI similar a la de las células P116SykM fueron separadas por
FACS. Por ultimo, el nivel de expresiéon de ZAP-70 en las células transducidas (P116ZAP-70)
fue monitoreado por “western blor” (Figura 8-A).

Para validar por una estrategia mds directa si los niveles de expresién de ZAP-70 y de Syk
en las lineas P116ZAP y P116Syk™ eran equivalentes, decidimos utilizar anticuerpos a-ZAP-70
y a-Syk para estimar por “western blor” la cantidad de cada quinasa. Para poder efectuar este tipo
de estimacion nos servimos de las proteinas ZAP-70 y Syk recombinantes con las que se
realizaron curvas estandar. A partir de estas curvas se determiné cuales eran las intensidades de
las bandas producidas por los anticuerpos a-ZAP-70 y a-Syk para cada una de las diluciones de
sus proteinas recombinantes especificas (Figura 8-B). En paralelo, las intensidades de las bandas
producidas por estos anticuerpos sobre lisados celulares totales obtenidos a partir de células
P116ZAP o P116SykM, fueron comparadas con aquellas obtenidas de las curvas estiandar. De esta
manera y con la ayuda de un programa informatico que permite cuantificar las intensidades de las
bandas obtenidas por “western blor” se pudo estimar la cantidad de ZAP-70 y de Syk presente en
cada célula. Para realizar este experimento, extractos celulares totales fueron obtenidos a partir de

15000, 30000 o 60000 células P116ZAP o P1 l6SykM, y luego las cantidades de las dos proteinas

fueron calculadas como se indicé (Figura 8-B). De este modo se pudo determinar que los niveles
de Syk y de ZAP-70 en estas células fueron equivalentes, con cantidades aproximadas de 0,19 pg
de Syk por célula P116Syk™ y 0,20 pg de ZAP-70 por célula P116ZAP (datos no presentados).
En este experimento también pudimos constatar que el anticuerpo a-Syk es bastante mds eficaz
que el a-ZAP-70, teniendo una afinidad por Syk 6,5 veces superior que la que posee el a-ZAP-
70 por ZAP-70.

La generacion de estas lineas celulares T proporcionan por la primera vez un modelo
celular en el cual el rol de ZAP-70 y Syk en la sefializacién via el TCR puede ser estudiado en un
contexto donde ambas quinasas son expresadas individualmente y a niveles equivalentes.

De ahora en mas, para diferenciar las lineas celulares T transformadas de las células T

primarias, y para facilitar la comprensién de los resultados, las dos lineas T generadas serin
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Figura 9-A Nivel de fosforilacion de la cadena & del TCR en las lineas celulares T
expresando ZAP-70 o Syk.
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Figura 9- ZAP-70 pero no Syk, es capaz de sustentar la fosforilacion de la cadena T del TCR en
las lineas celulares T expresando una u otra quinasa. A- La cadena T del TCR fue
inmunoprecipitada a partir de lisados celulares totales obtenidos de 1x10 células T transformadas
ZAP-707/Syk’, ZAP-70"/Syk” o ZAP-70/Syk" sin estimular (-), estimuladas con un mAb «.-CD3
(+), o activadas con pervanadato (+). Los inmunoprecipitados fueron resueltos en 10% SDS-PAGE
y analizados por western-blot. El estado de fosforilacion de € en las diferentes lineas celulares fue
evaluado utilizando un anticuerpo a-fosfotirosina (a-PY). La cantidad de C inmunoprecipitada en
cada condicién fue monitoreada rehibridando la membrana con un mAb o-C . Las flechas indican
las formas p21 y p23 de C fosforilada y la forma p16 correspondiente a la cadena no fosforilada
(panel inferior). B- La asociaciéon de ZAP-70 y de Syk con C fue analizada rehibridando la
membrana con anticuerpos -ZAP-70 o «a-Syk, respectivamente. Para evaluar el nivel de
fosforilacion de ZAP-70 y de Syk asociadas a € , la membrana fue hibridada con anticuerpo «-
fosfotirosina (a.-PY). Las flechas indican la posicién de las formas fosforiladas de Syk y de ZAP-
70 (panel inferior).
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citadas de acuerdo a la expresion de ZAP-70 y de Syk como células T transformadas ZAP-70°

/Syk* (P1 l6SykM), y células T transformadas ZAP-70"/Syk™ (P116ZAP).

ZAP-70 pero no Syk, es capaz de sustentar la fosforilacién de { y de asociarse de manera
preferencial al TCR cuando ambas quinasas son expresadas a niveles equivalentes

Para estudiar el estado de fosforilacién de { en presencia de cantidades equivalentes de
ZAP-70 o de Syk, la cadena { fue inmunoprecipitada a partir de las células T transformadas P116
ZAP-707/Syk’ y de las lineas celulares transformadas ZAP-70%/Syk™ y ZAP-707/Syk" estimuladas
via el TCR o activadas con pervanadato. Luego, el nivel de fosforilacién de { fue evaluado por
“western blot” utilizando un anticuerpo a-fosfotirosina. Como se esperaba, las células T P116
ZAP-707/Syk’ presentaron un nivel de fosforilacién de { sumamente bajo. La estimulacién de las
mismas via el TCR indujo una fosforilacién extremadamente débil y solo de la forma {-p21
(Figura 9-A). De manera similar a lo observado en las células T primarias, la presencia de ZAP-
70 en las células T transformadas ZAP-70*/Syk™ incrementé de forma considerable el nivel basal
de fosforilacion de la forma p21. Ademas, la estimulacién de las células via el TCR condujo a un
aumento en el nivel de fosforilacion de { , pudiéndose detectar las dos formas de { fosforilada,
p21 y p23 (Figura 9-A). En marcado contraste, en las células T transformadas ZAP-70/Syk*
expresando solo Syk, las fosforilaciones constitutiva e inducida por el TCR de ambas formas de {
fueron sumamente débiles, con niveles no muy diferentes de los observados en la linea celular
ZAP-70/Syk". La activacién de las células con pervanadato provocé la fosforilacién de £ solo en
Jas lineas celulares expresando alguna de las dos quinasas. Esta activacion indujo la aparicién de

las dos formas de { fosforilada p21 y p23, incluso en las células transformadas ZAP-70/Syk®*,

con un nivel de fosforilacion en estas tltimas comparable al observado en las ZAP-70%/Syk
(Figura 9-A). Es importante destacar que en ciertos experimentos, el nivel de fosforilacién de {
inducido por el pervanadato fue superior al observado aqui (datos no presentados). Este tipo de
variaciones es bastante comin y probablemente se deban a diferencias en los estados fisiolégicos
de las células al momento de realizar el experimento que repercuten en la respuesta al estimulo
dado.

Para determinar el grado de asociacién de ZAP-70 y Syk con la cadena { del TCR, las
membranas obtenidas en Ja inmunoprecipitacién anterior fueron rehibridadas con anticuerpos o-

ZAP-70 y a-Syk. Mientras que en las células T transformadas ZAP-707/Syk” como era de esperar,
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\ ZAP-70 y Syk no fueron detectadas, en las demds lineas celulares T ambas quinasas co-

| inmunoprecipitaron con { . ZAP-70 fue detectada en las células T transformadas ZAP-70*/Syk’
estimuladas o sin estimular, sin embargo, la cantidad de proteina asociada a { fue mayor cuando

las células fueron activadas (Figura 9-B). Syk por su parte, co-inmunoprecipité con { en las
células ZAP-70/Syk™ y del mismo modo que ZAP-70, su nivel de asociacién se vio incrementado

con Ja activacién de las células (Figura 9-B). Dado que las intensidades de las bandas obtenidas

para cada proteina fueron bastante equivalentes y teniendo en cuenta que la afinidad del
anticuerpo a-Syk es 6 veces superior a la del a-ZAP-70, pareceria ser que la cantidad de Syk
asociada a { es inferior a la de ZAP-70.

Por Gltimo, el estado de fosforilacién de ZAP-70 y Syk asociadas al TCR fue monitoreado
| por “western blot” con un anticuerpo o-fosfotirosina. La estimulacién de las células ZAP-
70%/Syk™ con el anticuerpo 0.-CD3 provocé un aumento en los niveles de fosforilacién de ZAP-
70, en cambio, esta misma estimulacién no indujo ningin aumento significativo en el estado de
fosforilaciéon de Syk en las células ZAP-707/Syk* (Figura 9-B). La estimulacién TCR-
independiente producida por el pervanadato incrementé de manera drastica los niveles de
fosforilacién de ZAP-70 y de Syk asociadas al TCR, sin embargo, la cantidad de ZAP-70
fosforilada fue bien superior a la que presenté Syk (Figura 9-B).

Resumiendo, todos estos resultados confirman lo antes observado en las células T
primarias humanas y demuestran que solo ZAP-70 es capaz de revertir los defectos de
fosforilacion de £, ya que cantidades equivalentes de Syk no pueden reemplazar este efecto de
ZAP-70. Estos resultados también demuestran que ZAP-70 asociada a los ITAMs de { es mds

intensamente fosforilada y probablemente mejor recrutada que Syk.

ZAP-70 es preferencialmente recrutada sobre el TCR en dos lineas celulares T que
expresan ZAP-70 y Syk en condiciones donde la cadena { es fosforilada correctamente

El recrutamiento de ZAP-70 y Syk sobre el TCR es maximo luego de la activacidon de este
receptor, una vez que los ITAMs presentes en la cadena { han sido fosforilados. Los diferentes
estados de fosforilacion de { ofrecen diversas opciones de unién para ZAP-70 y Syk. Para
determinar si el bajo nivel de fosforilacién de { en las células ZAP-707/Syk* pudo haber sido la
causa del menor recrutamiento y mds baja fosforilacién que presenté Syk unida a esta cadena
comparado con la que presenté ZAP-70, decidimos estudiar estas dos quinasas en condiciones

donde { es correctamente fosforilada. En primer término se utilizé la linea celular T Jurkat que
84

——e



Resultados Parte |

Figura 10-A Nivel de fosforilacion de ZAP-70 y Syk asociadas a la cadena € del TCR, en las
células T transformadas Jurkat (ZAP-70"/Syk™ ) donde  es completamente fosforilada.
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Figura 10-B Determinacion de los porcentajes relativos de ZAP-70 y de Syk asociadas a la
cadena € del TCR en las células T transformadas Jurkat (ZAP-70"/Syk" ).
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Figura 10- En la linea celular T Jurkat (ZAP-70"/Syk"), ZAP-70 es recrutada sobre el TCR de manera

preferencial comparado con Syk. A- La cadena T fue inmunoprecipitada a partir de 1x107 células T
transformadas Jurkat sin estimular, estimuladas con un mAb «-CD3 o activadas con pervanadato. Los
inmunoprecipitados fueron resueltos en gel y el estado de fosforilaciéon de € como asi también los de
ZAP-70 y Syk asociadas al TCR fueron evaluados por western-blot. Las flechas indican la posicién de
las formas fosforiladas de Syk y de ZAP-70 (panel superior) y las de fosfo-C, p21 y p23 y de C pl6
(paneles intermedio e inferior). La cantidad de T inmunoprecipitada fue monitoreada con un mAb a-C . B-
El porcentaje relativo de ZAP-70 y de Syk asociadas al TCR fue estimado comparando la cantidad de
cada una de estas proteinas co-inmunoprecipitadas con C con la cantidad total de cada una de ellas
presente en las células Jurkat. Para ello, la membrana obtenida previamente conteniendo también
muestras correspondientes a lisados celulares totales provenientes de 1 o 0,5x10° células Jurkat sin
estimular, fue hibridada con anticuerpos a-ZAP-70 o a-Syk. Las intensidades de las bandas obtenidas de
los inmunoprecipitados o de los lisados totales fueron cuantificadas con el software NIHimage. Los
valores arrojados por las intensidades de las bandas de las proteinas co-inmunoprecipitadas fueron
normalizados a 1x10° células, y comparados con aquellos obtenidos de los lisados totales. El porcentaje
relativo de ZAP-70 y de Syk asociadas a C fue estimado asumiendo que los valores de las intensidades de
bandas obtenidos con el a-ZAP-70 o con el a-Syk en los lisados totales corresponden respectivamente al
100% de ZAP-70 o de Syk presente en la célula. Las cifras indicadas debajo de cada inmunoblot
corresponden a los porcentajes relativos de ZAP-70 y de Syk asociadas a € , y las mismas son
representadas en el histograma, a la izquierda de la figura.
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expresa de manera endégena ZAP-70 y Syk, y donde { es completamente fosforilada cuando las
células son activadas. Las células fueron estimuladas via el TCR o activadas con pervanadato y
posteriormente la cadena  fue inmunoprecipitada. Como muestra la figura 10-A, la activacién de
las células Jurkat condujo a una fosforilacién completa de la cadena £ con la aparicién de las dos
formas fosforiladas {-p21 y {-p23. Estas activaciones también indujeron la fosforilacién de ZAP-
70 y de Syk asociadas a {. Nuevamente, el nivel de fosforilacién de Syk asociada al TCR fue
inferior al observado para ZAP-70, ain bajo condiciones de estimulacién por pervanadato,
reproduciendo lo observado en las células T primarias y en las lineas T transformadas ZAP-
70*/Syk” y ZAP-70°/Syk* (Figura 10-A).

Dado que en estas células ZAP-70 y Syk no son expresadas a niveles equivalentes, para
tener una idea del recrutamiento sobre el TCR de cada una de estas proteinas se estimé que
porcentaje del total de ZAP-70 y del total de Syk presente en las células se asocié con { luego de
Ja activacion. Una vez realizada la inmunoprecipitacién de &, los niveles de ZAP-70 y Syk
asociadas fueron evaluados por “western blor”. En paralelo, la cantidad total de ZAP-70 y de Syk
presente en las células también fue monitoreada por “western blot” a partir de lisados totales
(Figura 10-B). Las membranas obtenidas en los dos casos fueron hibridadas simultaneamente con
un dnico anticuerpo at-ZAP-70 o a-Syk y reveladas con un tiempo de exposicién idéntico.
Luego, las sefiales obtenidas para cada proteina co-inmunoprecipitada con { fueron comparadas
con aquellas obtenidas de los lisados totales. De este modo, cuantificando las intensidades de
bandas obtenidas por “western blot” pudimos determinar los porcentajes relativos de ZAP-70 y
de Syk unidas al TCR. Los resultados son representados en la figura 10-B. Mientras que en el
estado basal de activacién los porcentajes relativos de ZAP-70 y Syk asociadas a { no superaron
el 1%, la estimulaciéon de las células via el TCR condujo al recrutamiento de ambas proteinas.
Bajo esta estimulacién, 16% del total de ZAP-70 presente en la célula fue recrutado, y en cambio,
solo 3% del total de Syk pudo asociarse a { (Figura 10-B). La activacién de las células con
pervanadato condujo a un incremento en los porcentajes de ZAP-70 y de Syk inmunoprecipitadas
con £. Una vez mas, mientras que para ZAP-70 dicho incremento fue drastico pasando de 1 a
70% del total de proteina presente, para Syk fue sumamente débil con solo 7% de la proteina total
asociada con { (Figura 10-B).

Para evaluar el recrutamiento de ZAP-70 y de Syk sobre { correctamente fosforilada en

un contexto donde Syk sea expresada a niveles equivalentes a los de ZAP-70, generamos una

linea celular T ZAP-70%/Syk®. Las células T transformadas E6.1 que expresan de manera
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Figura 11-A Nivel de expresion de Syk y de ZAP-70 en las célulasT transformadas E6.1/ZAP-
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Figura 11-B En la linea celular E6.1/ZAP-70"/Syk*, ZAP-70 es recrutada de manera
preferencial sobre la cadena € del TCR comparado a su proteina homdéloga Syk.
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Figura I11- El clon Jurkat E6.1 (ZAP-70"/Syk’) fue transducido con el vector retroviral LZRS-
Syk/EGFP. En la linea celular resultante E6.1/ZAP-707/Syk", que expresa niveles equivalentes de Syk y
de ZAP-70, ZAP-70 es recrutada de manera preferencial sobre el TCR. A- Los niveles de expresion de
Syk y de ZAP-70 en la linea celular E6.1/ZAP-70"/Syk"™ fue comparado con aquellos observados en las
lineas ZAP-707/Syk’, ZAP-70"/Syk"y Jurkat (ZAP-70"/Syk ™). Los extractos celulares totales obtenidos de
1x10° células de cada linea fueron resueltos en 10% SDS-PAGE y analizados por western-blot. El nivel
de expresién de Syk y de ZAP-70 fue monitoreado con anticuerpos a-Syk y a-ZAP-70. La cantidad de
proteina cargada en cada hoyo fue estimada rehibridando la membrana con un mAb a-Erk-2. B- La
cadena T fue inmunoprecipitada a partir de 1x10” células T transformadas E6.1/ZAP-70"/Syk™ sin
estimular, activadas con un a-CD3 o con pervanadato. Los inmunoprecipitados fueron resueltos en gel,
transferidos sobre una membrana de nitrocelulosa y luego la misma fue hibridada con un mAb a-PY. Las
flechas indican la posicion de las formas fosforiladas de Syk y de ZAP-70 (panel superior) y las de fosfo-
C p21 y p23 (panel intermedio). El nivel de asociacion de ZAP-70 y de Syk con el TCR fue evaluado
rehibridando la membrana con los anticuerpos ®-ZAP-70 y a-Syk. La cantidad de T inmunoprecipitada
en cada condicion fue monitoreada con un mAb «-C .
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endégena ZAP-70 y son deficientes en Syk, fueron transducidas con el vector retroviral LZRS-

Syk/EGFP utilizado previamente. Luego de la transduccién se seleccionaron las células EGFP*
con una MFI similar a la de las células T transformadas ZAP-707/Syk* utilizadas en los

experimentos anteriores. De este modo se obtuvo la linea celular T E6.1/ZAP-70%/Syk*
expresando niveles equivalentes de ZAP-70 y de Syk, y expresando una cantidad mas importante
de esta dltima quinasa con respecto a las células Jurkat utilizadas en el experimento precedente.
Los niveles de expresién de ZAP-70 y Syk en estas células fueron comparados por “western blot”
y los mismos son presentados en la figura 11-A.

Para confirmar que la cadena { es bien fosforilada en las células E6.1/ZAP-70%/Syk* , las
mismas fueron estimuladas via el TCR o activadas con pervanadato y luego { fue
inmunoprecipitada. Como se esperaba, la activacién de las células condujo a una fosforilacién
completa de la cadena { con la aparicién de las dos formas fosforiladas {-p21 y {-p23. La
activacién con pervanadato indujo una fosforilacion de { maés intensa que la producida por la
estimulacién del TCR (Figura 11-B). Es importante destacar que una cantidad mas importante de
Syk en las células E6.1/ZAP-70%/Syk" no incrementé el nivel de fosforilacién de { observado en
las células Jurkat (Figuras 10-A y 11-B).

Cuando el estado de fosforilacién de ZAP-70 y Syk asociadas al TCR fue monitoreado
por “western blot”, los resultados reprodujeron lo observado en las células Jurkat. La activacién
via el TCR de las células E6.1/ZAP-70%/Syk* provocé un aumento en los niveles de fosforilacién
de ZAP-70y de Syk. Sin embargo, mientras que para ZAP-70 el aumento fue significativo, en el
caso de Syk dicho aumento fue solo muy débil (Figura 11-B). La estimulacién de las células con

pervanadato indujo un nivel de fosforilacién de ZAP-70 asociada a { ain mas elevado, pero para

Syk el nivel casi no se vio incrementado. Esto difirié de lo observado con las células T
transformadas ZAP-70/Syk™* estimuladas de igual manera donde el nivel de fosforilacién de Syk
asociada al TCR aumenté de manera drastica con el pervanadato (Figuras 11-B y 9). En todas las
condiciones de estimulacién, la cantidad de ZAP-70 fosforilada unida al TCR fue superior a la
que presentd Syk.

Para evaluar el grado de asociaciéon de ZAP-70 y Syk con la cadena { en las células T
E6.1/ZAP-70%/Syk* , las membranas obtenidas en la inmunoprecipitacién fueron rehibridadas
con anticuerpos 0-ZAP-70 y a-Syk. El anticuerpo a-ZAP-70 revel6 que ZAP-70 se asocié con {

en las células estimuladas o sin estimular, pero la cantidad de proteina unida a la cadena fue
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| mayor cuando las células fueron activadas (Figura 11-B). Syk también co-inmunoprecipité con {
y del mismo modo que ZAP-70, su nivel de asociacién se vio incrementado con la activacién de
las células. La cantidad de Syk asociada a { en estas células fue similar a la observada en las
células T transformadas ZAP-707/Syk* en las cuales la fosforilacién de la cadena es defectuosa
(Figuras 11-B y 9). Esto demuestra que en presencia de ZAP-70 y en condiciones donde { es
fosforilada correctamente el recrutamiento de Syk no es superior al que presenta la quinasa
cuando la misma es expresada individualmente. Cuando se comparé la cantidad relativa de ZAP-
70 y de Syk asociadas a £, las intensidades de las bandas correspondientes a cada una de estas
proteinas fueron bastante similares entre sf (Figura 11-B). Nuevamente, si se tienen en cuenta las
afinidades de los anticuerpos a-Syk y a-ZAP-70, la cantidad de Syk recrutada sobre £ en las
células E6.1/ZAP-70*/Syk™ fue inferior a la de ZAP-70. Una vez mds, los resultados demuestran
que ain cuando Syk es expresada a niveles equivalentes a los de ZAP-70, esta tltima quinasa es
la que se asocia preferencialmente con la cadena { del TCR.

En conjunto todos estos resultados demuestran que en las lineas celulares Jurkat y
E6.1/ZAP-70*/Syk", expresando ZAP-70 y Syk en condiciones donde la cadena { del TCR es
completamente fosforilada, ZAP-70 es mejor recrutada que Syk y es esta quinasa la que presenta

una mayor cantidad de forma fosforilada unida a .

El recrutamiento de la quinasa Lck sobre la cadena { del TCR es modulado de manera
diferente por ZAP-70 y por Syk
Como ha sido mencionado anteriormente, la fosforilacién de los ITAMs presentes en las

cadenas del TCR es un evento precoz y esencial en la sefializacion via este receptor. Como

venimos de ver, las capacidades de ZAP-70 y de Syk para sustentar la fosforilacién de la cadena
€ del TCR y para asociarse a la misma no son las mismas. Pero dado que ni ZAP-70 ni Syk han
sido descritas como quinasas capaces de fosforilar {, como es que estas dos proteinas modulan
de manera diferente la fosforilacién de esta cadena?

Una vez que el TCR ha sido estimulado, una de las primeras quinasas que entran en
accion es la Lck (ver Introduccién General, capitulo II, item III). Esta proteina es responsable de
la fosforilacién de los ITAMs, una vez que la célula T ha sido activada. La fosforilacién de los
mismos se lleva a cabo a través de una interaccién mediada por las Syk quinasas, entre la Lck y

la cadena { del TCR. Para estudiar si esta interaccion ocurre de manera diferente en presencia de
ZAP-70 o de Syk, células T primarias control y ZAP-707/Syk*, y las lineas celulares T
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Figura 12-A Nivel de asociacion de la Lck con la cadena € en las células T primarias ZAP-

70 /Syk*.
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Figura 12- Nivel de asociacion de la Lck con la cadena € del TCR en presencia de ZAP-70 o de
Syk. A- Los niveles de Lck co-inmunoprecipitados con € fueron monitoreados en las células T

primarias humanas control (CTRL) y ZAP-707/Syk". La cadena C fue inmunoprecipitada a partir de

1x10” células sin estimular, estimuladas con un mAb a-CD3 o co-estimuladas con los anticuerpos
a-CD3 y a-CD4. B- En el caso de las lineas celulares T donde ZAP-70 o Syk fueron introducidas,
€ fue inmunoprecipitada a partir de 1x10” células sin estimular o activadas con un mAb «-CD3.
Tanto en las células T primarias (12-A) como en las lineas celulares T transformadas (12-B), los
inmunoprecipitados obtenidos fueron resueltos en 10% SDS-PAGE, transferidos sobre
nitrocelulosa y sometidos a western-blot con un anticuerpo policlonal a-Lck, capaz de reconocer
las formas p56 y p59 de la quinasa. Las flechas indican la posicion de estas dos formas de Lck. La
cantidad de C inmunoprecipitada en cada condicién fue monitoreada con un mAb a-C .
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transformadas expresando niveles equivalentes de ZAP-70 y/o Syk, fueron estimuladas via el
TCR o para el caso de las células primarias, co-estimuladas via el co-receptor CD4. Luego, la
cadena ( fue inmunoprecipitada y el nivel de Lck asociado a la misma fue evaluado por “western

blor” utilizando un anticuerpo capaz de reconocer las formas p56ick y p59Iick. Los resultados

‘ presentados en la figura 12-A muestran que en las células T primarias estimuladas via el TCR, el
| nivel de Lck asociado a { estuvo por debajo de los limites de deteccién del anticuerpo y solo fue
visible con largos tiempos de exposicion (datos no presentados). Sin embargo, cuando las células
fueron co-estimuladas via el CD4, un fuerte aumento en la cantidad de Lck recrutada pudo ser
observado. Bajo estas condiciones de activacién, Lck fue detectada en las dos poblaciones de
células T primarias, control y ZAP-70/Syk*. Sorpresivamente en estas Gltimas células, el nivel de
Lck recrutado sobre £ fue significativamente mas bajo que el observado en las células control
(figura 12-A). A diferencia de las células T primarias, en las lineas celulares T transformadas, la
estimulacidn via el TCR fue suficiente para inducir el recrutamiento de la Lck sobre { . Ademas,
en estas lineas la forma p56lck, y en el caso de la linea E6.1/ZAP-70*/Syk* también la p59Ick,
pudieron ser detectadas ain en condiciones donde las células no fueron estimuladas (figura 12-
B). Estas diferencias entre células T primarias y lineas celulares T transformadas estin dadas
presumiblemente por el diferente estado de activacién que poseen unas y otras, especialmente en
el momento en que fue realizado el experimento. Dejando de lado estas diferencias, los resultados

obtenidos con las lineas celulares transformadas confirman las observaciones hechas en las

células T primarias. La estimulacién del TCR en las células transformadas ZAP-70/Syk”,

provocé un pequeiio aumento en la cantidad de Lck recrutada sobre { , principalmente de la
forma pS9Ick y muy similar al observado en la linea ZAP-70/Syk’. En cambio, en las células T
transformadas ZAP-70"/Syk™ y E6.1/ZAP-70%/Syk", la activacién de las mismas via este receptor
indujo un fuerte incremento en la asociacién de las dos formas p56lck y p59Iick con la cadena {
(Figura 12-B). Esto demuestra que en las lineas celulares expresando ZAP-70, el nivel de
recrutamiento de la Lck sobre £ es significativamente superior al observado en las lineas ZAP-70°
ISyk” y ZAP-707/Syk*. Estas diferencias no son consecuencia de variaciones en el nivel de
expresioén de Lck, ya que las diferentes lineas celulares ZAP-707/Syk’, ZAP-70/Syk*, ZAP-
70*/Syk” y E6.1/ZAP-70*/Syk* expresaron todas niveles equivalentes de esta proteina (datos no

presentados).
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Figura 13 Nivel de fosforilacion de las tirosinas 319 de ZAP-70 y 352 de Syk en los extractos
celulares totales obtenidos de las lineas celulares T expresando ambas quinasas
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Figura 13- Diferente nivel de fosforilacion de las tirosinas homdlogas 319 de ZAP-70 y 352 de Syk en
las lineas celulares T. Los niveles de fosforilacion de la Y319 de ZAP-70 y de la Y 352 de Syk fueron
evaluados a partir de extractos celulares totales. Los lisados celulares obtenidos a partir de 1x10° células
T transformadas ZAP-707/Syk’, ZAP-70"/Syk’, ZAP-707/Syk" y E6.1/ZAP-70%/Syk"®, sin estimular,
estimuladas con un a-CD3 o activadas con pervanadato, fueron resueltos por gel y transferidos sobre
nitrocelulosa. La membrana fue luego hibridada con un anticuerpo a-fosfo-ZAP-70 capaz de reconocer
las tirosinas fosforiladas 319 de ZAP-70 y 352 de Syk. La cantidad de proteina cargada en cada hoyo fue
estimada utilizando un mAb a-Erk-2.
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Conjuntamente, estos resultados demuestran de manera sorprendente que ZAP-70 y Syk
modulan de manera diferente la capacidad de la Lck para interactuar con los ITAMs de la cadena

¢ del TCR.

El recrutamiento de la Lck sobre la cadena { del TCR en la lineas celulares T esta
relacionado con el estado de fosforilacion de las tirosinas 319 de ZAP-70 y 352 de Syk.

La tirosina 319 de ZAP-70 y su correspondiente 352 de Syk, localizadas en el
interdominio B de estas quinasas, regulan positivamente la activacion de la célula T. La funcién
mds importante de estas tirosinas es la de interactuar con las Src quinasas. En efecto, la tirosina
319 de ZAP-70 es capaz de unirse al dominio SH2 de la Lck favoreciendo el recrutamiento de
esta Gltima al complejo ZAP-70/TCR/ { De esta manera, una mayor concentracion de Lck
asociada a este complejo hace posible la fosforilacién completa de los ITAMs como asi también
la unién al TCR y fosforilacién de nuevas moléculas de ZAP-70 (ver Introduccién General,

capitulo II, item II1.3.4.). Teniendo en cuenta que en las lineas celulares transformadas ZAP-70

/Syk™ y ZAP-70"/Syk" el recrutamiento de la Lck sobre { es modulado de manera diferente por
ZAP-70 y por Syk, el estado de fosforilacién de las tirosinas 319 de ZAP-70 y 352 de Syk fue
evaluado por “western blot”. Los experimentos fueron realizados utilizando un anticuerpo
comercial a-fosfo-ZAP-70 especifico para la Y319 fosforilada, pero capaz de reconocer la Y352

fosforilada de Syk. El nivel de fosforilacién de la Y319 y de la Y352 fue monitoreado a partir de

extractos celulares totales obtenidos de células T transformadas ZAP-707/Syk™, ZAP-707/Syk",

ZAP-70%/Syk™ y E6.1/ZAP-70+/Syk+ , sin estimular, activadas via el TCR o con pervanadato.
Como se esperaba, en la linea ZAP-70/Syk™ no se detecté ninguna sefial correspondiente a ZAP-
70 o a Syk (Figura 13). En las células ZAP-70*/Syk™ y E6.1/ZAP-70%/Syk* activadas por el TCR

o con pervanadato, ZAP-70 fue intensamente fosforilada sobre la Y319 (Figura 13). Nétese que

ain en ausencia de estimulacién esta tirosina fue fosforilada, sobre todo en las células E6.1/ZAP-
70%/Syk™. El nivel de fosforilacién de la Y319 en estas células fue ligeramente superior al
observado en las células ZAP-70%/Syk” y dicha diferencia se debi6é a una expresién algo mas
importante de ZAP-70 en las células E6.1/ZAP-70"/Syk™ (datos no presentados). En marcado

contraste y de manera sorprendente, en las células transformadas ZAP-70/Syk* solo la
estimulacién con pervanadato indujo la fosforilacién de la Y352 de Syk. Sin estimulacién o bajo

activacion del TCR, el nivel de fosfo-Syk-352 detectado fue extremadamente bajo y solamente la
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Figura 14 Nivel de fosforilacion de las tirosinas 319 de ZAP-70 y 352 de Syk en asociacién
con la cadena € en las lineas celulares T.
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Figura 14- Diferente nivel de fosforilacion de las tirosinas 319 de ZAP-70 y 352 de Syk en las proteinas
recrutadas sobre el TCR. Para determinar el nivel de fosforilacién de las tirosinas 319 de ZAP-70 y 352
de Syk en las proteinas asociadas al TCR, se realizé la inmunoprecipitacioén de la cadena C a partir de
1x10” células T transformadas ZAP-707Syk, ZAP-70*/Syk’, ZAP-707/Syk* y E6.1/ZAP-70"/Syk", sin
estimular, estimuladas con un a-CD3 o activadas con pervanadato (Perv.). El estado de fosforilacion de la
Y319 y de la Y352 fue monitoreado por western-blot con un anticuerpo a-fosfo-ZAP-70. Los niveles de
ZAP-70 y de Syk asociadas a C fueron determinados rehibridando la membrana con los anticuerpos .-
ZAP-70 y a-Syk. Por tltimo, la cantidad de C inmunoprecipitada en cada condicién fue monitoreada con
un mAb a-C .
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proteina fosforilada pudo ser visualizada cuando los “films” fueron revelados con largas
exposiciones (Figura 13 y datos no presentados). Finalmente, en la linea E6.1/ZAP-70"/Syk*, Syk
fosforilada sobre la Y352 pudo ser detectada luego de la estimulacién del TCR y bajo activacién
con pervanadato, aunque en el primer caso de manera muy débil. En ambas situaciones de
estimulacion, el nivel de fosforilacién que presentd la Y352 de Syk fue més bajo que el
observado para la Y319 de ZAP-70. Es interesante destacar que en estas células, el nivel de
fosfo-Syk-352 inducido por la estimulacién del TCR fue superior al que presenté la proteina en la
linea ZAP-70/Syk”. Esta observacién no tuvo relacién con la cantidad de Syk presente en las
células ya que los niveles de proteina en cada una de ellas fueron equivalentes (datos no
presentados).

El bajo nivel de fosforilacién de la Y352 de Syk también pudo ser observado en las
células T deficientes en ZAP-70. En efecto, el nivel de fosforilacién de la Y352 en las células T
primarias ZAP-707/Syk* fue marcadamente inferior al de la Y319 de ZAP-70 en las células T
primarias control, independientemente de la manera en que las células fueron estimuladas (datos
no presentados).

Para determinar si de la misma manera que en los extractos celulares totales, las
diferencias en el nivel de fosforilacién de las tirosinas 319 de ZAP-70 y 352 de Syk podian ser
detectadas sobre las proteinas asociadas al TCR, la cadena { fue inmunoprecipitada a partir de
las diferentes lineas celulares tratadas como en el experimento precedente y el nivel de
fosforilacién fue monitoreado por “western blot”. Los resultados de la inmunoprecipitacién
presentados en la figura 14 muestran de manera similar a los lisados totales que en las células T
transformadas ZAP-70/Syk” solo la estimulacién con pervanadato indujo una buena fosforilacién
de la Y352 de Syk. El nivel de fosfo-Syk-352 en las células sin estimular o estimuladas via el
TCR, fue practicamente indetectable por el anticuerpo. Contrariamente, en las células
transformadas expresando ZAP-70, la Y319 fosforilada de esta proteina fue bien detectada en
todas las condiciones, y su nivel de fosforilacién aumenté con las estimulaciones (Figura 14).

Nuevamente, en las células E6.1/ZAP-70*/Syk* estimuladas via el TCR, el nivel de fosforilacién

de la Y352 de Syk asociada a { fue mayor al observado en las células ZAP-70/Syk*(Figura 14).
Estos resultados demuestran que en las células expresando ZAP-70, el nivel de

fosforilacion de la tirosina 319 de ZAP-70 es significativamente mayor que el que presenta Syk

sobre la tirosina homdloga 352 en las células donde esta Ultima es expresada. Ademds, estas

mismas diferencias también fueron observadas sobre el nivel de fosforilacion de estas tirosinas en
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Figura 15 ZAP-70 modula positivamente el estado de fosforilacion sobre tirosina de Syk en
las células T transformadas expresando ambas quinasas.
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Figura 15- Inmunoprecipitacion de ZAP-70 y de Syk y determinacion del nivel de fosforilacion sobre
tirosina de ambas proteinas. Las quinasas ZAP-70 y Syk fueron inmunoprecipitadas con una mezcla de
anticuerpos a-ZAP-70 y «a-Syk, a partir de extractos celulares obtenidos de 1x10” células T
transformadas ZAP-70/Syk’, ZAP-70"/Syk’, ZAP-70/Syk" y E6.1/ZAP-70"/Syk®, sin estimular,
estimuladas con un a-CD3 o activadas con pervanadato. Los productos de las inmunoprecipitaciones
fueron resueltos por gel y transferidos sobre nitrocelulosa. El estado de fosforilacién de ZAP-70 y de Syk
fue evaluado por western-blot con un anticuerpo a-fosfotirosina (a-PY). La cantidad de ZAP-70 y de Syk
inmunoprecipitadas fue monitoreada rehibridando la membrana con los anticuerpos a-ZAP-70 o a.-Syk.
Las flechas en el panel superior indican las posiciones de Syk y de ZAP-70 fosforiladas sobre tirosina.
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las proteinas asociadas a £ , correlacionando perfectamente con el grado de recrutamiento de la

Lck sobre esta cadena del TCR.

ZAP-70 modula positivamente la fosforilacion de Syk en las lineas celulares T estimuladas
viael TCR

Entre los resultados que venimos de ver, una observaciéon muy llamativa fue la presencia
de Syk fosforilada sobre la Y352 en las células E6.1/ZAP-70"/Syk* estimuladas via el TCR.

Mientras que los niveles de fosfo-Syk-352 detectados en los extractos totales de la linea ZAP-70°

/Syk* fueron extremadamente bajos, en los de las células expresando ZAP-70 y Syk la
fosforilacién de la Y352 fue considerablemente superior. Estas diferencias también fueron
detectadas en los experimentos de co-inmunoprecipitacién, cuando el nivel de fosforilacién de la
Y352 de Syk asociada a la cadena { fue monitoreado. Estas observaciones sugieren que la
fosforilaciéon de Syk y especialmente la de su tirosina 352, son dependientes del estado de
fosforilacién de { y por lo tanto ZAP-70 modularfa indirecta y positivamente la fosforilacién de
su proteina homéloga. Para confirmar esto, Syk y también ZAP-70 fueron inmunoprecipitadas a
partir de las diferentes lineas celulares sin estimular, activadas via el TCR o con pervanadato, y el
estado global de fosforilacion sobre tirosina de ambas proteinas fue evaluado por “western blot”.
Como se esperaba, ZAP-70 inmunoprecipitada fue fosforilada sobre tirosina con niveles de
fosforilacion que aumentaron luego de la estimulacién del TCR y que llegaron a ser maximos con
la activacidén con pervanadato (Figura 15). La inmunoprecipitacién con el anticuerpo a-Syk

resulté en la precipitacién de cantidades importantes de Syk, equivalentes en las dos lineas

celulares ZAP-70/Syk* y E6.1/ZAP-70*/Syk™ (Figura 15). Cuando el nivel de fosforilacién de
Syk fue evaluado en las células T transformadas ZAP-707/Syk* estimuladas via el TCR, la
proteina fosforilada fue debilmente detectada. En cambio, coincidiendo con las observaciones
efectuadas anteriormente, la estimulacién del TCR en las células E6.1/ZAP-70*/Syk* indujo una
fuerte fosforilacién de Syk, esta vez mucho mis evidente gracias a que la proteina fue
inmunoprecipitada (Figura 15). Nuevamente, estas observaciones demuestran que la fosforilacion
de Syk inducida por la estimulacién del TCR ocurre de manera més eficaz cuando ZAP-70 se
encuentra presente en la misma célula. La estimulacién con pervanadato indujo la fosforilacién
de las dos quinasas en las distintas células, sin embargo, ZAP-70 y Syk fueron mas intensamente
fosforiladas cuando fueron expresadas individualmente que en las E6.1/ZAP-70%/Syk™ (Figura

15). Esto fue observado solo cuando las células fueron estimuladas con pervanadato, la
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estimulacién de las mismas via el TCR no provocé tal efecto. Este fenédmeno puede explicarse
por el hecho que cuando Syk y ZAP-70 se encuentran juntas en una célula, las mismas son
capaces de competir entre si por la maquinaria de fosforilacién comin entre ambas, y en
consecuencia el nivel de fosforilacién de cada una de ellas es inferior al que las mismas presentan
cuando son expresadas de forma individual. Esto es valido para el caso de la estimulacién TCR-
independiente producida por el pervanadato, pero en el caso de la activacién via el TCR, ZAP-70
y Syk participan de manera diferencial en la sefializacién y los requerimientos de una no son
necesariamente los mismos que los de la otra.

En conjunto, estos resultados demuestran que la fosforilacién de Syk inducida por la
estimulaciéon del TCR es modulada positivamente por ZAP-70. Esta modulacién es TCR
dependiente y la misma no tiene lugar cuando la activacién celular se realiza con pervanadato. El
efecto modulador de ZAP-70 sobre Syk afecta la fosforilacidn de su tirosina 352, la cual es
primordial para la interaccién de esta quinasa con la Lck. Finalmente, como ZAP-70 no ha sido
descrita como capaz de transfosforilar Syk, el efecto modulador de la misma sobre Syk debe

producirse de manera indirecta y muy probablemente esté relacionado con la Lck y con el estado

de fosforilacién de la cadena C .

B- Discusion
: La mayor parte de los estudios comparativos de ZAP-70 y Syk han sido realizados ya sea
‘ en timocitos murinos o bien en células T humanas transformadas, capaces de proliferar
\ indeterminadamente. La dificultad del cultivo in vitro de las células T primarias humanas hizo
que los estudios de seiializacion del TCR en este tipo de células sean raros. Las colaboraciones
, realizadas con el Dr. Yssel y la utilizacién de un medio especial para el cultivo de células T
primarias humanas creado por él mismo [379] nos permiti6 cultivar in vitro dichas células. De este

modo obtuvimos cultivos de células T primarias humanas deficientes en ZAP-70 expresando Syk

y de células T control que fueron utilizados para el estudio comparativo de ZAP-70 y de Syk
5 (este manuscrito y [275]).

Los intentos realizados por otros grupos para obtener lineas celulares T expresando de
manera estable la proteina Syk fracasaron porque la proteina presentaba cierta toxicidad [265]. En
esos experimentos, los autores habian decidido utilizar la transfeccién como estrategia para
introducir el gen Syk dentro de la linea celular T transformada P116 (ZAP-707/Syk’). Esta

estrategia les permitié expresar la quinasa en cantidades importantes pero nunca de manera
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estable [265]. En el trabajo que presentamos aqui hemos sido capaces de generar diferentes lineas
celulares T transformadas, y entre ellas una expresando Syk de manera estable. La estrategia
utilizada para el establecimiento de esta linea fue completamente diferente a la utilizada por
Williams y colaboradores. Aqui, la proteina Syk fue introducida en las células P116 utilizando la
técnica de transferencia de genes mediada por un vector retroviral derivado del virus de la
leucemia murina (MLV), portando el ADNc del gen Syk. Este vector presenta la ventaja de
integrarse en la célula transducida en un nimero de copias relativamente bajo (en general inferior
a 5) y de tener un promotor que permite la expresién estable de niveles moderados de Syk. En
efecto, las células transducidas con dicho vector expresaron niveles de Syk ligeramente mas
elevados a los del clon celular T Jurkat ZAP-70*/Syk*. Esto es de suma importancia para evitar
efectos toxicos causados por la sobre-expresiéon de la proteina. En efecto, Williams y
colaboradores concluyeron que la expresidn de Syk obtenida mediante la utilizacién de la técnica
de transfeccidn, la cual fue varias veces superior a las de las células Jurkat ZAP—70+/Syk+, fue la
causa de la citotoxicidad en las células transfectadas [265]. En completo acuerdo con estos
autores, aqui demostramos que las células P116 no toleran niveles de expresién de Syk
excesivamente altos. Mientras que en los trabajos de Williams, los autores especulan que los
efectos citotéxicos producidos pudieron deberse a una mayor susceptibilidad a la apoptosis
mediada por Fas, en nuestro trabajo las células expresando cantidades importantes de la proteina
(P1 l6Ska) disminuyeron sustancialmente el nivel de expresién del TCR. Un estudio mas

detallado al respecto seria necesario para comprender cuales son los mecanismos capaces de

modificar la expresion de este receptor en presencia de fuertes cantidades de Syk.

Un gran nimero de evidencias sobre las diferencias funcionales existentes entre ZAP-70 y
Syk en las células T humanas han sido obtenidas mediante estudios comparativos entre estas dos
quinasas realizados en lineas celulares T. Las células T transformadas se establecieron a partir de
linfocitos T leucémicos humanos y diversas variantes fueron también seleccionadas por
mutagénesis. La mayoria de estos estudios fueron hechos en contextos celulares donde ZAP-70 y
Syk fueron expresadas conjuntamente. En este trabajo presentamos por primera vez un estudio
comparativo del rol de ZAP-70 y Syk en los eventos tempranos de sefializacién via el TCR,
realizado en células T primarias humanas sin transformar y en lineas celulares T expresando
ZAP-70 o Syk de forma individual y de manera estable. Utilizando estos dos modelos de células

T pudimos demostrar que ZAP-70 y Syk difieren significativamente en sus capacidades para
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sustentar la fosforilacién de la cadena { del TCR. En las células T primarias ZAP-70/Syk* y en
la linea celular T ZAP-707/Syk*, la cadena { de este receptor fue fosforilada de manera
defectuosa antes y después de la estimulacion del TCR (Figuras 3-A y 9-A). La introduccién de
ZAP-70 en las células T primarias o su expresién ectdpica en la linea celular P116 ZAP-707/Syk’
fue suficiente para revertir los defectos y recobrar la fosforilacién normal de { con sus dos formas
p21 y p23 (Figuras 4 y 9-A). Estos resultados demuestran claramente que la fosforilacién de  es

modulada positivamente por alguna funcién aportada por ZAP-70 la cual no puede ser sustituida

por la accién de su quinasa homoéloga Syk.

El defecto de fosforilacién de { en ausencia de ZAP-70 también ha sido observado por
otros autores. Coincidiendo con nuestros resultados Williams y colaboradores demostraron que
en las células P116 la fosforilacién de { no aumenté con la estimulacién del TCR, y que este
defecto fue completamente revertido solo cuando ZAP-70 fue expresada [265]. En un estudio
realizado en una linea de timocitos deficientes en ZAP-70 expresando Syk, Gelfand y

colaboradores mostraron que en esas células { no era fosforilada correctamente [272). Las

observaciones hechas por la Dra. Taylor con células T CD4" deficientes en ZAP-70
transformadas con HTLV-I y los resultados obtenidos en el laboratorio por la Dra. Noraz con
células T primarias ZAP-707/Syk™ también mostraron que en ausencia de ZAP-70 la fosforilacién
de € fue defectuosa. [275, 384)

Ciertos autores han propuesto que la unién de ZAP-70 a los ITAMs fosforilados de {
protege a estos motivos de la accion de ciertas fosfatasas, y asi, en ausencia ZAP-70 los mismos
quedan expuestos pudiendo ser defosforilados [233]). Dado que estos defectos no pueden ser
revertidos por Syk, es probable que esta quinasa no posea las mismas capacidades que ZAP-70
para proteger a los ITAMs de la defosforilacion. Williams propuso que Syk podria fallar en
proteger { porque la proteina una vez activada se disocia rapidamente del complejo TCR dejando
las cadenas expuestas [265]. Sin embargo, la interaccién entre ZAP-70 y la cadena  también es
un proceso sumamente dindmico, con disociaciones y reasociaciones extremadamente rapidas
[385]. Ademas, en una publicacién reciente se demostré que luego de la estimulacién del TCR,
ZAP-70 es capaz de moverse velozmente dentro y fuera de “clusters” formados por los
receptores estimulados, indicando que esta proteina no se une de manera irreversible al TCR
(175]).

Una alternativa mas probable para explicar un posible efecto de fosfatasas es que la
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70. Diversas publicaciones realizadas por distintos grupos han sugerido que ZAP-70 y Syk son
capaces de unirse a los ITAMs con afinidades similares [106, 110, 114]. Sin embargo, todas estas
observaciones fueron obtenidas de experimentos in vitro y por lo tanto no tuvieron en cuenta
factores intracelulares que hubieran podido modular positiva o negativamente las afinidades de
ambas proteinas. Latour y colaboradores demostraron que la afinidad de Syk por los ITAMs
fosforilados fue mayor que la de ZAP-70 [266]. En ese trabajo los autores evaluaron las
capacidades de ZAP-70 y Syk para asociarse in vitro con péptidos correspondientes a los ITAMs
de las cadenas B y v del receptor de alta afinidad a la inmunoglobulina E (FceRI). Por lo tanto, la
afinidad que cada una de estas quinasas pueda tener por los ITAMs de B 0 y no es necesariamente
la misma que la que tienen por los de la cadena { del TCR.

En este trabajo nosotros evaluamos el nivel de recrutamiento de ZAP-70 y Syk sobre la
cadena { del TCR utilizando diferentes estrategias y en un contexto celular. La estimacién precisa
de las cantidades relativas de ZAP-70 y de Syk recrutadas sobre el TCR fue dificil de realizar
debido a que no existen anticuerpos capaces de reconocer estas dos quinasas con la misma
afinidad. El agregado de una “etiqueta” en los extremos de N o C-terminal de ambas proteinas
permitiria que las dos sean detectadas con un mismo anticuerpo dirigido contra dicha etiqueta, sin
embargo el agregado de este tipo de secuencias en los extremos de Syk interfiere con la actividad
quinasa de la proteina [266). Nosotros contornamos estos inconvenientes utilizando ZAP-70 y Syk
recombinantes para asi determinar las afinidades relativas de los anticuerpos a.-Syk y a-ZAP-70.
De este modo estimamos que el a-Syk que utilizamos posee una afinidad por Syk 6,5 veces
superior de la que tiene el a-ZAP-70 por ZAP-70. Teniendo en cuenta las afinidades de los
anticuerpos, demostramos que ZAP-70 y Syk difieren en sus capacidades para asociarse con la

cadena . El nivel de ZAP-70 recrutada sobre el TCR en las células T primarias control fue
mayor al observado para Syk en las células T primarias ZAP-70/Syk™ (Figura 5). Ademas, los
resultados obtenidos en las lineas celulares T ZAP-70"/Syk” y ZAP-707/Syk" expresando niveles

equivalentes de ambas protefnas, demostraron igualmente que ZAP-70 es capaz de asociarse a los

ITAMs fosforilados en cantidades al menos 5 veces superiores a las de Syk (Figura 9-B). En la
linea E6.1/ZAP-70*/Syk*, donde la cadena { del TCR es fosforilada correctamente, el nivel de
Syk recrutada sobre { también fue inferior a la de ZAP-70 (figura 11-B). Por ultimo, los

experimentos realizados en la linea celular T Jurkat ZAP-70*/Syk* demostraron que luego de la
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activacion de las células, la proporcion de ZAP-70 que se asocia a { es mayor a la de Syk (Figura
10-B).

Estos descubrimientos avalan la posibilidad de que una actividad fosfatasa sea la causa de
la defosforilacion de € en ausencia de ZAP-70. El hecho que Syk sea menos eficaz que ZAP-70
para unirse a los ITAMs fosforilados podria provocar que muchos de estos motivos no sean
protegidos, quedando mas expuestos y accesibles para que alguna fosfatasa intervenga y los
defosforile. Sin embargo, algunos experimentos preliminares realizados en el laboratorio sugieren

que el bajo nivel de fosforilacién de { en ausencia de ZAP-70 no es solo consecuencia de una
actividad fosfatasa. En efecto, cuando las células T primarias ZAP-707/Syk” y las células T
primarias control expresando solo ZAP-70 fueron activadas via el TCR luego de que las mismas
hayan sido preincubadas en presencia del inhibidor de fosfatasas ortovanadato, el nivel de
fosforilacién de £ en las células ZAP-707/Syk* continué siendo inferior al observado en las
células control (Noraz N, datos no publicados).

En este trabajo nosotros demostramos que en la linea celular T ZAP-707/Syk"* estimulada

via el TCR y en las células T primarias ZAP-70/Syk"™ co-estimuladas via el CD4, el nivel de
fosforilacién de Syk asociada a { fue extremadamente bajo y significativamente inferior al
observado para ZAP-70. Este mismo tipo de resultado también fue observado cuando se comparé
el estado de fosforilacién de la tirosina 319 de ZAP-70 con el de la tirosina homéloga 352 de Syk
(Figura 14). Dado que estas tirosinas son capaces de interactuar con el dominio SH2 de la Lck
favoreciendo el recrutamiento de esta dltima al complejo TCR/CD3/C [119, 150}, es posible que en
ausencia de ZAP-70, un defecto en la fosforilacién de Syk, especialmente sobre su tirosina 352
provoque un bajo nivel de recrutamiento de la Lck lo cual podria explicar el defecto de

fosforilacion de la cadena (. Esta posibilidad es avalada por nuestro descubrimiento que en las
células T primarias ZAP-707/Syk™ co-estimuladas via el CD4, y en la linea celular ZAP-707/Syk*

estimuladas via el TCR, el nivel de Lck recrutada sobre { fue significativamente mas bajo que el

observado en las células expresando ZAP-70 (Figuras 12-A y 12-B).

Un nimero importante de trabajos han demostrado que la asociacién de Syk con los
ITAMs fosforilados es suficiente para su activacidn, independientemente de la intervencién de la
Lck [121, 122, 125). ZAP-70 en cambio, requiere de la participacién de la Lck para volverse activa
(109, 118, 120, 132, 386]. Ademads, Syk pero no ZAP-70, es capaz de revertir los defectos de
sefializacion en lineas celulares Jurkat deficientes en Lck o CD45 [123). Latour y colaboradores

96

——



e

Resuliados Parte |
demostraron que como las Src quinasas, Syk es capaz de fosforilar los ITAMs de la cadena { del
TCR en un hibridoma celular T murino CD4°/ CD8’ con un TCR especifico para un solo tipo de
antigeno [126]. Todos estos descubrimientos le atribuyen a Syk una capacidad superior a la de
ZAP-70 para activarse y funcionar en las células T, lo cual contradice nuestras observaciones
presentadas en este trabajo. Sin embargo, vale la pena destacar diferentes puntos. Por un lado, los

ITAMs de la cadena £ son un pobre sustrato de Syk in vitro [27], ademas, en nuestro sistema, una

cantidad més importante de Syk ectopicamente expresada en las células E6.1/ZAP-70%/Syk* no
produjo aumento alguno en el estado de fosforilacién de £, comparado con las células T Jurkat
ZAP-70*/Syk™ (Figuras 10-A y 11-B). Por ltimo, la mayoria de los trabajos presentados arriba,
provienen de experimentos realizados en diferentes clones de la linea celular T Jurkat expresando
conjuntamente ZAP-70 y Syk. De este modo, la presencia de ZAP-70 puede disimular los
verdaderos requerimientos de activacion de Syk en una célula T y su dependencia de la Lck. De
hecho nosotros demostramos claramente que en las lineas celulares utilizadas en este trabajo, el
estado de fosforilacién de Syk es modulado positivamente por ZAP-70 (Figura 15). Esta
modulacién positiva de ZAP-70 sobre Syk también ha sido observada en células B que expresan
ZAP-70, en un caso particular de leucemia linfocitica crénica (CLL) donde los genes para la
regién variable de las inmunoglobulinas no estdn mutados. En la mayoria de las células B, la
estimulacién del receptor de células B (BCR) conduce a la fosforilacién sobre tirosina de Syk,
pero en las células B ZAP-70" responsables de la CLL sin mutacién para la regién variable de las

inmunoglobulinas, dicha fosforilacién es cuatro veces superior a la que presenta Syk en otras

células B leucémicas que no expresan ZAP-70 [387).

En repetidas oportunidades, los resultados que obtuvimos con las lineas celulares T
generadas en el laboratorio no hicieron mas que confirmar aquellos que habian sido observados
en las células T primarias. Sin embargo, en los experimentos de inmunoprecipitacién de Syk
efectuados con las células T primarias ZAP-70/Syk™ y con la linea celular ZAP-707/Syk", el
estado de fosforilacién de esta quinasa fue muy diferente entre ambas. Las diferencias en la
fosforilacién global sobre tirosina de Syk entre las células primarias y la linea celular pueden

estar dadas por distintas causas. En las células T primarias ZAP-707/Syk", Syk es expresada de

manera end6gena, en cambio, en la linea ZAP-707/Syk® esta proteina fue expresada

ectopicamente. Una posibilidad es que la falta de fosforilacién de Syk en esta linea celular sea la

consecuencia de algin defecto intrinseco a la proteina ectépica. Sin embargo, cuando estas
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E6.1ZAP-70*/Syk™, donde Syk fue expresada ectopicamente y de manera idéntica a la linea ZAP-

70°/Syk™, la quinasa también fue fosforilada, incluso bajo estimulacién del TCR. Esto demuestra
| claramente que las diferencias entre el nivel de fosforilacién de Syk en las células T primarias
l ZAP-70/Syk* y en la linea celular ZAP-70/Syk® no fueron provocadas por algin defecto
intrinseco a la proteina Syk expresada de forma ectdpica, sino mds bien por alguna caracteristica
particular asociada al fondo genético de las células. En efecto, esta otra posibilidad puede ser mas
| apropiada ya que las diferencias entre una célula T primaria y una linea celular T son muchas.
Una especialmente interesante entre las células T primarias y la linea celular T expresando Syk
en ausencia de ZAP-70, es el nivel de expresién del co-receptor CD4. Mientras que en las células
T primarias este co-receptor es fuertemente expresado, su nivel de expresién en la linea celular T
es significativamente mas bajo (datos no presentados). Una cantidad mas importante de CD4 en
| las células primarias permitiria la mejor fosforilacion de Syk via la Lck. Dado que para su
| fosforilaciéon Syk debe interactuar con los ITAMs fosforilados, también es altamente probable
que las diferencias observadas entre el nivel de fosfo-Syk entre estos dos tipos de células estén
asociadas a los defectos de fosforilacion de { que presentan unas y otras. Algunos resultados
preliminares realizados en el laboratorio respaldan esta posibilidad ya que indicarian que en las
células T primarias los defectos de fosforilacion basal de { son menores que los de la linea celular
T (datos no presentados). Por dltimo es importante remarcar que estas hipétesis ain no han sido
confirmadas y para ello es necesario realizar experimentos y estudios adicionales que permitan
comprender mejor las verdaderas causas de las diferencias en los niveles de fosforilacién de Syk

entre las células T primarias y la linea celular T expresando Syk pero no ZAP-70.

Los resultados presentados en este trabajo muestran claramente que ZAP-70 y Syk se
comportan de manera diferente en los eventos precoces de sefializacién via el TCR,
especialmente en sus capacidades para sustentar la fosforilacién de la cadena { . Estas diferencias
podrian estar dadas por las distintas habilidades de ZAP-70 y de Syk para asociarse con los
ITAMs del TCR y protegerlos de la defosforilacién, y por sus diferentes capacidades para
interactuar con la Lck. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que los procesos que regulan la
senalizacién via el TCR son sumamente complejos, y numerosas sefiales activadoras e
inhibidoras son finamente reguladas por distintas quinasas y fosfatasas, por lo tanto los diferentes

estados de fosforilacién de { en presencia de ZAP-70 o de Syk pueden deberse a mecanismos
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provenientes del TCR en general son producidos por la accién de fosfatasas que defosforilan
moléculas activadoras o receptores celulares. Los defectos de fosforilacién de { observados en
este trabajo pude que sean el producto de una sefial inhibidora producida por una fosfatasa.
Recientemente se demostré que en células T primarias, CTLA-4, un receptor de membrana
perteneciente a la misma familia que el coreceptor CD28, es capaz de suprimir las sefales
precoces inducidas por la activacién del TCR. Este efecto supresor se debe a una inhibicién sobre
la fosforilacién de la tirosina 319 de ZAP-70, que segin los autores es provocada por una
actividad fosfatasa asociada a este receptor. Si bien estos autores no fueron capaces de identificar
la fosfatasa en cuestidn, ellos proponen como un posible candidato la SHP-1 (Src homology
protein 1 domain-containing tyrosine phosphatase 1) [388]. SHP-1 al igual que SHP-2, son
fosfatasas que poseen dominios SH-2 lo que les permite interactuar con otras moléculas con estos
dominios como ZAP-70 y Syk. Una interaccién diferencial entre ZAP-70 y/o Syk con alguna de
estas dos fosfatasas podria explicar las diferencias observadas en nuestro trabajo entre las células
expresando ZAP-70 o Syk. La mas baja fosforilacién sobre tirosina que presenté Syk en las
células T primarias y en la linea celular expresando Syk en ausencia de ZAP-70 puede haber sido
causada por una mayor cantidad de fosfatasa asociada con Syk. De hecho, SHP-1 es capaz de
defosforilar a Syk de manera mas eficiente que a ZAP-70 [389]. Sin embargo estas no son mds
que especulaciones ya que hasta el momento no disponemos de pruebas concretas sobre esta
posibilidad. Para ello seria necesario realizar nuevos experimentos que permitan determinar
cuales son las actividades fosfatasa asociadas a ZAP-70 y a Syk en las células T expresando una
u otra quinasa. Aunque SHP-1 y SHP-2 son buenos candidatos para asociarse diferencialmente
con ZAP-70 y con Syk no deben descartarse otras fosfatasas como por ejemplo PP2A, CD45 o
CD148.

Todos los resultados presentados en esta parte del trabajo de Tesis confirman una vez més
que pese a las homologias existentes entre ZAP-70 y Syk, estas dos quinasas funcionan de
manera diferente. Mientras que el rol de ZAP-70 en los eventos tempranos de sefializacién via el
TCR ha sido bien estudiado y documentado, el de Syk lo ha sido mucho menos y en general se ha
asumido que esta quinasa se comporta como su proteina homdéloga. Nuestros descubrimientos
demuestran por primera vez que este no es el caso y que estas dos quinasas intervienen de manera
diferente en dichos eventos. En este trabajo presentamos evidencias claras de que ZAP-70 y Syk
difieren en sus capacidades para asociarse con la cadena { del TCR y probamos que ZAP-70 lo
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hace de manera més eficaz que Syk. Ademés, nuestros resultados permiten afirmar que a
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diferencia de ZAP-70, Syk es ineficaz para sustentar la 6ptima fosforilacién de la cadena ¢ del
TCR.

100







Resulrados Parte 11

Resultados Parte 11
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inmunodeficiencia en ZAP-7

A-“Reconstitucion de células T primarias humanas deficientes en ZAP-70”

Introduccion

La proteina ZAP-70 desempeiia un papel crucial en la activacién y desarrollo de los

linfocitos T. Los pacientes deficientes en esta proteina presentan una SCID caracterizada por la
ausencia de linfocitos T CD8*. Aunque en estos pacientes el nimero de linfocitos T CD4*

presentes en la sangre periférica es normal, los mismos son incapaces de responder a la
estimulacién mediada por el TCR [233, 269, 270]. La importancia de ZAP-70 en la sefalizacién via

el TCR es debida a su capacidad para transmitir las sefiales originadas por la interaccién del TCR
con los antigenos, fosforilando diversos sustratos intracelulares. En efecto, las células CD4™ de

pacientes deficientes en ZAP-70 presentan un marcada disminucién en la fosforilacién de la
cadena { del TCR y de las proteinas MAPK, lo cual est4 asociado con un profundo defecto en la

proliferacién y la secrecién de IL-2 inducidas por el TCR [275].

La deficiencia en ZAP-70 conduce a la muerte de los pacientes que la padecen durante el
primer afio de vida. Hasta el momento el Gnico tratamiento para estos nifios es el transplante de
médula Gsea, pero la mayoria de los pacientes carecen de donantes histocompatibles y los
transplantes no histocompatibles estdn asociados con numerosas complicaciones inmunolégicas.
El desarrollo de estrategias alternativas como la terapia génica basada en la transferencia del gen
“wild-type” de ZAP-70 dentro de células T CD4" o de células progenitoras hematopoyéticas
aisladas de pacientes, podria representar un beneficio para los pacientes que no tengan donantes
histocompatibles. De este modo, la inyeccién de las células transducidas ex vivo permitiria
reconstituir total o parcialmente el sistema inmunolégico de los mismos.

Un requisito previo a la planificacion de un ensayo clinico de terapia génica para la
deficiencia en ZAP-70, es asegurarse que las funciones defectuosas de las células CD4" de los
pacientes pueden ser restauradas por la introduccién del gen sano de ZAP-70. Con el objetivo de
estudiar la transferencia de genes en células T deficientes en ZAP-70, en el laboratorio se habian
llevado a cabo algunos experimentos iniciales utilizando vectores retrovirales. Células T y lineas
celulares T CD4" establecidas a partir de pacientes y de individuos sanos, fueron transformadas
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con el virus HTLV-I [384). Este virus permite inmortalizar las células T, pero al mismo tiempo, su
presencia puede alterar la expresion y funcién de ciertas quinasas y fosfatasas importantes en las
vias de sefializacién. La inmortalizacion de las células fue necesaria para poder realizar el cultivo
de las mismas, de otra manera no hubiese sido posible ya que la activacién via el TCR en
ausencia de ZAP-70 no es funcional, y sin este estimulo las células casi no proliferan. Aunque la
introduccién del gen “wild-type” de ZAP-70 en las células T pudo realizarse, la presencia de
HTLV-I no aseguraba que los resultados obtenidos sean la consecuencia exclusiva de la
introduccién la proteina “wild-type”. HTLV-I pudo haber modificado la actividad de ciertas
proteinas implicadas en la sefializacidn, interfiriendo en la interpretacién de los resultados. Si
bien la estrategia de inmortalizacién de las células deficientes en ZAP-70 con HTLV-I simplifica
enormemente el cultivo in vitro de las mismas, la realizacién de estudios bioquimicos en este tipo
de células es mucho mds limitada.

Recientemente, un sistema para crecer células T primarias humanas in vitro fue
desarrollado por Hans Yssel y colaboradores [379]. Para trabajar en un sistema mas fisioldgico
que el de lineas celulares T transformadas con HTLV-I, el laboratorio utilizé dicho sistema de
cultivo para la caracterizacion y el estudio de células T primarias humanas deficientes en ZAP-70
[275]. Estos trabajos fueron indispensables para el establecimiento y optimizacién de las
condiciones de cultivo que fueron utilizadas durante la realizacién de esta Tesis. Basandonos en
esas condiciones se pudo realizar la transferencia de genes en células T primarias humanas
deficientes en ZAP-70 y estudiar si la expresién de la proteina ZAP-70 “wild-rype” era suficiente

para reconstituir el fenotipo defectuoso de las mismas.

Resultados
Caracterizacion y expansion in vitro de células T deficientes en ZAP-70

Dos hermanos hijos de una relacién consanguinea, presentaban una historia clinica con
numerosas infecciones y diarrea crénica. El anélisis de las células T de la sangre periférica de

ambos nifios revelé un fenotipo consistente con una inmunodeficiencia en ZAP-70, es decir un
nimero normal de linfocitos T CD4" (59% y 63% en los dos nifios, respectivamente), y una
marcada ausencia de células T CD8" (3% y 6%, respectivamente) [275]. Las células CDS8" de uno
de los pacientes fueron estudiadas mds en detalle y se constaté que la mayoria de las mismas eran
células NK (72%), en tanto que en los individuos normales el porcentaje de NK CD8" fue de 6-
13%. De la misma manera que en otros pacientes deficientes en ZAP-70, los pacientes 1 (Pt.1) y
2 (Pt.2) presentaron un marcado defecto en la proliferacién de las células T CD4" luego de la
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Figura 1 Mutacion en el dominio quinasa de ZAP-70 en dos pacientes deficientes en dicha
proteina.

CTRL Pt.1 Pt.2
a-ZAP-7() | —

O-Erk2 | e o

1713- CCG CTC AAG TGG TAC|GCA| CCC GAA-1736
Pro Len Lys Trp Tyr | Ala| Pro Glu

Figura 1- Identificacién de dos pacientes con una deficiencia en ZAP-70 debida a una mutacién

puntual en el domino quinasa de la proteina. Extractos celulares totales obtenidos de 1x10° células T
CD4+ aisladas de dos pacientes hermanos (Pt.1 y Pt.2), y de una individuo sano (CTRL) fueron
fraccionados en 10% SDS-PAGE y transferidos sobre nitrocelulosa. La membrana fue hibridada con un
mAb «-ZAP-70 para determinar el nivel de ZAP-70. La cantidad de proteina cargada en cada hoyo fue
estimada utilizando un mAb «-Erk-2. La secuencia presentada en la parte inferior de la figura
corresponde a la secuencia del dominio quinasa de ZAP-70 donde fue detectada la mutacion puntual
responsable de la ausencia de la proteina en estos pacientes (Noraz N et al.,2000).
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estimulacion de las mismas via el TCR (datos no presentados). Precedentemente, el laboratorio
habia establecido cuales eran las mutaciones responsables de la deficiencia en ZAP-70 en estos
pacientes. En ambos se detectd una transicién homocigota en la posicién 1729 de un nucleétido C

a T, resultando en una sustitucién de alanina por valina en el amino 4cido 507 del dominio
quinasa de la proteina responsable de la ausencia completa de la misma en estos pacientes [275]
(Figura 1).

El cultivo in vitro de las células T primarias deficientes en ZAP-70 nos permitié reunir un
nimero considerable de las mismas para poder realizar los estudios de transferencia de genes
utilizando vectores retrovirales. Los cultivos se efectuaron en medio IMDM suplementado con
suero humano, y cada 15 dias se adicionaron células alimentadoras (feeder cells) irradiadas, PHA

e IL-2 exdgena (ver materiales y métodos). Luego de la amplificacién, la poblacién celular
resultante consistié en células T afp CD4* ZAP-70"", con un repertorio de TCRBV policlonal

(1275] y datos no presentados).

Las células T deficientes en ZAP-70 transducidas con un vector retroviral portando el gene
“wild-type” de ZAP-70 presentan una ventaja selectiva de crecimiento

El ADNc¢ de ZAP-70 “wild-type” humana, llevando en su extremidad C-terminal una
“etiqueta” VSV-G, fue clonado en el vector retroviral LZRS, el cual contiene la secuencia
codificante de la EGFP “downstream” de una secuencia IRES (Figura 2-A). La EGFP es una
proteina fluorescente, lo cual hace mas facil y rdpida la identificacién de las células transducidas.
El vector resultante LZRS-ZAP-70/EGFP fue empaquetado en viriones retrovirales expresando la
proteina de la envoltura GalV, ya que esta dltima permite obtener una alta transduccién de células
linfoides [326, 390]. Para producir los viriones conteniendo este vector decidimos utilizar la linea
de empaquetaje anfotrépica PG13 conteniendo el gen GalV. Para generarla, se realiz6 la
transfeccién de las lineas de empaquetaje ecotrépica GP+E86 y anfotrépica PA317 con el vector

LZRS-ZAP-70/EGFP. 48 horas después de realizada la misma, los sobrenadantes del cultivo de

— e AP et e ) D

estas dos lineas conteniendo los viriones LZRS-ZAP-70/EGFP fueron utilizados para transducir
las células PG13, las cuales pueden ser infectadas por particulas virales anfo y ecotrépicas. De
este modo un nimero importante de células PG13 pueden ser transducidas y las mismas podréan
producir nuevos viriones infectivos llevando la proteina de la envoltura GalV. Los
procedimientos para la obtencién de la linea PG13/LZRS-ZAP-70/EGFP se detallan brevemente
en la figura 2-B. En este trabajo se utilizé como control el vector LZRS/EGFP “vacio” llevando

unicamente el gen reportero EGFP (Figura 2-A).
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Figura 2-A Vectores retrovirales LZRS-ZAP-70/EGFP y LZRS/EGFP "vacio”.
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Figura 2-B Obtencion de la linea de empaquetaje PG13/LZRS-ZAP-70/EGFP.
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Figura 2- Generacion de las lineas de empaquetaje PG13 productoras de particulas virales LZRS-ZAP-
T0/EGFP o LZRS/EGFP. A- Esquema de los vectores retrovirales LZRS-ZAP-70/EGFP y LZRS/EGFP.
B- Representacion del protocolo de obtencion de la linea de empaquetaje PG 13/LZRS-ZAP-70/EGFP.
Inicialmente, se realizé la transfeccion de las lineas de empaquetaje ecotrépica GP+E86 y anfotrépica
PA317 con un plasmido llevando la secuencia del vector LZRS-ZAP-70/EGFP. 48 horas después, los
sobrenadantes de cultivo de estas dos lineas, conteniendo los viriones 1.ZRS-ZAP-70/EGFP, fueron
utilizados para transducir la linea anfotrépica PG13. Las células PG13 transducidas (pool) capaces de
producir nuevos viriones infectivos LZRS-ZAP-70/EGFP, fueron clonadas por dilucién limite para
seleccionar el mejor clon productor de particulas retrovirales. La obtencién de los clones productores de
las particulas retrovirales control LZRS/EGFP se realizé de manera similar.
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Los valores de titulos retrovirales son generalmente estimados transduciendo lineas
celulares indicadoras (células NIH 3T3 o HeLa), pero ello no refleja la habilidad de los mismos
para transducir células T humanas [391]. Para estimar la capacidad del vector LZRS-ZAP-
70/EGFP a infectar células T humanas, sobrenadantes retrovirales obtenidos de 20 clones
diferentes de la linea de empaquetaje PG13/LZRS-ZAP-70/EGFP, fueron utilizados para
transducir la linea celular T Jurkat. La media de transduccién de la células Jurkat, sometidas a
una simple exposicion con los virus provenientes de los diferentes clones, varié entre 5% y 45%
(datos no presentados). De la misma manera que para los clones de la linea PG13 llevando el
vector LZRS-EGFP (380], el nivel de expresién de la EGFP en los diferentes clones de la linea
PG13/LZRS-ZAP-70/EGFP correlacioné con la capacidad de los viriones respectivos para
transducir las células Jurkat. En efecto, las particulas retrovirales producidas por la linea
PG13/LZRS-ZAP-70/EGFP-clén 10, la cual tuvo una intensidad media de fluorescencia (MFI) de
2109, fueron las mas eficientes para transducir las células Jurkat. En cambio, el clén 6, el cual
expresé un nivel inferior de EGFP (MFI=115), produjo el nivel mis bajo de particulas
infecciosas (Figura 3-A y datos no presentados). La poblacién original PG13/LZRS-ZAP-
70/EGFP (“pool”) a partir de la cual se obtuvieron los diferentes clones, tuvo una MFI de 704,
representando un punto intermedio entre los dos extremos, clén 6 y clén 10 (Figura 3-A). La
expresion de la EGFP en la linea PG13/LZRS-ZAP-70/EGFP-clén 10 permaneci6 estable durante
mas de 6 meses, y los sobrenadantes retrovirales producidos por la misma fueron utilizados para
la realizacién de todos los experimentos de transduccién. De la misma manera que para la
obtencién de la PG13/LZRS-ZAP-70/EGFP-clén 10, una linea PG13/LZRS-EGFP-cl6n 7
control, fue seleccionada por producir los viriones LZRS-EGFP con mayor eficacidad de
transduccién de células Jurkat. La eficacidad del LZRS-EGFP-clén 7 fue superior a la de los
viriones LZRS-ZAP-70/EGFP-clén 10, con una media de transduccion de 55 + 8% y 35 + 8%,
respectivamente (datos no presentados).

Las células T CD4" aisladas de pacientes deficientes en ZAP-70 fueron transducidas
como se describe en materiales y métodos. Brevemente, las células fueron estimuladas 48 horas
con células “alimentadoras”, PHA e IL-2 exdgena y luego fueron expuestas a los sobrenadantes
retrovirales producidos por las lineas PG13/LZRS-ZAP-70/EGFP-clén 10 o PG13/LZRS-EGFP-
clén7 por un periodo de 6 horas durante dos dias consecutivos, en presencia de fibronectina. La
fibronectina permite mejorar la transferencia de genes dentro de las células T primarias [380]. Esta
molécula participa en la adhesién de las células con las particulas virales gracias a sus tres sitios

de unidn. Los sitios repetidos de unién a la heparina interactian directamente con el retrovirus, y
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Figura 3-A Intensidades medias de fluorescencia (MFIs) de diferentes poblaciones de células
PGI13/LZRS-ZAP-70/EGFP.
— PG 13

~ PG 13/ZAP-T0/EGFP « pool »
== PG 13/ZAP-70/EGFP-clon 10
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Eventos
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F igura 3-B Esquema del fragmento de fibronectina recombinante CH-296.
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Figura 3- Correlacién entre las MFIs en los clones PG13/LZRS-ZAP-70/EGFP y la capacidad de los
mismos a producir particulas retrovirales infectivas. A- La intensidad media de fluorescencia (MFI)
emitida por la EGFP en los diferentes clones PG 13/LZRS-ZAP-70/EGFP fue analizada por FACS. En la
figura solo se representan las células PG13 sin transducir, la poblacion de células PG13/LZRS-ZAP-
70/EGFP sin clonar (pool), y el mejor clon productor de particulas retrovirales PG13/LZRS-ZAP-
70/EGFP-clon10. B- Representacion del fragmento de fibronectina recombinante CH-296 utilizado para
optimizar la transferencia de genes en linfocitos T primarios humanos. En el esquema se representan los
sitios de unién a las células y CS-1, capaces de interactuar con la integrinas celulares VLA-5 y VLA4,
respectivamente, como asi también los dominios de unién a heparina responsables de la interaccién con
las particulas retrovirales.




Figura 4-A Ventaja selectiva de crecimiento de las células T de pacientes transducidas con el

vector retroviral LZRS-ZAP-70/EGFP.
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Figura 4-B Progresion del porcentaje de células T de pacientes EGFP*, transducidas con el

vector LZRS-ZAP-70/EGFP.
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Figura 4- Evolucion de las células T
aisladas de pacientes deficientes en ZAP-70
transducidas con los vectores retrovirales
LZRS-ZAP-70/EGFP o LZRS/EGFP. Las
células obtenidas de los pacientes 1 y 2
(Pt.1 y Pt.2) y transducidas con los vectores
retrovirales, fueron expandidas en cultivo y
la expresion de la EGFP fue monitoreada
por FACS.

A- Comparaciéon de los porcentajes de
células T EGFP" transducidas con el vector
LZRS-ZAP-70/EGFP o con el vector
control LZRS/EGFP, a diferentes tiempos
después de realizada la transduccion.

B- Representacion de los perfiles obtenidos
por FACS, 3, 60 o 120 dias después de
realizada la transduccion de las células T
con el vector retroviral LZRS-ZAP-

70/EGFP. El porcentaje de células EGFP*
es indicado en cada histograma.
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! los dominios de unidn a las células y CS-1 los hacen con la superficie celular via las integrinas
i VLA-5 y VLA-4, respectivamente [392]. En este trabajo utilizamos un fragmento de fibronectina
recombinante denominado CH-296 conteniendo estos tres dominios (Figura 3-B).

Las células transducidas fueron luego expandidas en medio de cultivo y la expresion de la
EGFP fue analizada por FACS 3, 40, 60 y 120 dias después de realizada la transduccién. Como
muestra la figura 4-A, el nivel de transferencia génica fue significativamente mayor con el vector
control LZRS-EGFP (46 y 57% en los Pt.1 y Pt.2, respectivamente) comparado con el vector
LZRS-ZAP-70/EGFP (31 y 36% para los Pt.1 y Pt.2, respectivamente). Estos valores
coincidieron con los observados luego de la transduccién de las células T Jurkat (datos no
presentados). De manera muy interesante, en los diferentes experimentos de transduccién que se
realizaron, el porcentaje de células de pacientes transducidas con el vector LZRS-ZAP-70/EGFP
aumentdé considerablemente luego de que las mismas fueron expandidas in vitro. En el
experimento presentado aqui, luego de dos meses de cultivo el porcentaje de células del Pt.1 y del
Pt.2 transducidas con dicho vector aumenté de 36 a 74% y de 31 a 67%, respectivamente.
Contrariamente, el porcentaje de células T de pacientes transducidas con el vector control LZRS-
EGFP permanecié esencialmente constante (Figura 4-A). Pasados los 120 dias, el porcentaje de
células transducidas expresando ZAP-70/EGFP fue superior a 90% (Figura 4-B).

Estos resultados indican que las células T de pacientes transducidas con el gen “wild-
type” de ZAP-70 presentan una ventaja selectiva de crecimiento in vitro frente a aquellas células

transducidas con el vector control portando solo la EGFP.

ZAP-70 es fuertemente expresada y fosforilada en las células T de pacientes transducidas
con el vector retroviral ZAP-70/EGFP

Con el fin de determinar si en las células T de pacientes transducidas con el vector ZAP-
70/EGFP, ZAP-70 es expresada y fosforilada correctamente, se desarrollaron experiencias de
inmunoprecipitacion e inmunoblot utilizando anticuerpos especificos contra esta proteina. Todos
los experimentos descritos a continuacién fueron hechos sobre células expandidas in vitro entre 2
y 3 meses después de realizada la transduccién. A ese momento del cultivo aproximadamente

50% y 70% de las células transducidas con el vector LZRS-EGFP o LZRS-ZAP-70/EGFP

respectivamente, fueron EGFP”.
La proteina ZAP-70 introducida en las células de pacientes fue expresada a niveles entre
1.5 y 3 veces superiores a los observados para ZAP-70 endégena en las células T control

obtenidas de individuos sanos (Figura 5-A). Para determinar si ZAP-70 ectépica es correctamente
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Figura 5-A Determinacion del nivel de expresion de ZAP-70 en las células T primarias de
pacientes deficientes en ZAP-70, transducidas con el vector LZRS-ZAP-70/EGFP.
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Figura 5-B ZAP-70 es fosforilada sobre tirosina en las células T de pacientes transducidas
con el vector LZRS-ZAP-70/EGFP y estimuladas via el TCR.
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Figura 5- ZAP-70 es bien expresada y fosforilada en las células T de pacientes transducidas con el
vector LZRS-ZAP-70/EGFP. A- Para determinar el nivel de expresion de ZAP-70 en las células
transducidas, se obtuvieron lisados celulares totales a partir de 1x10° células T control (CTRL), células T
de pacientes transducidas con el vector LZRS/EGFP, o células T de pacientes transducidas con el vector
LZRS-ZAP-70/EGFP. Los lisados totales fueron resueltos electroforeticamente en 10% SDS-PAGE y el
nivel de expresion ZAP-70 fue analizado por western-blot con un mAb a-ZAP-70. Las flechas indican la
posicion de ZAP-70 en las células CTRL (ZAP-70) y en las células de pacientes transducidas con ZAP-70
(ZAP-70"5V%). B- Para evaluar el nivel de fosforilacién de ZAP-70 en las diferentes poblaciones
celulares, 2x10° células fueron estimuladas (+) o no (-) con un anticuerpo a-CD3 y luego ZAP-70 fue
inmunoprecipitada con un anticuerpo a-ZAP-70 a partir de lisados totales obtenidos de las mismas. Los
inmunoprecipitados fueron resueltos en gel y luego analizados por western-blot con un mAb a-
fosfotirosina (a-PY). Las flechas indican las posiciones de ZAP-70 y ZAP-70V3VC fosforiladas sobre
tirosina. Ademas, también se indica la posicion de la cadena pesada de la inmunoglobulina del anticuerpo
a-ZAP-70 utilizado para inmunoprecipitar ZAP-70 (IgH). La cantidad de ZAP-70 inmunoprecipitada en

cada una de las condiciones fue monitoreada rehibridando la membrana con un mAb a-ZAP-70 (panel
inferior).
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kde fosforilada sobre tirosina, la proteina fue inmunoprecipitada a partir de células T control

\. transducidas con el vector EGFP y de células T de pacientes transducidas con los vectores EGFP

‘i o ZAP-70/EGFP. Las células fueron estimuladas via el TCR o tratadas con medio de cultivo
como control negativo. En estas experiencias se pudo observar que la estimulacién del TCR en
! las células expresando ectopicamente ZAP-70 indujo la fosforilacién de esta proteina a niveles
| equivalentes a los observados para ZAP-70 endégena en las células T control. Como se esperaba,

no se detectd fosforilacion alguna de ZAP-70 en las células transducidas solo con la EGFP
(Figura 5-B).

Los resultados obtenidos muestran que la transduccién de las células T de pacientes con
das un vector retroviral llevando el gen “wild-type” de ZAP-70 permite obtener altos niveles de

expresion de esta quinasa y una correcta fosforilacién de la proteina una vez que el TCR ha sido
estimulado.

Los defectos de fosforilacion de las proteinas MAPK observados en las células T deficientes
en ZAP-70 son revertidos por la transduccion de las mismas con el vector retroviral ZAP-
T0/EGFP

Un nidmero creciente de evidencias indican que la sefializacién via las proteinas Ras-Erk
es necesaria para la proliferacién de distintos tipos de células [393]. Como ha sido mencionado
| anteriormente, ZAP-70 es una importante proteina implicada en la sefalizacién por el TCR y las
| células deficientes en ZAP-70 muestran una marcada disminucién en la fosforilacién de las
MAPKSs como asi también en la proliferacién celular y la secrecién de IL-2 [275). Considerando
que ZAP-70 una vez introducida en las células es bien expresada y fosforilada, era importante

determinar si las funciones defectuosas observadas en las células sin transducir podian ser

w
—

revertidas luego de la transduccién de las mismas. Con el fin de evaluar el estado de fosforilacién

de las MAPKs, las células T de pacientes transducidas con el vector ZAP-70/EGFP o con el

_— = n

vector EGFP, como asi también células T control, fueron estimuladas con un anticuerpo a-CD3 y
la fosforilacién de Erk-1 y Erk-2 fue analizada por “western blor”. Para ello se utilizé un
anticuerpo policlonal capaz de reconocer las formas fosforiladas de ambas MAPKSs. Luego de la

activacién del TCR, las células de pacientes transducidas con el vector control presentaron una

v W wmOw

marcada disminucién en la fosforilacién de Erk, en cambio las transducidas con el gen “wild-

~w

type” de ZAP-70 mostraron una buena fosforilacién de ambas formas de Erk (Figura 6). Sin

embargo, el nivel de fosforilacion de Erk-1 y Erk-2 en las células expresando ZAP-70 ectépica

C —

fue ligeramente inferior al observado en las células control. Es probable que esta diferencia haya
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Figura 6 La expresion ectépica de ZAP-70 en las células T de pacientes restaura la
Josforilacion inducida por la estimulacion del TCR de las MAPKs Erk-1 y Erk-2.
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Figura 6- El nivel de fosforilacion de las MAPKs Erk-1 y Erk-2 fue evaluado por western-blot. Los
lisados celulares totales fueron obtenidos de 1x10° células T control (CTRL) y células T de pacientes
transducidas con el vector LZRS/EGFP, o de células T de pacientes transducidas con el vector LZRS-
ZAP-70/EGFP. Las células fueron estimuladas con un anticuerpo a-CD3 (+) o incubadas con medio de
cultivo (-). Los lisados celulares fueron resueltos en 10% SDS-PAGE y luego transferidos sobre una
membrana que mas tarde fue hibridada con un anticuerpo policlonal a-fosfo-Erk capaz de reconocer las
formas fosforiladas de Erk-1 y Erk-2. Estas dos formas fosforiladas son indicadas por las flechas en el
panel superior. La cantidad de proteina cargada en cada hoyo fue estimada rehibridando la membrana con
un mAb a-Erk-2.
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estado dada por una pequeiia proporcion de las células transducidas que no expresaron ZAP-70
(30% de células EGFP’) (datos no presentados).

Estos resultados muestran claramente que introduciendo el gen “wild-type” de ZAP-70
dentro de células T deficientes en esta quinasa, es posible restaurar la fosforilacién de Erk-1 y

Erk-2.

La proliferacion y la secrecion de IL-2 inducidas por la estimulacion del TCR son
restauradas en las células T deficientes en ZAP-70 transducidas con el vector retroviral
ZAP-710/EGFP

El hecho que los experimentos de transferencia de genes presentados aqui fueron
realizados en células T primarias posibilité determinar cuales fueron los consecuencias bioldgicas
de la expresién del transgén en las células de pacientes. La secrecién de IL-2 y la proliferacién
inducidas por el TCR, eventos cruciales para el desarrollo de una respuesta normal de las células
T. En las células T primarias deficientes en ZAP-70, la disminucién de la proliferacién y de la
secrecion de citoquinas correlaciond bien con los defectos observados en la fosforilacién de Erk-
1 y Erk-2. Para ver si de la misma manera que para estas dos quinasas, la introduccién del gen
“wild-type” de ZAP-70 podia revertir las funciones defectuosas, las células T de pacientes
transducidas con el vector ZAP-70/EGFP o con el vector EGFP, y células T control, fueron
estimuladas via el TCR y la proliferacién y secrecién de IL-2 fueron determinadas. La secrecién
de IL-2 fue estimada midiendo el nivel de esta citoquina secretada en el medio de cultivo, 24
horas después de la estimulacion del TCR. Los resultados presentados en la figura 7-A muestran
que antes de la estimulacién, ni las células T control ni las de pacientes producen niveles
detectables de IL-2 (<5 pg/ml). Luego de la estimulacién via el TCR, las células deficientes en
ZAP-70 presentaron un marcado déficit en la produccién de IL-2, en comparacién con lo
observado en las células T control (p=0.01). Por el contrario, la activaciéon de las células T
transducidas con el gen “wild-type” de ZAP-70 indujo la produccién de cantidades sustanciales

de IL-2, equivalentes a aquellas secretadas por las células T control (p>0.05) (Figura 7-A). Esto

demuestra que los importantes defectos en la produccion de IL-2 observados en las células T
deficientes en ZAP-70 pueden ser revertidos por la introduccién del gen “wild-type” de ZAP-70.
Finalmente se comparé la habilidad de las células deficientes en ZAP-70 y de aquellas
reconstituidas con el gen “wild-type” de ZAP-70 para proliferar luego de que ambas fueran
activadas via el TCR. Debe remarcarse que el nivel de proliferacién de los linfocitos T primarios

| normales varia de un experimento a otro. Para eliminar posibles errores provenientes de un tnico
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Figura 7-A Secrecion de IL-2 luego de la transduccion de las células T de pacientes.
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Figura 7-B Nivel de proliferacion de las células T transducidas con el vector LZRS-ZAP-
70/EGFP.
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Figura 7- La secrecion de IL-2 y la proliferacién celular inducidas por la estimulacion del TCR son
restauradas luego de la transduccion del vector retroviral LZRS-ZAP-70 en las células deficientes en
ZAP-70. A- Para determinar el nivel de secrecion de IL-2, 1x10° células T control (CTRL) y células T de
pacientes transducidas con el vector LZRS/EGFP o con el vector LZRS-ZAP-70/EGFP, fueron no
estimuladas (medio), o estimuladas con un mAb «-CD3 inmovilizado. La IL-2 secretada en el
sobrenadante de cultivo fue medida 24 horas después de la activacion, utilizando un kit ELISA comercial.
Los valores presentados corresponden a la media + el desvio estdndar de triplicados realizados para cada
muestra en al menos tres experimentos independientes. B- Para evaluar la proliferacién celular, las células

tratadas fueron cultivadas durante tres dias y luego pulsadas con 1uCi de *H-Timidina. 18 horas mds
tarde las células fueron colectadas y la cantidad de *H-Timidina incorporada fue medida utilizando un
contador de centelleo. Los valores corresponden a la media + el desvio estdndar de cuatro experimentos

independientes, cada uno realizado por triplicado.
Los analisis estadisticos fueron realizados aplicando el test t de Student.
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experimento, los resultados que mostramos aqui representan la media + el desvio estandar de las
muestras obtenidas a partir de 4 experimentos individuales, cada uno de ellos realizado por
triplicado. Las células de pacientes transducidas con el vector ZAP-70/EGFP o con el vector
EGFP, y las células T control, fueron activadas con un anticuerpo 0-CD3 inmovilizado y 3 dias

mads tarde la proliferacién fue medida. La proliferacién inducida por la activacién del TCR de las

w células deficientes en ZAP-70 fue marcadamente inferior a la de las células T normales (p=0.03).
Sin embargo, en aquellas células donde el gen “wild-type” de ZAP-70 fue introducido se pudo
observar un significativo aumento de la proliferacién en respuesta a la estimulacion del TCR

(P=0.01) (Figura 7-B). De manera importante, las células reconstituidas con el gen de ZAP-70

|
| fueron capaces de proliferar de manera comparable a como lo hicieron las células T control
' estimuladas con el anti-CD3 (p>0.05) (Figura 7-B).

\

Conjuntamente, estos resultados permiten concluir que la introduccién del gen “wild-
type” de ZAP-70 en las células T de pacientes confiere a las mismas la capacidad de responder a

la estimulacién del TCR, proliferando y secretando IL-2.

! B-“Reconstitucion del desarrollo y la funcién linfoide T en ratones deficientes
en ZAP-70 luego del transplante de células progenitoras de la médula dsea

transducidas con el gen ZAP-70”

Introduccion

Como venimos de ver, la transferencia mediada por retrovirus de ZAP-70 dentro de

células T CD4" deficientes en esta proteina permite reconstituir las funciones de las células T, lo
cual avala la idea que la terapia génica para la deficiencia en ZAP-70 puede ser una alternativa
factible. Sin embargo, la terapia génica basada en la transduccién de células CD4" deficientes en
ZAP-70 no permite la reconstitucién de las células T CD8*, ausentes en los pacientes ZAP-70"",

Aunque en presencia de células CD4" normales, la ausencia de CD8" es compatible con la vida,
la reconstitucién de estas ultimas células es indispensable para la integra funcionalidad del brazo
citotoxico del sistema inmune.

Diversos ensayos clinicos de terapia génica basados en la transduccién retroviral de
células progenitoras pluripotentes de la médula 6sea han sido empleados para el tratamiento de

diferentes inmunodeficiencias primarias (ver Introduccién General, Capitulo V, item 11.4.). Entre
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estos ensayos se encuentran los realizados por el grupo del Dr. Fischer en los cuales la
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introduccién del gen “wild-type” de yc dentro de células progenitoras de la médula ésea yc
resulté en el desarrollo de linfocitos T funcionales [312]. De manera similar, la introduccién del
gen “wild-type” de ZAP-70 dentro de células progenitoras ZAP-70" podria resultar en el
desarrollo de linfocitos T CD4* como asi también CD8" funcionales. Sin embargo, para el caso
de la inmunodeficiencia en ZAP-70 varios puntos importantes deben ser tenidos en cuenta:

1) la introduccién de ZAP-70 dentro de las células progenitoras sera suficiente para
permitir el desarrollo de los linfocitos CD4 y CD8 in vivo? 2) si el desarrollo tiene lugar, los
linfocitos resultantes presentaran un repertorio de TCR policlonal y serdn capaces de montar una
respuesta inmune normal?  3) a diferencia de yc, ZAP-70 es solo expresada en linfocitos T y
células NK, por consecuencia serd imprescindible determinar si la expresion ectépica de ZAP-70
en las células progenitoras afectard de manera negativa la diferenciacion y el funcionamiento de
las lineas hematopoyéticas no T?.

Los ratones ZAP-70 “knockout” (ZAP-70 KO) son un excelente modelo para intentar
responder a todas estas preguntas. Pero el fenotipo de estos ratones y el de los pacientes
deficientes en ZAP-70 no es idéntico. Como hemos visto anteriormente, la ausencia de esta
proteina en ratones provoca un bloqueo precoz en el desarrollo de los linfocitos T y en
consecuencia estos animales carecen de células T CD4* y CD8" (ver Introduccién General, item
V del capitulo IV). Sin embargo, las ratones ZAP-70 KO recapitulan muchas de las
caracteristicas de los pacientes deficientes en ZAP-70 y ofrecen un modelo interesante para el
desarrollo de estudios pre-clinicos de terapia génica con células progenitoras para el tratamiento

de la inmunodeficiencia en ZAP-70.

Resultados
Introduccion del gen “wild-type’’ de ZAP-70 dentro de células progenitoras hematopoyéticas
murinas ZAP-70"

Gracias a una colaboracién con los laboratorios del doctor Candotti y del doctor Singer en
el National Institute of Health (NIH) en USA, se pudo disponer de ratones deficientes en ZAP-
70. Para la obtencidn de las células progenitoras de la médula dsea, los ratones deficientes en
ZAP-70 fueron inyectados con 5-fluorouracilo (5-FU). Este compuesto elimina las células en
proliferacién dejando intactas aquellas quiescentes, caracteristica exclusiva de las células

pluripotentes. 48 horas después de la inyeccién los ratones fueron sacrificados y los fémures y
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Figura 8 Aislamiento, transduccion y transplante de las células progenitoras de la médula

osea en los ratones ZAP-70 KO.
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Figura 8- Los ratones ZAP-70 KO fueron inyectados con S-fluorouracilo (5-FU) para eliminar las células
en proliferacién. Dos dias después, los ratones fueron sacrificados y se recuperaron las células de la
médula Ssea a partir de las tibias y fémures. Las células obtenidas, como asi también células progenitoras

obtenidas de ratones “wild-type” fueron incubadas con anticuerpos lin* para eliminar las células

hematopoyéticas diferenciadas. Las células progenitoras (lin’) fueron estimuladas durante 48 hs con IL-3,
IL-6 y SCF y luego transducidas. La transduccion se realizd en presencia de fibronectina preincubando

las células lin" con las particulas retrovirales MND-EGFP o LZRS-ZAP-70/EGFP. Las células
transducidas y las células sin transducir obtenidas de ratones WT, fueron cultivadas durante 48 hs y luego
transplantadas por inyeccidn intravenosa en ratones ZAP-70 irradiados letalmente. Ocho semanas
después del transplante se analizaron muestras de sangre periférica y a las 18 semanas después de
realizado el mismo, todos los ratones tratados fueron sacrificados para la extraccién y el analisis de los
distintos organos linfoides.
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i tibias de los mismos fueron recolectados para la extraccién de la médula ésea (Figura 8). Las

| suspensiones celulares obtenidas de la médula se componen no solo de células progenitoras sino

u también de células hematopoyéticas diferenciadas que colonizan igualmente este érgano linfoide.

\

| Todas estas células tienen la particularidad de expresar moléculas de superficie las cuales

}
t

permiten identificar las distintas poblaciones de células medulares. De este modo, aquellas
células que hayan entrado en alguna via de diferenciacién expresarin el marcador lin*. Este
marcador es en realidad un conjunto de moléculas presentes en diferentes tipos de lineas celulares
hematopoyéticas tales como el CD3 en los linfocitos T, la molécula B220 en los B, en los
granulocitos la Gr-1, en las macréfagos la Mac-1, y en los eritrocitos la Ter-119. Las c€lulas que
no expresen estos marcadores seran lin y guardardn un fenotipo de célula progenitora. Para el
caso de las células murinas, los marcadores c-kit, Sca-1 y Thy-1, permiten determinar cuan
\ inmadura es la célula progenitora. Aquellas lin" que sean c-kit*/Sca-1*/Thy-1'" tendrén un
fenotipo correspondiente al de una célula progenitora pluripotente inmadura.

Con el objetivo de eliminar las células hematopoyéticas lin* presentes en la médula, la
suspension celular obtenida de los huesos fue incubada con un céctel de anticuerpos dirigidos
contra los marcadores "lin". Luego de la separacién, las células resultantes lin* y lin fueron
marcadas con anticuerpos anti c-kit, Sca-1 y Thy-1 para confirmar si el fenotipo de estas dltimas

correspondia al de una célula progenitora. Satisfactoriamente, la mayoria de las células lin’

low

resultantes presentaron un fenotipo de célula progenitora inmadura, c-kit*/Sca-1*/Thy-1"°" (datos

no presentados). Una vez confirmado esto, las células lin” fueron puestas en cultivo durante 48
horas en presencia de FCS, IL-3, IL-6 y SCF. Después, las células en fase de proliferacién fueron
transducidas con los vectores retrovirales derivados de MLV, MND-EGFP como control [394] y
el vector LZRS-ZAP-70/EGFP utilizado previamente (Figura 8). Ambos vectores fueron
producidos en la linea de empaquetaje ecotrépica GP+E86. La transduccién de las células fue
realizada en medio de cultivo conteniendo los factores de crecimiento y en presencia de
fibronectina. Tres dias después de la infeccidn, el porcentaje de células expresando la EGFP fue
calculado por citometria de flujo utilizando un FACScan. Mientras que la totalidad de las células
sin transducir fueron EGFP negativas, 91% y 87% de las células transducidas con el vector

control EGFP o con el vector ZAP-70/EGFP respectivamente, expresaron la EGFP (Figura 9-A).

Es importante remarcar que el porcentaje de células EGFP* fue sumamente alto, lo que muestra
p q p )] q

110




Resultados Parte Il

Figura 9-A Determinacion del porcentaje de células lin EGFP* luego de la transduccién de
las mismas con los vectores retrovirales.
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Figura 9-B Nivel de expresién de ZAP-70 en las células progenitoras lin” transducidas, en la
linea de empaquetaje GP+ES86 y en la linea celular T humana Jurkat.

Células lin-

Figura 9- Transduccion de las células progenitoras de la médula 6sea ZAP-70"" con el vector retroviral
LZRS-ZAP-70/EGFP. A- Las células progenitoras de la médula dsea lin™ aisladas de ratones ZAP-70KO,
fueron incubadas con los sobrenadantes retrovirales correspondientes, en presencia de citoquinas. Las
células transducidas fueron expandidas en cultivo durante 48 horas y la expresién de la EGFP en las
mismas fue monitoreada por FACS. Los histogramas mostrados representan las células lin’sin transducir,
transducidas con el vector LZRS-ZAP-70/EGFP, o transducidas con el vector control MND-EGFP. Los
porcentajes de células lin/EGFP* son indicados en cada histograma. B- El nivel de expresién de ZAP-70
en las células ZAP-70™" lin™ transducidas con los vectores retrovirales, como asi también en la linea de
empaquetaje GP+E86 productora de las particulas LZRS-ZAP-70 y en la linea celular T humana Jurkat,
fue monitoreado por western-blot utilizando un mAb a-ZAP-70. La cantidad de proteina cargada en cada
hoyo fue evaluada rehibridando la membrana con un anticuerpo a.-actina.
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b que los sobrenadantes conteniendo las particulas retrovirales son altamente eficaces para la

— v

infeccion de células progenitoras murinas.

Para confirmar que ZAP-70 fue expresada solamente en aquellas células conteniendo el
vector LZRS-ZAP-70/EGFP, se realizaron experiencias de “western blor’. Como se puede
; observar en la figura 9-B, ZAP-70 fue expresada solo en aquellas células transducidas con el
vector conteniendo el gen “wild-type” de ZAP-70, las células sin transducir o transducidas con el
vector MND-EGFP no expresaron cantidades detectables de la proteina. Vale la pena destacar
que el nivel de expresion de ZAP-70 en las células progenitoras transducidas fue entre 2 y 3
veces superior al observado en linea celular T humana Jurkat, lo cual demuestra la eficacidad del

promotor retroviral LTR en el vector utilizado (Figura 9-B).

Transplante de ratones ZAP-70 KO con células progenitoras transducidas con el vector
ZAP-T0/EGFP

En una segunda etapa, las células progenitoras transducidas previamente fueron
inyectadas en ratones ZAP-70 KO. Mas precisamente, las células transducidas con el vector
EGFP o con el vector ZAP-70/EGFP, como asi también células control sin transducir aisladas de
un ratén “wild-type” (WT), fueron inyectadas en ratones ZAP-70 KO. Antes de la inyeccién, los
ratones fueron irradiados con dosis letales de rayos y para impedir el desarrollo de las células
progenitoras endégenas (Figura 8). Una vez inyectados, los animales fueron criados en un
bioterio en un ambiente libre de patégenos. Ocho semanas después de realizado el transplante se
tomaron muestras de sangre periférica de los ratones tratados para determinar el nimero de
células pertenecientes a las diferentes poblaciones hematopoyéticas. Finalmente, a las 18 semanas
después de realizado el transplante todos los ratones tratados fueron sacrificados para realizar la

extraccion y el andlisis de los distintos 6rganos linfoides (Figura 8).

En este manuscrito, los ratones transplantados con el vector EGFP seran citados como
ratones EGFP, los transplantados con ZAP-70/EGFP, ZAP-70/EGFP, y los transplantados con
células “wild-type” sin transducir, WT-BM.

Diferenciacion de los timocitos en ratones ZAP-70 KO luego del transplante de células
progenitoras lin" transducidas con el vector ZAP-70/EGFP

La timopoyesis fue estudiada 18 semanas después del transplante para determinar los
efectos de la expresion del transgén sobre la diferenciacién a largo plazo de los timocitos. El

bloqueo en la diferenciacién de células T en los ratones ZAP-70 KO ocurre en el estadio DP
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Figura 10-A Diferenciacién de los timocitos en los ratones ZAP-70™" luego del transplante
con las células progenitoras transducidas con el vector ZAP-70/EGFP.
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Figura 10-B Expresion de marcadores de diferenciacion en los timocitos de ratones
transplantados con las células progenitoras llevando el gen wild-type de ZAP-70
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Figura 10- 18 semanas post-transplante los ratones ZAP-70 KO transplantados (ZAP-70"+BMT) con el
vector EGFP (EGFP), con el vector ZAP-70/EGFP (ZAP-70/EGFP) o con células WT sin transducir
(WT-BM), fueron sacrificados y a partir de los mismos se recolectaron los timocitos para ser analizados
por FACS. Como control se utilizaron timocitos obtenidos de ratones wild-type no transplantados (WT).
A- Las células fueron marcadas con anticuerpos a-CD8-PE y a-CD4-Cy. Los porcentajes de timocitos
simple positivos (SP) CD4" y CD8" son indicados en cada grifico. Para el caso de los ratones
transplantados con las células progenitoras transducidas con los vectores retrovirales, se muestra las
poblaciones de timocitos transducidos expresando la EGFP (EGFP’) como asi también aquellas no
transducidas que no expresaron dicha proteina (EGFP’). B- El nivel de expresion de los marcadores de
diferenciacién timocitaria CD5 y TCRp fue evaluado en las poblaciones de timocitos EGFP” y EGFP". La
expresion de estos dos marcadores también fue monitoreada en las células aisladas de ratones WT y WT-
BM. Los porcentajes de timocitos CDsM y TCRBhi son indicados en cada histograma. Los histogramas
son representativos de los datos obtenidos para cada uno de los 3 o 4 animales analizados en cada grupo.
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E CD4*CD8". Esta subpoblacién de timocitos es la mds representada en un timo normal y en

‘ consecuencia los ratones ZAP-70 KO transplantados con el vector EGFP o con el vector ZAP-
70/EGFP no presentaron diferencias significativas en el nimero total de timocitos: 2,4x10” +
1,5)(107 y 3,8)(107 + 2,1x107, respectivamente. De manera similar, los ratones WT-BM
transplantados con células “wild-type” sin transducir presentaron 5,6x10” + 3,8x10’ timocitos
totales (datos no presentados).

Como hemos visto anteriormente, las diferentes subpoblaciones de timocitos pueden
distinguirse de acuerdo a la expresidn de los coreceptores CD4 y CD8 (ver Introduccién General,
ftem 1.2. del capitulo I). En los ratones ZAP-70 KO transplantados con el vector EGFP los
porcentajes de timocitos SP CD4* o CD8" detectados fueron extremadamente bajos debido al
bloqueo en el estadio DP. No obstante se puede observar que la distribuci6n relativa de las
subpoblaciones DN y DP no fueron modificadas por la presencia del vector (Figura 10-A, ratones
EGFP). En cambio, dentro de las poblaciones de timocitos portando el vector ZAP-70/EGFP, el
porcentaje de células SP aument6 de manera considerable (20.8% +9.7% y 8.6% * 4.0% para los
timocitos CD4 y CD8; p<0.05 para ambas condiciones) (Figura 10-A). Es importante destacar
que estos porcentajes no fueron significativamente diferentes de aquellos observados en los
ratones WT-BM control (129% *5.1% y 4.1% + 1.3% para los timocitos CD4 y CD8; p>0.05
para ambas condiciones.

Para evaluar mas en detalle la diferenciacion de los timocitos transducidos con ZAP-70, la

expresion de los marcadores de diferenciacién CD5 y TCR[ fue monitoreada en las poblaciones

de células sin transducir (EGFP") y transducidas (EGFP"). La expresién del marcador de
activacién CDS5, aumenté significativamente en los timocitos transducidos con el vector ZAP-70,
comparado con aquellos transducidos con el vector EGFP (35.2% + 11.8% vs. 2.7% * 1.6%;
P<0.05) (Figura 10-B). Ademds, el porcentaje de timocitos transducidos con el vector ZAP-70
‘ expresando fuertemente el CDS5, fue equivalente a los observados en ratones WT y WT-BM.
Resultados similares fueron obtenidos para la expresién del TCRp, con elevados niveles de
| expresién en los timocitos transducidos con el vector ZAP-70, equivalentes a los observados en
los ratones control (Figura 10-B).

Colectivamente, estos resultados demuestran que el transplante de c€lulas progenitoras de
la médula 6sea transducidas con el gen “wild-type” de ZAP-70 permite eliminar el bloqueo en la

diferenciacién de los timocitos en ratones ZAP-70 KO. La expresién ectépica de ZAP-70
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Figura 11-A Determinacion del porcentaje de linfocitos T CD4 y CD8 en los ratones

transplantados.
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Figura 11-B Determinacién del estado de activacion de los linfocitos T periféricos.
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Figura 11-C Nivel de expresion de ZAP-70 en los esplenocitos de los ratones transplantados.
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Figura 11- Reconstitucion de los linfocitos T en

fé’ los ratones ZAP-70 KO transplantados (ZAP-70"" +

K<) BMT). Los esplenocitos fueron recolectados a

§" é partir de los diferentes animales tratados (EGFP,

> RN Q ZAP-70/EGFP o WT-BM) 18 semanas post-

$ N C.‘ :: § transplante y de animales WT sin tratar. A- Las
S° 2 LN células fueron marcadas con anticuerpos a-CD8-PE
hZAP-70 y a-CD4-Cy y analizadas por FACS. El porcentaje

- - - mZAP-70 de linfocitos T simple positivos CD4" y CD8" son
S Erk-2 indicados en cada grafico. B- El estado de
activacion de los linfocitos fue evaluado por FACS

determinando el nivel de expresién de los

marcadores activacion CD25 y CD69.

El porcentaje relativo de linfocitos T naives y de memoria tue monitoreado mediante la marcacion de
la molécula CD62L. Los porcentajes de células marcadas son indicados en cada histograma. Estos
parametros no pudieron ser analizados en los ratones EGFP ya que los mismos carecen de células T
periféricas. Los datos son representativos de los resultados obtenidos en la totalidad de los animales
analizados en cada grupo. C- El nivel de expresién de ZAP-70 en los esplenocitos de ratones EGFP,
ZAP-70/EGFP o WT-BM, como asi también en esplenocitos obtenidos de ratones WT y en la linea
celular T humana Jurkat, fue monitoreado por western-blot con un anticuerpo -ZAP-70 capaz de
reconocer las formas humana (hZAP-70) y murina (mZAP-70) de la proteina. La cantidad de proteina
cargada en cada hoyo fue determinada hibridando la membrana con un mAb a-Erk-2.
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proporciona una ventaja selectiva a los timocitos transducidos permitiéndoles pasar a un estadio

de diferenciacidn mas avanzado.

Fenotipo y funcién de los linfocitos T periféricos de los ratones transplantados con células
progenitoras lin" transducidas con el vector ZAP-70/EGFP

La presencia de células T esplénicas periféricas en los ratones tratados con ZAP-70 fue
examinada y el fenotipo y funcionamiento de las mismas fue determinado. Como se esperaba, en
los ratones ZAP-70 KO transplantados con el vector EGFP, no se detectaron células T
periféricas. Sin embargo, la introduccién de ZAP-70 permitid la diferenciacién de linfocitos T
CD3"*. Ambas poblaciones de linfocitos T, es decir la CD4" y CD8", fueron detectadas en el bazo
y también en la sangre periférica de los 4 ratones transplantados con el vector ZAP-70/EGFP
(Figura 11-A y datos no presentados). Con el fin de determinar el estado de activacién de estos
linfocitos T se estudid el nivel de expresién de los marcadores de activacién CD25 y CD69. Las
células CD4" de los ratones tratados con ZAP-70 expresaron el CD25 a niveles equivalentes a los
observados en los ratones WT-BM control (Figura 11-B). La expresiéon del marcador de
activacién CD69 también fue detectada en las células CD4" de los ratones tratados con ZAP-70,
pero su nivel de expresién fue algo superior al observado en los ratones WT (52% + 5.9% vs.
357% + 3.2%; P<0.05). El porcentaje de células T “naives” y de memoria también fue
monitoreado midiendo el nivel de expresién del marcador CD62L, expresado principalmente
sobre la superficie de las células “naives”. Aunque ambas poblaciones fueron detectadas, el
porcentaje de células T “naives” CD4" (CD62L") en los ratones reconstituidos con ZAP-70 fue
inferior al observado en los WT-BM (12.7% + 4.8% vs. 49.6% + 6.6%; P<0.005). Sin embargo,
estos Gltimos también presentaron porcentajes aumentados de células T CD4*/CD69*/CD62L",
comparado con los ratones WT sin transplantar (Figural 1-B). Esto sugiere que el aumento en el
porcentaje de células T activadas (CD69") y de memoria (CD62L") en los ratones reconstituidos
es una consecuencia del tratamiento de los ratones, probablemente relacionada con la irradiacién
letal que sufrieron los animales.

Para confirmar que ZAP-70 fue expresada en las células T CD4", el nivel de expresién de
la proteina fue monitoreado por “western blot” utilizando un anticuerpo monoclonal o-ZAP-70
capaz de reconocer tanto la forma humana como murina de esta quinasa. La expresiéon de ZAP-70
fue detectada en los esplenocitos de los ratones transplantados con el vector ZAP-70/EGFP, y su

nivel de expresién fue aproximadamente 3 veces superior al de la forma murina endégena
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Tabla 1 Nivel de proliferacion de los linfocitos T y B esplénicos obtenidos de los diferentes

animales transplantados.

Medio a-CD3/a-CD28 LPS
WT 702 + 97 74146 + 1821 61841 + 871
Ratones ZAP-70""
EGFP 497 + 84 1424 + 262 61050 + 2660
ZAP-T0/EGFP 690 + 163 11553 + 1203 48732 + 3944
WT-BM 424 + 51 58456 + 2231 47541 + 2392

Tabla I- Proliferacion de los esplenocitos en ratones ZAP-70 KO luego del transplante de las células
progenitoras transducidas con los vectores retrovirales. Los esplenocitos fueron obtenidos 18 semanas
después de realizado el transplante a partir de los diferentes ratones tratados y fueron depositados por
triplicado en placas de 96 hoyos. La proliferacion de las células T y B fue monitoreada en presencia de los
anticuerpos o-CD3/a-CD28 y de LPS, respectivamente. Las células fueron cultivadas 48 horas y luego
0,5uCi de *H-Timidina fueron agregados para luego continuar el cultivo 16 horas mas. Una vez finalizado
el cultivo, las células fueron recolectadas y la radioactividad incorporada fue determinada en un contador
de centelleo. En esta tabla se muestra la media + el desvio estandar de los valores obtenidos de los cultivos

realizados por triplicado.
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observada en los ratones WT (Figura 11-C). Sin embargo, esta observacién no puede ser
considerada como una afirmacién ya que no se conoce si el anticuerpo a-ZAP-70 utilizado
reconoce con la misma afinidad la proteina ZAP-70 humana y murina. De todas maneras, estas
observaciones sugieren que la introduccién mediada por retrovirus de ZAP-70 dentro de células
progenitoras hematopoyéticas resulta en una fuerte expresiéon de la proteina en células T
esplénicas diferenciadas.

Finalmente, para estudiar la capacidad proliferativa de los linfocitos T reconstituidos bajo
estimulacién del TCR, los esplenocitos de los ratones tratados fueron activados in vitro y se
midi6 la capacidad de los mismos a incorporar 3H-timidina. La incorporacién de esta base radio
marcada fue analizada 3 dias después de que las células hayan sido estimuladas con los
anticuerpos a-CD3 y a-CD28. Como se esperaba, los esplenocitos de ratones deficientes en
ZAP-70 transplantados con el vector EGFP no respondieron a la estimulacién, en cambio,
aquellos obtenidos de ratones transplantados con ZAP-70 proliferaron de manera considerable en
respuesta a la estimulacién (P<0,05 comparado con esplenocitos transducidos con la EGFP)
(Tabla 1). Sin embargo, el nivel de proliferaciéon de estos Gltimos fue inferior al observado en
esplenocitos WT o esplenocitos obtenidos de ratones WT-BM. Esta diferencia pudo estar dada
por el porcentaje mds bajo de células T presentes en los ratones reconstituidos con ZAP-70
comparado con los ratones WT-BM (13.9% + 2.0% vs. 24.4% + 3.6%; P<0.05). De este modo,
cuando los esplenocitos fueron puestos en cultivo para la realizacién del test de incorporacién de
3H-timidina, el nimero de células T en la muestra correspondiente a los ratones transducidos con
ZAP-70 fue 2 veces inferior al de células T en la muestra de los ratones WT-BM. En
consecuencia, el nimero de células capaces de proliferar e incorporar 3H-timidina en respuesta a
la estimulacién con los anticuerpos a-CD3/a-CD28 fue inferior en el caso de los ratones ZAP-

T0/EGFP.

Repertorio del TCR de los linfocitos T reconstituidos con ZAP-70

Debido a que el nimero absoluto de células T en los ratones transplantados con ZAP-70
fue inferior al observado en ratones WT, era importante caracterizar la naturaleza de estas
células, especialmente la policlonalidad de las mismas. Para ello, la abundancia de cada TCRBV
dentro de la poblacion de células T fue calculada usando el método de inmunoscopio®. Este
método se basa en la RT-PCR de la regién hipervariable CDR3 (complementarity determining

region 3) de las diferentes subfamilias BV de la cadena B del TCR. Un par de “primers”
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Figura 12 Andlisis de 1nmunoscopio® del repertorio TCRBYV en los linfocitos T de los ratones
transplantados.
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Figura 12- Reconstituciéon de un repertorio de
células T diverso en los ratones transplantados
con ZAP-70.

El repertorio TCRBYV fue estudiado comparando
la abundancia de la regiéon CDR3 de los TCRs
de los linfocitos T (perfiles de inmunoscopio) en
poblaciones de esplenocitos obtenidas de ratones
WT y de ratones transplantados (ZAP-70" +
BMT) con el con células progenitoras
transducidas ZAP-70/EGFP o sin transducir
WT-BM. Mediante una RT-PCR y utilizando 24
primers especificos para diferentes subfamilias
de TCRs y 1 primer consenso para la region
constante f (CP), se generaron 24 productos los
cuales fueron luego amplificados en presencia
de un primer Cf fluorescente. Los histogramas
representan la intensidad de la fluorescencia en
unidades arbitrarias (eje y) en funcién del
tamafio de la region CDR3 de cada subfamilia
de TCR (eje x). Los datos presentados
corresponden a la distribucién de los tamaiios de
la regién CDR3 en 19 subfamilias TCRBV
obtenidos a partir de 1 de los 4 animales
estudiados en cada grupo.
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especifico para una subfamilia dada permitird obtener diversos fragmentos de amplificacién
correspondientes a los ARNs que codifican para esa cadena 8 en la poblacién de células T
estudiada. Si los tamafios de estos fragmentos siguen una distribucién Gaussiana entonces la
subfamilia BV en cuestién sera representada de manera diversa y la misma serd policlonal.

Un total de 24 RT-PCRs correspondientes a 24 subfamilias diferentes de TCRBV fueron
realizadas a partir de linfocitos T esplénicos de los diferentes ratones tratados. En los ratones
transducidos con el vector ZAP-70/EGFP, todas las RT-PCR efectuadas dieron sefiales de
amplificacién en cada una de las 24 diferentes subfamilias de TCRBV analizadas. Sin embargo, 5
sets de “primers” correspondientes a las subfamilias 5.3, 10, 17, 18 y 19, no permitieron obtener
una amplificacién dptima, atin en los ratones WT (datos no presentados). Por este motivo solo se
tuvieron en cuenta los datos obtenidos de las PCRs correspondientes a las 19 subfamilias
restantes. Los andlisis realizados a partir de las muestras de ARN aisladas de los ratones ZAP-
7T0/EGFP revelaron una distribucién Gaussiana de los fragmentos de amplificacién obtenidos
para cada una de las 19 subfamilias estudiadas. Estos resultados fueron similares a los obtenidos
con los ARNSs aislados de ratones WT y de ratones WT-BM (Figura 12). Estos descubrimientos
demuestran que la introduccién de ZAP-70 dentro de células progenitoras promueve la seleccién
en el timo de células T policlonales, las cuales una vez que han quitado dicho érgano son capaces
de permanecer en la sangre periferia de los ratones transplantados conservando su policlonalidad.
Los perfiles obtenidos para 3 subfamilias TCRBV (9, 11 y 20) en los ratones reconstituidos con
ZAP-70 no fueron estrictamente Gaussianos (Figura 12) y para determinar cual podria ser la

consecuencia fisiolégica de ello deberia realizarse un estudio mas detallado.

Diferenciacion y funcién de las lineas hematopoyéticas no-T luego de la transferencia del
gen de ZAP-70 dentro de las células progenitoras

Debido a que ZAP-70 solo se expresa en linfocitos T y células NK, es importante
determinar si la expresion ectépica de esta proteina en células hematopoyéticas no T, provoca
efectos adversos en la diferenciacion y funcién de estas dGltimas. La transduccion de células
progenitoras hematopoyéticas con el vector ZAP-70/EGFP no alteré el nimero absoluto de
células blancas y rojas de la sangre, ni el nimero de células B o células mieloides esplénicas.
Estas poblaciones estuvieron representadas de manera equivalente a las observadas en ratones
WT o WT-BM (Tabla 2). Los ratones ZAP-70 KO transducidos con el vector EGFP presentaron
un nimero incrementado de células mieloides esplénicas en comparacién con los otros grupos de
animales transplantados. Esto estuvo asociado a una esplenomegalia observada en 2 de los 3
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Tabla 2 Determinacion del nimero de células hematopoyéticas no-T en la sangre periférica de
los ratones transplantados con el gen "wild-type" de ZAP-70.

Células Células
B esplénicas  mieloides esplénicas
(B220*/1gM*) (Macl*/Gr-1%)

n  WBC/ml RBC/ul

WT 3 N.D. N.D. 1127+ 10.6 32+1.1
Ratones ZAP-70 -
LGIP 3 168122 85+08 46.8 + 40.7 32.6+299
ZAP-70/EGFP 4 209128 76+0.5 58.0+24.6 30+1.3
WT-BM 4 179+5.1 83+ 06 556+ 158 49+ 1.3

Tabla 2- Diferenciacion de las lineas hematopoyéticas luego de la transferencia del gen ZAP-70. Ocho
semanas luego de efectuado el transplante se cont6 el nimero de células blancas (WBC) y rojas (RBC)
presentes en la sangre periférica recolectada a partir de los ratones transplantados. El niimero de células B
y de células mieloides presentes en el bazo fue obtenido 18 semanas después de realizado el transplante
marcando cada una de estas poblaciones con los anticuerpos -B220 y a-1gM especificos para las
primeras, y a-Mac-1 y a-Gr-1 especificos para las células mieloides. Como control se utilizaron ratones
WT sin transplantar, excepto para la determinacién del nimero de células blancas y rojas de la sangre
(datos no determinados N.D.). Todos los valores presentados en la tabla corresponden al nimero de

células x 10° + desvio estandar.
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Figura 13 Expresion de la EGFP en las diferentes lineas hematopoyéticas de los ratones
transplantados con el vector ZAP-70/EGFP.
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Figura 13- Los porcentajes de células EGFP" pertenecientes a las diferentes lineas
hematopoyéticas presentes en los ratones ZAP-70/EGFP, fueron monitoreados por FACS. Las
células esplénicas T, B y mieloides fueron seleccionadas segtin la expresién de los marcadores
CD3, B220 y Gr-1/Mac-1, respectivamente (poblaciones encuadradas en los plots del panel
izquierdo). Los glébulos rojos y las plaquetas fueron identificados sobre la base de sus tamafios
respectivos, segun el perfil FSC/SSC obtenido por FACS para cada una de estas poblaciones y
conforme a lo descrito previamente por Persons y Otsu (Persons DA et al.,1997; Otsu M et
al.,2000). La expresion de la EGFP en cada linea hematopoyética fue determinada en cada una de
las poblaciones seleccionadas, y el porcentaje de células EGFP" es indicado en cada caso (panel
derecho). Los datos presentados corresponden a 1 de los 3 animales tratados en este grupo.



ratones transplantados con este vector. Este fenotipo probablemente fue causado por el estado de
inmunosupresién de los animales, especialmente en el contexto de una irradiacion letal seguida
del transplante de médula 6sea. Ademads, este fenotipo también ha sido observado en otros
modelos de ratones con SCID, especificamente ratones X-SCID irradiados letalmente y
transplantados con células progenitoras X-SCID (Otsu M and Candotti F, datos no publicados).
Para evaluar la presencia del vector ZAP-70/EGFP en las diferentes lineas
hematopoyéticas, las células esplénicas y sanguineas de los ratones transplantados fueron

marcadas con anticuerpos especificos y la expresién de la EGFP fue medida. Como se esperaba,
en los ratones transplantados con ZAP-70 la mayoria de las células T (CD3") periféricas fueron

EGFP*, confirmando que la presencia de ZAP-70 es indispensable para la diferenciacién de esta

linea linfoide (Figura 13). Pero la expresion del transgén también fue detectada en todas las
demads lineas hematopoyéticas analizadas, incluyendo los granulocitos (Gr-1) los cuales poseen
una vida media relativamente corta en la sangre periférica. Esta observacién sugiere que al menos
una parte de las células lin" transducidas inicialmente fueron progenitores pluripotentes
inmaduros capaces de diferenciarse renovando diferentes poblaciones de células
hematopoyéticas, incluyendo los granulocitos. En las diferentes lineas hematopoyéticas no T la
expresion del transgén varié entre 6% y 25% de las células y estos porcentajes también fueron
diferentes entre los diferentes ratones transducidos con el vector ZAP-70/EGFP (Figura 13).

En lo que respecta a la linea hematopoyética B, el porcentaje de células esplénicas
expresando los marcadores B220%/IgM* caracteristicos de linfocitos B fue equivalente en todos
los ratones tratados y en los ratones WT, variando entre 65% y 77% (Figura 14-A). Es importante
remarcar que la introduccién de ZAP-70 no afecté de manera adversa la capacidad de los
linfocitos B a proliferar luego de su estimulacién con lipopolisacdridos (LPS). Todos los
esplenocitos provenientes de los diferentes grupos de ratones transplantados proliferaron a
niveles equivalentes en respuesta al LPS (Tabla 1).

Posteriormente, la funcién de los linfocitos B fue monitoreada en un ensayo in vitro de
conmutacién del isotipo de las inmunoglobulinas presentes sobre la superficie de las células B.
Como ha sido descrito en la literatura, la estimulacién de los linfocitos B con LPS conduce a una
permutacién de las inmunoglobulinas de membrana, caracteristica de las células B funcionales. Si
las células son estimuladas con LPS una de las inmunoglobulinas de membrana expresadas es la
IgG3, en cambio, cuando las células son estimuladas con LPS + IL-4, la inmunoglobulina que se

expresa es la IgG1 [395, 396). Bajo tratamiento con LPS, aproximadamente 2.5 a 4% de los
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F igura 14-A Porcentaje de células B (B220") en el bazo de los ratones transplantados y de
ratones "wild-type" sin transplantar
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Figura 14-B Ensayo in vitro de conmutacién del isotipo de las inmunoglobulinas de las
células B en los diferentes ratones transplantados.
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Figura 14- Desarrollo de células B y conmutacion del isotipo de las inmunoglobulinas luego de la
terapia génica para ZAP-70. A- El porcentaje de células B esplénicas presentes en los ratones WT y
en los ratones EGFP, ZAP-70/EGFP y WT-BM fueron monitoreados por FACS mediante la
utilizacion de anticuerpos especificos. En los graficos se muestra el porcentaje de células
expresando el marcador B220, presente sobre la superficie de los linfocitos B. B- Para estudiar la
conmutacién de las inmunoglobulinas IgG3 e IgG 1, los esplenocitos fueron cultivados en presencia
de LPS o de LPS + IL-4, respectivamente. Después de 6 dias de cultivo, las células fueron
colectadas, marcadas con anticuerpos a.-IgG1 y a-I1gG3 y analizadas por FACS. En los diferentes

casos se muestran los porcentajes de células B B220"/1gG3" y B220"/1gG1". En los animales
EGFP y ZAP-70/EGFP estos porcentajes son representados en las poblaciones de células que no
expresan (EGFP') o que expresan el transgén (EGFP"). Los datos presentados son representativos
de 3 animales analizados en cada grupo.
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;l esplenocitos expresaron la IgG3, independientemente del tipo de transplante (Figura 14-B). La

’ expresion de IgG1 fue muy baja en todas las poblaciones de linfocitos B tratados con LPS solo

| (<1%), sin embargo, la combinacién de LPS con IL-4 resulté en la expresion de IgGl en

\ aproximadamente 15 a 35% de células B de los distintos ratones analizados (Figura 14-B). Es

| importante destacar que la presencia del transgén ZAP-70 no afectd esta respuesta, ya que lo

{ observado en los esplenocitos EGFP” fue equivalente a lo observado en aquellos transducidos con

el vector ZAP-70/EGFP (EGFP") (Figura 14-B). De este modo, la diferenciacién y la funcién de

los linfocitos B no parecerian verse afectadas de manera adversa por la introduccién de ZAP-70

| dentro de las células progenitoras hematopoyéticas.

C- Discusion

La técnica de transferencia de genes mediada por vectores retrovirales fue puesta en
prictica hace ya algunos afios, pero los niveles de transduccién de células humanas que se
. obtenian no superaban el 10%. Gracias a los avances realizados en el laboratorio como asi
también a los hechos por otros grupos, ya sea en la generacién de nuevos vectores retrovirales o
en la optimizacién de los protocolos de transferencia de genes, los niveles de transduccion de
células humanas aumentaron considerablemente. La transduccidn de células T primarias humanas
es una tarea dificultosa, y mds aun si se trata de células inmunodeficientes. En este trabajo hemos
sido capaces de realizar la transferencia de genes mediada por retrovirus en células T CD4"
primarias humanas deficientes en ZAP-70. Los resultados obtenidos muestran claramente que
esta estrategia puede ser utilizada exitosamente para introducir el gen “wild-type” de ZAP-70
| dentro de dichas células.
Como ha sido reportado previamente [380] y como se describe en este trabajo, la
| utilizacién de la EGFP como gen marcador facilita considerablemente la identificacién de los
clones de las lineas de empaquetaje. En la linea de empaquetaje PG13 la expresién de la EGFP
correlacioné con la capacidad infectiva de los diferentes clones, es decir que la mas alta
eficacidad de transduccién fue obtenida utilizando el clén en el cual el nivel de expresién de la
| EGFP fue maximo. Segin estos criterios de seleccién se pudieron establecer los dos clones,
| PG13/LZRS-EGFP-clén 7 y PG13/LZRS-ZAP-70/EGFP-clén 10, a partir de las cuales se

| obtuvieron sobrenadantes retrovirales con altos titulos infecciosos. Utilizando estos
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| humanas deficientes en ZAP-70 superiores a 50%.

El éxito de la transferencia del gen de ZAP-70 dentro de células T CD4" primarias
humanas deficientes en ZAP-70 se debi6 también a las condiciones de cultivo utilizadas. En
efecto, las células T CD4" aisladas de pacientes deficientes en ZAP-70 pudieron ser cultivadas in
vitro gracias a la utilizacién del medio de cultivo Yssel. Dicho medio contiene una combinacién
de factores de crecimiento indispensables para la expansién de este tipo de células. Ademas, el
medio Yssel contiene suero humano en lugar de suero fetal bovino, siendo este dltimo no
recomendado para el cultivo ex vivo de células humanas que pudieran ser reinyectadas en

pacientes.

| Las células T CD4" deficientes en ZAP-70 transducidas con el vector LZRS-ZAP-
70/EGFP expresaron niveles ectépicos de ZAP-70 entre dos y tres veces superiores al nivel de
| expresion endégeno de la proteina, observado en células T control. Este descubrimiento
| demuestra que el promotor retroviral LTR presente en el vector retroviral utilizado en este
estudio es lo suficientemente potente como para permitir una expresion fuerte del transgén ZAP-
| 70. En lo que respecta a la capacidad de ZAP-70 ectdpica para reconstituir las funciones
defectuosas de las células de pacientes, la expresién de la misma en las células transducidas
permitié aumentar considerablemente el nivel de activacién de las MAPKs inducido por la
estimulacién del TCR. Aunque el mismo permanecid relativamente mas bajo que en las células T
! control, cabe remarcar que al momento en el que fue realizada la experiencia 30% de las células
transducidas con el vector LZRS-ZAP-70/EGFP fueron EGFP (y por inferencia ZAP-707). De
este modo, los datos sugieren fuertemente que las células transducidas con ZAP-70 y las células
T control, responden de manera similar a la estimulacion del TCR. Estas observaciones
contrastaron con las observadas en células de pacientes sin transducir, donde el nivel de
activacién de las MAPKs fue minimo.

Previamente se mencioné que las células deficientes en ZAP-70 presentan defectos de
proliferacion y que las mismas no son capaces de producir citoquinas. Aqui, se muestra que estas
células fueron capaces de proliferar y secretar IL-2 solamente cuando el gen “wild-type” de ZAP-
: 70 fue introducido en las mismas. Es probable que la reconstitucién de estas respuestas haya sido
! la causa de la ventaja selectiva de crecimiento observada en las células transducidas con ZAP-70.

Dicha ventaja selectiva fue puesta de manifiesto por un significativo aumento en el nimero de
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células expresando la EGFP, luego de la expansién in vitro de las mismas (30% a mas del 90%).
La ventaja selectiva de crecimiento también ha sido observada por otros grupos en experimentos
in vitro de transduccién de lineas celulares B deficientes en yc [397), e in vivo luego de la
transferencia del gene yc en una pequeiia fraccién de células progenitoras CD34" deficientes en
esta proteina [312].

Como venimos de ver, la transferencia mediada por retrovirus del gen “wild-type” de

ZAP-70 dentro de células T CD4" deficientes en esta proteina permite reconstituir las funciones

defectuosas de las mismas. La transduccidn ex vivo de las células T CD4" aisladas de pacientes y
la posterior reimplantacién de las células reconstituidas en la sangre de los mismos podria
restaurar inmediatamente su sistema inmunoldgico. Esta estrategia seria crucial para los pacientes
los cuales recuperando la funcién CD4 podrian deshacerse de las infecciones oportunistas. Esto
les permitirfa evolucionar hacia un mejor estado sanitario y seguir tratamientos alternativos como
por ejemplo un transplante de médula ésea. Es claro que cuanto mejor sea el estado de salud del

paciente, mucho mds exitosas serdn las terapias alternativas que se apliquen.

Aunque estos razonamientos pueden ser atractivos y hasta convincentes, uno de los
grandes inconvenientes de este tipo de estrategia es la ausencia de reconstituciéon de la
subpoblacién de células T CD8". Las células T CD8" o linfocitos T citotéxicos juegan un papel
central en la respuesta inmune destruyendo células blanco infectadas con patégenos virales.
Aunque la deficiencia de CD8" puede ser compatible con la vida, la ausencia de esta funcién en
el sistema de defensa del organismo podria tener consecuencias adversas frente a infecciones con
patégenos raros 0 muy virulentos. Para contornear este inconveniente se decidié utilizar la terapia
génica basada en [a transferencia del gen “wild-type” de ZAP-70 dentro de células progenitoras

de la médula ésea. En teoria, este tipo de estrategia permitiria el desarrollo de células CD4" y

CD8" funcionales en la sangre periférica. De este modo, decidimos desarrollar un estudio pre-

clinico de terapia génica para el tratamiento de la inmunodeficiencia en ZAP-70 utilizando
células progenitoras. Estos estudios fueron realizados en un modelo animal de ratones ZAP-70
KO, los cuales recapitulan muchas de las caracteristicas de los pacientes deficientes en ZAP-70.
Los resultados presentados en este trabajo demuestran que en dichos ratones, el desarrollo y las
funciones de los linfocitos T pueden ser reconstituidos mediante el transplante de células
progenitoras de la médula 6sea transducidas con un retrovirus conteniendo el gen “wild-type” de

ZAP-70.
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l El andlisis de las diferentes poblaciones de células hematopoyéticas en los ratones
| reconstituidos revelaron una expresion ectépica de ZAP-70 en la gran mayoria de los linfocitos T.
Aunque se pudieron detectar células transducidas pertenecientes a otras lineas hematopoyéticas,
el porcentaje de células no T expresando ZAP-70 fue muy variado, segun la linea y en todos los
casos inferior al observado para los linfocitos T. Por otro lado, la proliferacion y la permutacién
del isotipo de inmunoglobulinas de las células B no se vio afectado por la presencia del transgén
ZAP-70. Esto podria sugerir que la expresién ectépica de ZAP-70 en las lineas hematopoyéticas
no-T no afecta negativamente el desarrollo y la funcién de estas células. Sin embargo, para
determinar con exactitud cuales son los efectos de la expresién ectépica de ZAP-70 en las lineas
no-T es necesaria la realizacién de trabajos suplementarios mas detallados. Del mismo modo, un

andlisis exhaustivo también permitiria determinar las causas de las variaciones en el nivel de

! expresion de ZAP-70 en las distintas Iineas hematopoyéticas no-T.

A través de su TCR las células T reconocen los antigenos presentados por las moléculas del
MHC. Gracias a la diversidad de TCR adquirida durante la diferenciacién en el timo, la poblacién
de linfocitos T de un individuo es capaz de proteger al mismo de una gran cantidad de antigenos.
Esta diversidad esta determinada por el repertorio de los diferentes clones de TCRs presentes
sobre la superficie de las células T periféricas. De este modo, el repertorio de TCRs sera diverso
si el mismo es policlonal.

Aunque en los ratones transplantados con ZAP-70 el nimero de células T periféricas fue 2
veces inferior al observado en los ratones WT control, el repertorio de TCRs de las células
reconstituidas fue policlonal, equivalente al observado en ratones control. Sin embargo, en 3 de
las 19 subfamilias TCRBYV analizadas ciertos clones estuvieron menos representados que en los
ratones WT control. Las consecuencias fisiolégicas de esto deberian ser determinadas en un
estudio en profundidad. De todos modos existen antecedentes que muestran que un nimero
reducido de células T funcionales es suficiente para la proteccion de un individuo. Esto pudo ser
| observado en un paciente deficiente en ZAP-70 transplantado con una médula ésea haploidéntica,
i donde el nimero de células T funcionales provenientes del donante no super6 el 6% (6% * 2%) y
! sin embargo eso fue suficiente para mediar las funciones de inmunidad especifica del paciente

[280].

‘r En lo que respecta a la vida media de una célula T y a su renovacién en la sangre
| periférica, algunos de los datos obtenidos en los ensayos clinicos de terapia génica para la
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deficiencia en ADA muestran que células T transducidas pueden ser encontradas en sangre de los
pacientes hasta 10 afos después de realizada [a implantacién de las mismas [398]. Aln cuando
estos datos demuestran que una célula T puede permanecer durante largos periodos de tiempo en
la sangre periférica de un individuo, es poco probable que una misma célula sea funcional
durante toda la vida de ese individuo.

Como mantener entonces una poblacién de linfocitos T funcionales durante toda la vida
de un paciente deficiente en ZAP-70 transplantado?

La capacidad de auto-renovacién de las células progenitoras pluripotentes de la médula
dsea asegura un reservorio de células indiferenciadas, capaces de originar diferentes poblaciones
de células hematopoyéticas a lo largo de toda la vida de un individuo. De igual manera, las
células progenitoras pluripotentes transducidas con el gen “wild-type” de ZAP-70 podran
permanecer en la médula 6sea e ir originando nuevas células T expresando ZAP-70 que
reemplazaran o sustituirdn aquellos linfocitos T que pudieran desaparecer con el transcurso del
tiempo. Aunque la identidad de una célula progenitora pluripotente es muy dificil a determinar,
se sabe que el tratamiento con 5-FU vy la eliminacién de las células lin* de la médula permiten
enriquecer de manera considerable el nimero de células pluripotentes. Teniendo en cuenta que en
los procesos de seleccidn de células progenitoras utilizados en este trabajo, ambos
procedimientos fueron aplicados, puede asumirse que en la poblacién de células transducidas con
ZAP-70 que fueron inyectadas en los ratones ZAP-KO, un porcentaje de las mismas fueron
células progenitoras pluripotentes. Ademds, el hecho que a 18 semanas después del transplante
todas las poblaciones de células hematopoyéticas analizadas expresaron la EGFP sugiere
fuertemente que al menos algin progenitor hematopoyético muy primitivo fue transducido. Por el
contrario, es seguro que muchas de las células transducidas no fueron células progenitoras
pluripotentes, porque mientras que el porcentaje de células lin” transducidas inicialmente fue
80%, los porcentajes de células diferenciadas no-T llevando el vector ZAP-70/EGFP no
superaron el 25% (6% a 25%).

Todas estas observaciones sugieren que la transferencia del gen “wild-type” de ZAP-70
dentro de células progenitoras y el posterior transplante de [as mismas en los pacientes
deficientes en ZAP-70 podria permitir la reconstitucion duradera y hasta quizds definitiva del
sistena inmunitario de estos pacientes. Sin embargo, un cierto nimero de pardmetros ain deben

ser evaluados para asegurar que esta estrategia no presenta efectos adversos a largo plazo.
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Como ha sido presentado en la introduccién general de este manuscrito, dos de los 11
pacientes con X-SCID que fueron tratados por terapia génica, dos presentaron casos de leucemia
con un alto grado de probabilidad de que la misma haya sido inducida por el sitio de integracién
del vector retroviral utilizado para la transferencia del gen terapéutico (ver item 11.4.2.a. del
capitulo V) [378]. Los efectos adversos de la terapia génica en estos dos pacientes han planteado
nuevos interrogantes sobre los verdaderos riesgos de oncogénesis insercional asociada a los
vectores retrovirales. Los estudios pre-clinicos de terapia génica efectuados para la X-SCID no
mostraron evidencias de leucemia u otras formas de céancer, y lo mismo ha ocurrido con diversos
ensayos de terapia génica que han utilizado vectores retrovirales. Como una de las principales
prioridades en el establecimiento de un ensayo clinico es preservar al paciente, es indispensable
replantearse seriamente cual es el valor predictivo de los modelos animales. Los ensayos pre-
clinicos efectuados en animales son los que reproducen de manera mas préxima las condiciones
clinicas en las que los pacientes son tratados. La realizaciéon de nuevos estudios en ratones X-
SCID permitirian determinar si el riesgo de leucemia observado en los pacientes X-SCID tratados
por terapia génica es: 1) especifico para el transgén yc en particular; 2) relativo a la enorme
presion de seleccidn para la diferenciacidn de las células transducidas con dicho gen; 3) relativo a
caracteristicas intrinsecas del tipo de células transducidas; o 4) relativo al estado del paciente
(recipiente) en donde las células son inyectadas.

En el contexto de los resultados de los ensayos pre-clinicos de terapia génica para la
inmunodeficiencia en ZAP-70 presentados en esta Tesis, es imperativo evaluar si el tratamiento
puede ocasionar riesgos de leucemia. Aunque el vector retroviral utilizado en estos ensayos
(LZRS) no es exactamente el mismo que el utilizado en los pacientes X-SCID (MGF), ambos
vectores son bastante similares y los dos derivan del mismo oncoretrovirus MLV. El disefio de
nuevos vectores portando el gen ZAP-70 permitiria reducir algunos de los riesgos asociados a los
mismos. La creacion de vectores con genes suicidas (HSV-TK) facilitaria la eliminacién de las
células transducidas en caso de desarrollo de una leucemia. Otra posibilidad es la incorporacién
en el vector retroviral de una secuencia aisladora conocida como “RNA insulator” ubicada en
ambos extremos del vector. Este tipo de secuencia es una sefial fuerte de terminacién /
poliadenilacién que previene la interaccion de las secuencias enhancers con genes vecinos al sitio

de integracién del vector retroviral [399-401].

A diferencia de la cadena yc cuya expresion es detectada en una amplia variedad de

células hematopoyéticas, ZAP-70 es solo expresada en células T, NK y en una poblacién de
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vector LZRS, puede traducirse en un riesgo adicional para el desarrollo de leucemias u otros tipos
de cancer de la sangre originados en lineas hematopoyéticas no-T que expresen ZAP-70 de
manera ectdpica. Recientemente se ha demostrado que ZAP-70 es expresada en células B
leucémicas, en un caso particular de leucemia linfocitica crénica (CLL) donde los genes para la
regién variable de las inmunoglobulinas no estan mutados [387, 402] aunque no puede asegurarse
que ZAP-70 sea la causa del desarrollo de la CLL, el nivel de la quinasa correlaciona con la
progresién de la enfermedad y con el estado de activacién de las células B leucémicas (387, 402].
Estos descubrimientos advierten sobre [a posibilidad que la expresiéon de ZAP-70 en células B
proporcione un riesgo adicional para el desarrollo de una CLL. Una posibilidad para contornear
este problema es la utilizacién de vectores con promotores especificos, capaces de funcionar solo
en células T. Recientemente se ha disefiado un vector lentiviral SIN (Self-inactivating) con la
region U3 de la LTR3’ eliminada (LTR3’AU3), y con las secuencias promotoras del gen CD4,
incluyendo un enhancer proximal y la exclusién de un silincer que impide que el promotor sea
funcional en las células T CD8 [403]. El disefio de un vector donde ZAP-70 sea regulada por este
promotor y la introduccién de] mismo en HSCs permitiria que la proteina sea expresada solo en

la linea hematopoyética T derivada de las células progenitoras transducidas.

Es importante destacar que si bien el vector retroviral puede ser la causa de la leucemia
observada en los pacientes X-SCID, también existen otros factores de riesgo que pueden haber
contribuido al desarrollo de este tipo de cincer y que deben ser tenidos en cuenta en futuros
estudios pre-clinicos de terapia génica, incluidos aquellos para la inmunodeficiencia en ZAP-70.
Algunos de los factores que pueden estar al origen de un proceso leucemogénico son:

El contexto neonatal vs. adulto: Es interesante remarcar que ninguno de los estudio pre-
clinicos de transferencia de genes realizados en ratones fueron hechos en neonatos. En cambio,
los dos nifios X-SCID tratados por terapia génica que desarrollaron posteriormente la leucemia,
ambos fueron transplantados en periodo neonatal (1 y 3* mes de vida). Recientemente, Min y
colaboradores demostraron que la proliferaciéon de células T en ratones neonatos es
significativamente superior a la de los ratones adultos, indicando que la presién para la expansién
de estas células es mucho mayor durante el periodo neonatal [404]. Un incremento en la expansién
celular en los neonatos podria proporcionarles un riesgo adicional para el desarrollo de una

leucemia. En el caso de la inmunodeficiencia en ZAP-70, las HSCs transducidas con un vector
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retroviral llevando el gen ZAP-70 deberian ser inyectadas en ratones ZAP-70 KO neonatos (24
horas después del nacimiento) y estudiar si en tal situacién los animales desarrollan leucemias.

La fuerte presion selectiva debida al fenotipo de las SCIDs: Una de las caracteristicas
de las SCIDs que hacen de esta enfermedad un buen candidato para la terapia génica es una
presion de selecciéon que en teoria favorece la diferenciacién de las células linfoides
reconstituidas. Presiones de seleccién diferentes pueden jugar un rol importante en el
establecimiento de un proceso leucemogénico tal como el de las leucemias observadas en los
pacientes X-SCID. En los ensayos pre-clinicos para esta inmunodeficiencia, los animales
utilizados fueron condicionados con una irradiacién letal antes del transplante, en cambio, en los
ensayos clinicos los pacientes fueron transplantados sin condicionamiento alguno. Estas
diferencias afectan diferencialmente la presion de seleccién en un caso u otro. De este modo, es
importante definir como ocurre la seleccién frente a diferentes :situacioncs de condicionamiento,
y como las mismas pueden modificar el riesgo de desarrollo de leucemias.

Las caracteristicas de las HSCs y la influencia sobre la integracion del vector
retroviral: Las HSCs de la médula ésea utilizadas en los estudios realizados en ratones no son
estrictamente [as mismas que las que han sido empleadas en los estudios con humanos. En el
primer caso, las HSCs son poblaciones lin” o poblaciones celulares totales obtenidas de la médula
dsea de animales tratados con 5-FU. En el caso de humanos, las células empleadas son células de
la médula 6sea CD34", y de acuerdo a la expresion de este marcador las mismas son consideradas
mas o menos inmaduras. La integracion de los retrovirus parece realizarse a nivel de la zona de
eucromatina de los cromosomas, con lo cual existe un mayor riesgo de insercién en un region
transcripcionalmente activa. Trabajos recientes han demostrado la presencia de zonas “calientes”
dentro del genoma donde los retrovirus se integran de manera preferencial [405, 406}. Sin
embargo, ain no ha sido determinado si la identidad de las HSCs a ser transducidas puede
modular de manera diferente la especificidad de los sitios de integracidén de los retrovirus.

El fondo genético y los efectos de las citoquinas: El fondo genético de casi todos los
ratones utilizados en ensayos pre-clinicos de terapia génica es el de los animales C57/Bl6. En
estos animales la respuesta celular T esta claramente desviada hacia la linea Th1, con el patrén de
citoquinas caracteristico de la misma. Por el contrario, en humanos la respuesta T esta dada por
células Thl y también Th2. De este modo, es importante determinar si los micro ambientes
determinados por diferentes citoquinas in vivo puede modular la proliferacién de las células T y
un eventual riesgo de leucemia. Esto deberia ser evaluado en ratones C57/Bl6 cruzados con

ratones BALB/c que presentan una respuesta Th2.
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El medio externo: En la mayoria de los laboratorios donde se han realizado ensayos pre-
clinicos con ratones SCIDs, los animales son mantenidos en ambientes especiales, en general
libre de patdgenos y muchas veces bajo esterilidad. Es claro que este no es el caso de los
pacientes transplantados, los cuales viven expuestos a numerosos microorganismos, patégenos,
etc. Una vez mas, es importante determinar como el medioambiente puede modular el riesgo de
leucemia, y para ello, los ratones reconstituidos deben ser expuestos a condiciones similares a la

que los pacientes encuentran luego de ser transplantados.

Nuestros descubrimientos demuestran que la transferencia del gen ZAP-70 dentro de
células progenitoras puede ser un tratamiento exitoso para la deficiencia en ZAP-70. Los datos
aqui presentados proporcionan las bases para el futuro establecimiento de un protocolo clinico de
terapia génica para esta inmunodeficiencia. No obstante es indispensable que el anélisis de los
posibles riesgos de leucemia sea realizado en profundidad y de manera exhaustiva. Al mismo
tiempo, el disefio de vectores mas seguros y mas fiables permitird en gran medida eliminar

algunos de esos riesgos, en particular aquellos asociados con la oncogénesis insercional.

Creo que seria justo concluir esta parte del manuscrito diciendo que se ha llegado a un
momento en donde el aporte de la investigacion fundamental es absolutamente necesario para
intentar responder a los numerosos interrogantes a los cuales la comunidad cientifica interesada

en la terapia génica esta confrontada.
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La extraordinaria variacidon de actividades fisiol6gicas que muestran los seres vivos y la

especificidad propia de cada especie, se deben principalmente a la presencia de las proteinas.
Proteinas que son capaces de exhibir actividades cataliticas, de transporte y almacenamiento, de
soporte mecanico, como factores de crecimiento y diferenciacién como receptores de membrana,
de anticuerpos, de adhesion y de coordinacién de movimientos. Los organismos tienden a

divergir entre si por el efecto simultdneo de la mutacién y la seleccién natural. Este fenémeno

que es apreciado en la enorme variedad de especies distintas que conforman los ecosistemas, es el
efecto macroscépico de los pequefios cambios producidos y acumulados a nivel molecular. De
igual forma que las especies se clasifican por el parecido de sus pardmetros morfolégicos, las
proteinas se clasifican por su parecido en secuencia. Si el porcentaje de similitud es
significativamente elevado podemos concluir que ambas secuencias son homdélogas. La
homologia entre secuencias, ademas de sugerir un mismo origen filogenético, frecuentemente nos
indica una correlacién funcional de las proteinas.

La familia de proteinas tirosina quinasas Syk estd constituida por dos proteinas
homélogas, ZAP-70 y Syk. Estas dos quinasas expresadas en diferentes células hematopoyéticas,
comparten numerosas caracteristicas entre si, a nivel de sus estructuras y secuencias. Aunque en
ciertos casos las funciones de estas quinasas pueden ser redundantes, en otros, las funciones de
estas dos proteinas divergen considerablemente.

En la primera parte del trabajo de Tesis presentado en este manuscrito se estudid
comparativamente el papel que desempenan ZAP-70 y Syk en los eventos precoces de
sefializacién via el TCR en los linfocitos T. En este estudio que podria definirse como la parte de
investigacién basica de esta Tesis, se pudo establecer un original modelo celular basado en
células T primarias humanas y en lineas celulares T expresando de manera diferencial estas dos
proteinas tirosina quinasa, lo cual nos permitié revelar por primera vez importantes diferencias
entre ZAP-70 y Syk. Algunos de los mas importantes descubrimientos realizados en este trabajo

se detallan a continuacién:

» Utilizando una condicién de cultivo disefiada por el Dr. Hans Yssel se pudo realizar el cultivo

de células T primarias humanas deficientes en ZAP-70 que expresan Syk (ZAP-70/Syk") y el

de células T control, lo cual nos permitié efectuar por primera vez un estudio comparativo
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entre ZAP-70 y Syk en un contexto celular més fisiolégico que el de las lineas celulares

transformadas.

A diferencia de otros grupos, hemos sido capaces de generar lineas celulares T expresando de
manera estable la quinasa Syk en ausencia de ZAP-70. La utilizacién de una original
estrategia basada en la técnica de transferencia de genes mediada por un vector retroviral
derivado de MLV portando el ADNc del gen Syk , la proteina pudo ser expresada a niveles
moderados, eliminando los efectos citotdxicos que la misma presenta cuando es expresada

fuertemente.

Utilizando estos dos modelos de células T pudimos demostrar que ZAP-70 y Syk difieren
significativamente en sus capacidades para sustentar la fosforilacién de la cadena { del TCR,
cuando las células T son estimuladas via este receptor. En efecto, la fosforilacién de € es
modulada positivamente por alguna funcién aportada exclusivamente por ZAP-70 la cual no

puede ser sustituida por la accién de su quinasa homdloga Syk.

ZAP-70 y Syk difieren en sus capacidades de recrutamiento sobre el TCR. Syk es menos
eficaz que ZAP-70 para asociarse con la cadena { del TCR y cuando cantidades equivalentes
de las dos proteinas estidn presentes en una misma célula, ZAP-70 es recrutada de manera

preferencial.

El recrutamiento de la Lck sobre la cadena { del TCR es modulado de manera diferente por
ZAP-70 y por Syk. En presencia de Syk, la cantidad de Lck asociada a { es
significativamente mds baja que la que se observa en las células expresando ZAP-70, y el
bajo nivel de recrutamiento de la Lck sobre { en células expresando solo Syk esté asociado a

un defecto mayor en la fosforilacién de esta quinasa, especiaimente de su tirosina 352.

Aqui mostramos claramente que ZAP-70 modula positivamente el nivel de fosforilacién de
Syk inducido por la estimulacién del TCR. Estas observaciones son avaladas por un reciente
descubrimiento que demuestra que la expresion de ZAP-70 en células B de la leucemia

linfocitica crénica resulta en un incrementada fosforilacién de Syk [387).
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Todos estos descubrimientos contribuyen al mejor conocimiento de como ZAP-70 y Syk son
reguladas durante la activacién de los linfocitos T por los antigenos. Si bien el nivel de Syk en
una célula T madura es bajo, es posible que cantidades reducidas de la quinasa participen junto
con ZAP-70 en la transduccién de sefiales y en la activacion en estas células. Diferentes
subpoblaciones de células T mas inmaduras (células T “naives”) expresan niveles mas elevados
de Syk. Durante la diferenciacién timica, los timocitos inmaduros también expresan cantidades
considerables de ambas quinasas. Igualmente, las células NK y NKT (CD3"), expresan ZAP-70 y
Syk en forma conjunta.

La demostracion en nuestro trabajo que ZAP-70 interviene preferencialmente en la
sefializacion precoz via el TCR sugiere que la presencia de Syk en aquellas células T que
expresan ambas quinasas podria estar asociada a funciones menos dependientes de este receptor.
Esto es respaldado por el hecho que mientras la expresiéon de ZAP-70 se limita principalmente a
células T y NK, el espectro de expresién de Syk es mucho mas amplio, comprendiendo células
que no tienen TCRs sobre su superficie. De la misma manera, la presencia de Syk en los
timocitos inmaduros donde el TCR atn no es expresado puede ser importante para la
sefializacién, probablemente via otros receptores de citoquinas como por ejemplo el de la IL-2,
donde ZAP-70 seria menos activa. Cuando el TCR madura y es expresado sobre la superficie de
los timocitos mas diferenciados, ZAP-70 via la interaccidn con este receptor puede transformarse
en la quinasa de preferencia y en consecuencia la expresién de Syk disminuye. Por dltimo, se ha
propuesto que las diferencias entre los fenotipos de la inmunodeficiencia en ZAP-70 en ratones y
en humanos es debida a mecanismos de compensacién existentes en estos dltimos y que serian
orquestados por Syk. Aunque la posibilidad es vélida, es evidente que Syk no reemplaza
completamente a ZAP-70, de hecho las células T CD4" de los pacientes deficientes en ZAP-70
no responden a la estimulacién in vitro del TCR. Sin embargo, la capacidad de estas células de
mantenerse y proliferar en la periferia podria bien deberse a la intervencién de Syk en otras vias

de sefalizacién implicadas en la regulacién homeostética de las mismas.

En la segunda parte de esta Tesis se abordé una problemdtica mas especifica, con lo cual
la misma puede ser considerada como un estudio de investigacion aplicada. Como ha sido
explicado en la introduccion general, la inmunodeficiencia en ZAP-70 es una forma rara de

SCID, generalmente fatal durante la infancia de los pacientes que la padecen. Hasta el momento y
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como para la mayoria de las SCIDs, el Gnico tratamiento eficaz es el transplante de médula 6sea a
partir de donantes histocompatibles. En ausencia de donantes apropiados los pacientes son
transplantados con médulas no histocompatibles, lo cual incrementa considerablemente los
riesgos de complicaciones inmunoldgicas que pueden culminar con la vida del paciente. Un
tratamiento alternativo para estos nifios podria ser la terapia génica.

Esta segunda parte se focalizé en un amplio estudio pre-clinico realizado ex vivo e in vivo,
que tuvo como finalidad determinar las bases para el establecimiento de un protocolo de terapia
génica para la inmunodeficiencia humana en ZAP-70. Utilizando un vector retroviral derivado de
MLV para la transferencia del gen “wild-type” de ZAP-70 se obtuvieron resultados altamente

satisfactorios algunos de los cuales son enumerados a continuacién.

» Los resultados obtenidos muestran claramente que la transferencia de genes mediada por

retrovirus puede ser utilizada exitosamente para introducir el gen “wild-type” de ZAP-70

dentro de células T CD4" primarias humanas deficientes en ZAP-70.

» Las células T CD4"* deficientes en ZAP-70 transducidas con el vector LZRS-ZAP-70/EGFP

expresaron niveles ectépicos de ZAP-70 entre dos y tres veces superiores al nivel de

expresion endégeno de la proteina, observado en células T control.

~ La transferencia mediada por retrovirus del gen “wild-type” de ZAP-70 dentro de células T
CD4" deficientes en esta proteina, permite reconstituir las funciones defectuosas de las

mismas.

» La introduccién de ZAP-70 en las células CD4" deficientes aisladas de pacientes se traduce

en una importante ventaja selectiva de crecimiento para las mismas.

~ La transferencia mediada por un vector retroviral del gen “wild-type” de ZAP-70 dentro de

células progenitoras murinas obtenidas de la médula 6sea, pudo realizarse eficazmente.

» El transplante de células progenitoras de la médula ésea transducidas con el gen ZAP-70

dentro de ratones ZAP-70 KO permite el desarrollo de linfocitos T CD4" y CD8* funcionales.
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) ~ En los ratones transplantados con células progenitoras transducidas con ZAP-70, el desarrollo
| y las funciones de los linfocitos T pueden ser reconstituidos sin que los animales presenten

| signos de efectos adversos provocados por el tratamiento.

! » En los ratones transplantados con células progenitoras transducidas con ZAP-70, las
diferentes poblaciones de lineas hematopoyéticas no-T analizadas estuvieron bien
representadas, sugiriendo que la expresién ectépica de ZAP-70 no afecta adversamente el
desarrollo de las mismas. Sin embargo un estudio mas detallado es necesario para confirmar

cuales son los verdaderos efectos de ZAP-70 en las células no-T.

» 18 semanas después del transplante todas las poblaciones de células hematopoyéticas
analizadas expresaron la EGFP sugiriendo fuertemente que al menos algin progenitor

hematopoyético muy primitivo fue transducido.

Estos descubrimientos proporcionan la primera base para el establecimiento de un
protocolo clinico de terapia génica aplicable a pacientes deficientes en ZAP-70. La reconstitucion
del desarrollo y la funciones de las células T en los ratones ZAP-70 KO sugieren que la
transferencia del gen ZAP-70 dentro de células progenitoras de la médula 6sea y el transplante de
las mismas en los pacientes deficientes en ZAP-70 podria permitir una reconstitucion duradera y
hasta quizds definitiva de los pacientes. Sin embargo, es necesario desarrollar nuevos estudios
para determinar si esta estrategia es suficiente para permitir una éptima reconstitucion inmune,
sin provocar efectos adversos en los pacientes tratados. Nuestro trabajo contribuye al desarrollo
de la terapia génica, no solo para el tratamiento de la inmunodeficiencia en ZAP-70, sino también
para el tratamiento de un gran nimero de enfermedades monogénicas que hasta el momento no

tienen tratamientos satisfactorios.

En este mes de abril del 2003, cuando la redaccién de este manuscrito de Tesis esta

préxima de su fin, la continuidad futura de los ensayos clinicos de terapia génica utilizando
vectores retrovirales es una gran incégnita. Los casos de leucemia asociadas a los vectores
retrovirales en los dos pacientes tratados por terapia génica abren un nuevo interrogatorio sobre
cuales son los verdaderos riesgos de esta tecnologia. La continuidad de la terapia génica depende

més que nunca del aporte de la comunidad cientifica y médica, y de las contribuciones que
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Conclusion General

puedan realizar los organismos reguladores intenacionales y las familias de pacientes implicados
en los ensayos clinicos. Hoy, en el mundo entero, cientos de pacientes victimas de una
inmunodeficiencia severa siguen muy de cerca la evolucidn de la terapia génica, esperanzados en

que algin dia esta tecnologia pueda convertirse en la cura definitiva de sus enfermedades.

1
in |

\ I~
Naomi Taylor {ar i
Directora de Tesis ‘Tesista
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que el trabajo realizado en esta Tesis pueda
contribuir de alguna manera al establecimiento de un
tratamiento eficaz para todos aquellos nifios que sufren de una

inmunodeficiencia.
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Introduccién:

Las inmunodeficiencias combinadas severas (SCID) comprenden un grupo
heterogéneo de desérdenes genéticos caracterizados por la funcién defectiva de linfocitos T y
B. Una variante de SCID es causada por una mutacién autosémica y recesiva en el gen de
ZAP-70. ZAP-70 es una proteina tirosina quinasa (PTK) de la familia Syk, que participa en la
activacion y el desarrollo de las células T!.

Los pacientes que presentan una deficiencia en ZAP-70 desarrollan una SCID
caracterizada por una incapacidad selectiva de producir células T CD8 simple positivas y por
la presencia de células T CD4 simple positivas no funcionalQSZ4. Esta enfermedad comienza
a manifestarse durante el primer afio de vida de los nifios que la padecen, generalmente
cuando los efectos protectores de los anticuerpos maternos disminuyen. Estos pacientes
frecuentemente presentan infecciones persistentes y recurrentes

La inmunodeficiencia en ZAP-70 es una enfermedad fatal en la infancia al menos que
el paciente reciba un transplante de médula ésea a partir de donantes histocompatibless.
Desafortunadamente para la mayoria de los pacientes la disponibilidad de donantes
histocompatibles es limitada y otros tipos de transplantes a partir de médulas no
histocompatibles provocan serias complicaciones inmunolégicas(’-g. El desarrollo de

estrategias alternativas podria aportar diferentes beneficios para estos pacientes.

La terapia basada en la introduccién de genes sanos mediante técnicas de transferencia
génica podria representar un alternativo y exitoso tratamiento para dichos pacientes. Este tipo
de terapia se denomina terapia génica, en la cual un gen mutado puede ser sustituido por un
gen sano (wild-type), restaurando la funcién biolégica del mismo.

Considerando que los linfocitos tienen una vida media elevada lo que les permite
permanecer durante afios en la sangre periférica, la introduccién de ZAP-70 en células T
CD4" extraidas de pacientes podria reestablecer la habilidad de las mismas para responder a
diferentes antigenos y desarrollar una respuesta inmune. Este tipo de terapia basada en células
T CD4" permitiria a los pacientes evolucionar hacia un estado de salud apropiado para

intentar otras posibles terapias alternativas. Si bien la presencia de células CD4" funcionales,

en ausencia de células CD8" es completamente compatible con la vida tanto en humanos
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9,10 . . .
como en ratones  , es importante remarcar que los pacientes deficientes en ZAP-70

careceran siempre de células CD8".

Considerando que todas las células que conforman el sistema hematopoyético
proceden de células progenitoras pluripotenciales de la médula 6sea, la transferencia del gen
wild-type de ZAP-70 hacia estas tltimas posibilitaria un tratamiento definitivo para los

pacientes deficientes en ZAP-70. La terapia génica sobre las células pluripotenciales

permitiria reconstituir la poblacién CD8" deficiente y al mismo tiempo restaurar las funciones

defectuosas de las células CD4".

Hasta hace unos pocos afios, la terapia génica solamente habia sido empleada en el
tratamiento de un niimero reducido de inmunodeficiencias primarias. Hoy en dia, la terapia
génica se ha convertido en una terapéutica importante en enfermedades causadas por
problemas genéticos.

Recientemente el equipo liderado por el Dr. Fischer desarroll6 un exitoso tratamiento

de terapia génica en pacientes con una SCID caracterizada por la ausencia de linfocitos T

debido a la deficiencia en la proteina Y. En dicho tratamiento células progenitoras de la

médula ésea deficientes en Y, fueron transducidas con un vector retroviral conteniendo el gen

. . . . 11 .. . .
sano de la proteina e reintroducidas en los pacientes . Los andlisis realizados en los mismos

hasta dos afios después de iniciado el tratamiento muestran que al igual que un individuo
sano, la totalidad de las células T de los pacientes tratados expresan ¥y,.

Las células progenitoras de la médula ésea pueden ser identificadas gracias a la
presencia de marcadores presentes sobre la superficie de las mismas. Si bien la transferencia
de genes hacia estas células puede realizarse de manera eficaz, aln existen varios
interrogantes sobre cuales podrian ser los efectos de la expresion del gen wild-type de ZAP-
70 sobre el desarrollo y el funcionamiento de las diferentes poblaciones de células
hematopoyéticas que derivardn de estas. Para responder a los mismos es necesario
experimentar en modelos in vitro e in vivo, donde todo el desarrollo del sistema
hematopoyético pueda ser monitoreado y donde la expresién del transgen pueda ser estudiada
paso a paso. Existen modelos in virro donde se puede estudiar el desarrollo de las diferentes
poblaciones celulares que derivan de células progenitoras. Estos sistemas se basan en el

establecimiento de un timo artificial mantenido in vitro bajo condiciones de cultivo

. 12,13 . . . . .
especiales " 7. Los estudios in vivo en modelos animales permiten desarrollar las




Steinberg M

experiencias en un contexto mas fisiolégico. Existen numerosos modelos animales para el

estudio de las inmunodeficiencias primarias. Para el caso particular de la inmunodeficiencia

en ZAP-70, ratones ZAP-70" " han sido creados y el fenotipo de los mismos ha sido bien
caracterizadom'ls. A diferencia de la deficiencia humana en ZAP-70, los ratones deficientes

en ZAP-70 son incapaces de producir células T. Es decir que dichos ratones no desarrollan ni

células T CD8" ni células T CD4". En consecuencia estos ratones presentan una SCID y los

. . . . 14,15
mismos deben ser tratados bajo condiciones especiales

Objetivos:

La terapia génica para pacientes deficientes en la proteina ZAP-70 podria representar
una solucién definitiva para el tratamiento de los mismos. Para planificar un protocolo de
terapia génica aplicable a humanos, un requisito previo es probar el sistema en un modelo
animal y asegurar que la estrategia elegida no produzca efectos no deseados o perjudiciales en
los animales tratados.

El objetivo principal de mi trabajo serdn los estudios in vivo en ratones deficientes en
ZAP-70 (ZAP-70 KO). En un primer tiempo estudiaré la posibilidad de transducir células
pluripotenciales de los mismos utilizando un vector retroviral conteniendo el gen wild-type de
ZAP-70. Posteriormente introduciré las células transducidas en ratones ZAP-70 KO con el fin
de estudiar si mediante esta estrategia es posible reconstituir el sistema hematopoyético de los
ratones, incluyendo el desarrollo de células T. Al mismo tiempo estudiaré si la expresion del
gen wild-type de ZAP-70 se limita solamente a las células T o si bien el mismo es expresado
en otros tipos de células hematopoyéticas y como esta expresién afectara el funcionamiento

de las mismas.

Resultados:

Obtencion de células progenitoras pluripotenciales a partir de ratones
deficientes en ZAP-70.

Los modelos animales han contribuido marcadamente al desarrollo de la ciencia y la
medicina moderna. Gracias a un trabajo en colaboracién con los laboratorios del doctor
Candotti y del doctor Singer en el National Institute of Health (NIH) en USA, pudimos tener

acceso a ratones deficientes en ZAP-70. En un comienzo me concentré en el aislamiento y
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purificacién de células progenitoras de la médula 6sea. Para la obtencién de las mismas,
ratones deficientes en ZAP-70 fueron inyectados con 5-FU. Este compuesto elimina las
células en proliferacién, dejando intactas aquellas quiescentes, caracteristica exclusiva de las
células pluripotenciales. 48 horas después de la inyeccion los ratones fueron sacrificados y los
fémures y tibias de los mismos fueron recolectados para la extraccién de la médula dsea, lugar
donde se encuentran la casi totalidad de células progenitoras. Trabajando en condiciones de
esterilidad, la médula ésea presente en dichos huesos fue aislada y resuspendida en medio de
cultivo suplementado con factores de crecimiento especificos para células pluripotenciales.
De esta manera las células fueron capaces de proliferar volviéndose susceptibles a la infeccién
(transduccién) por el vector retroviral. Luego de 48 horas de incubacién las células fueron

infectadas con sobrenadantes conteniendo los vectores retrovirales (Figura 1).

Figura 1: Aislamiento y transduccién de células progenitoras de la médula ésea

Los vectores retrovirales utilizados fueron LZRS y MND, ambos dos derivados del
virus de la leucemia murina (MuLV). LZRS contiene la secuencia que codifica la proteina
ZAP-70 wild-type clonada anterior a la EGFP (ver ref.8). El otro vector, MND, fue utilizado
como control ya que solo contiene el gen de la EGFP .

La transduccién de las células fue realizada en medio de cultivo conteniendo los
factores de crecimiento especificos para células progenitoras y en presencia de fibronectina, la

cual permite una mayor eficacidad de infeccion.
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Tres dias después de la infeccidn, el porcentaje de células expresando la EGFP fue
calculado por citometria de flujo utilizando un FACScan. Mientras que las células no
transducidas fueron EGFP negativas, 91% y 87% de las células transducidas con el vector

EGFP o con el vector ZAP-70-EGFP respectivamente, expresaron la EGFP (Figura 2). Es
importante remarcar que el porcentaje de células EGFP* fue sumamente alto lo que muestra

que los sobrenadantes conteniendo las particulas retrovirales son altamente eficaces para la

infeccidon de células progenitoras murinas.
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Figura 2: Transducciéon de células progenitoras murinas con los vectores retrovirales

MND-EGFP y LZRS-ZAP-70-EGFP

Para confirmar que ZAP-70 fue expresada solamente en aquellas células conteniendo
el vector LZRS-ZAP-70-EGFP, experiencias de western blot fueron realizadas. Como control
se utilizaron células T Jurkat, una linea celular que expresa la proteina ZAP-70. Como se
puede observar en la figura 3, ZAP-70 fue expresada en estas células. ZAP-70 también fue
expresada en aquellas células transducidas con el vector conteniendo el gen wild-type de
ZAP-70, mientras que las células no transducidas o transducidas con el vector MND-EGFP no

expresaron cantidades detectables de la proteina (figura 3).
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En una segunda etapa, las células transducidas fueron inyectadas en ratones ZAP-70
KO. Mas precisamente, las células progenitoras transducidas con el vector EGFP o con el
vector ZAP-70-EGFP y las células control (aisladas de un ratén sano), fueron inyectadas en
ratones ZAP-70 KO previamente irradiados con dosis letales de rayos y para impedir el
desarrollo de las células progenitoras endégenas. Las células control, las cuales contienen el
gen ZAP-70 fueron utilizadas como un control positivo. En este caso, todo el sistema

hematopoyético de los ratones deberia desarrollarse de manera normal.
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Figura 3: Expresion de ZAP-70 en células progenitoras transducidas con el gen wild-type

de ZAP-70

Una vez que todos los ratones fueron inyectados, los mismos fueron trasladados a un
bioterio donde seran tratados en condiciones de esterilidad y cuidados de manera rigurosa. Por
el momento la totalidad de los ratones tratados se encuentran en un buen estado general, sin

sintomatologia alguna que pudiera indicar anomalias fisiolégicas.

Perspectivas:
Las perspectivas son muchas para la continuacién de este trabajo. Para comenzar,

realizaré andlisis de sangre de los ratones ZAP-70 KO inyectados con células progenitoras
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transducidas y con las células control. Estos andlisis se realizardn a los 2 y 4 meses después de
la inyeccién y el objetivo de los mismos serd determinar las diferentes poblaciones
hematopoyéticas presentes en la sangre de los ratones tratados. Para identificar las mismas
utilizaré anticuerpos capaces de reconocer marcadores de superficie presentes en los distintos
tipos celulares. Posteriormente estudiaré la funcionalidad de estas poblaciones, como asi
también la capacidad de los ratones para montar una respuesta inmune contra un antigeno
determinado. Al mismo tiempo estudiaré si la expresion del transgen (ZAP-70) se limita a las
células T o si bien el mismo es expresado en otros tipos de células. Todos estos andlisis
permitirdn determinar cuales son los efectos in vivo de un tratamiento de terapia génica para la
deficiencia en ZAP-70. Este tipo de experiencias son un paso necesario y primordial que
determinaran si en el futuro se pueden imaginar ensayos clinicos en pacientes deficientes en

ZAP-70.
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