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INMUNOLOGIA MOLECULAR

Y
MEDICINA CLI)A

Las Ciencias Meglicas estan viviendo u
revolucionfntelectual de la cual
ede haber retroceso.

/

La revolucidon no es solamemMte conceg@tual.
Los procesos fisiologieos y todas las
enfermedades humanas, congeénitas

0 adquiridas , se han hecho
susceptibles de ser analizadas y
seguramente tratadas en

terminos moleculares.




La Inmunologia es una de las areas de la
Medicina que mas esta avanzando en estos
ultimos anos, entre otras razones por los puntos
en comun que tiene con las bases moleculares
gue estan revolucionando el estudio de las
enfermedades.

En las ultimas tres décadas, la investigacion
basica en inmunologia molecular , regulacion
génica !y transduccion de sefales se han
focalizadlo en sistemas humanos, de otros
mamiferos | o de roedores, a causa de la facilidad
en la obtencidn de recursos,-reactivos-y

ensayos clinicos.




Los descubrimientos fundamentales de
la Inmunologia han influido de manera
profunda en esta evolucion, en todas y
cada una de las ramas clinicas
y quirdrgicas del
ejercicio médico.

El nUmero de pacientes en los que se
reconocen deficiencias inmunologicas .-
0 respuestas inmunes anormales- -
como base Unica de su enfermedad

es cada vez mayor.




Actualmente su vertiginoso desarrollo esta
intimamente ligado al progreso de los
campos mas relacionados
con ella como el de la
Biologia Molecular.

Entre los grandes progresos recientes  se
pueden senalar, por ejemplo, el
reconocimiento del papel de la

tolerancia inmunoldgica
un reto para poder controlar
la Inmunorrequlacion




Fracaso del Sistema Inmunitario
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Fig. 1.20. Los defectos del sistema inmunitano pueden ser de tres
tipos: hipersensibilidad, inmunodeficiencia y autoinmunidad. Los dos
primeros son debidos a respuestas exageradas o insuficientes,
respectivamente. La autoinmunidad es debida a un defectoen s
discriminacion entre lo propio y 1o ajeno én el proceso de
reCONOCHMMENtO INMUMNItano

Las fallas del Sistema pueden ser

de tres tipos:

Reacciones inadecuadas frente
a autoantigenos:
Autoinmunidad , no
reconocimiento de lo propio.

Respuesta inmunitaria ineficaz:
Inmunodeficiencias . Defecto de
cualquiera de los elementos del

Sistema Inmune congénito o
adquirido.



Fracaso del Sistema Inmunitario

El sistema Inmune provee, regula, y
activa, mecanismos moleculares, y
celulares de defensa organica.

Cuando y porqué fracasa el Sistema
Inmune para mantener la homeostasis
del organismo?




1.- Fracaso de la tolerancia
Inmunoldgica.

Desemboca en respuestas adquiridas
con resultado de lesion celular, tisular u
organica , produciéndose los

denominados cuadros auto-
Inmunitarios .

Diversos factores:
ambientales, hormonales, raciales, etc.
suponen una predisposicion a sufrir
trastornos auto-inmunitarios.




Ademas, existen factores
desencadenantes a una respuesta
exagerada del sistema adquirido
contra el organismo, tales como el
mimetismo molecular, el fracaso de

la apoptosis linfocitica, la respuesta
frente a auto-antigenos ocultos, el
fracaso de |la anergia de los
linfocitos T, o la pérdida de anergia
de las poblaciones B.




Alteraciones Inmunol ogicas

FRACASO DE LA TOLERANCIA CENTRAL
FRACASO DE LA TOLERANCIA PERIFERICA
FRACASO EN LA SELECCION CLONAL

FRACASO O PERDIDA DE LA ANERGIA CLONAL
FRACASO O PERDIDA DE LA IGNORANCIA CLONAL

FRACASO O PERDIDA DE LA SUPRESION DE CLONES
AUTORREACTIVOS




La autotolerancia se adquiere activamente en cada
nuevo individuo por delecion, inactivacion,
ignorancia o supresion de sus linfocitos T y B.

La tolerancia a lo propio es un proceso adquirido
por LT y LB en los drganos linfoides primarios
(tolerancia central )y en la periferia ( tolerancia

periférica ) por eliminacidon o inactivacion de los
clones potencialmente autoreactivos.

Los LB inmaduros _gque durante su capacitacion en
medula 0sea expresan receptores especificos para
componentes propios son eliminados (seleccion
negativa) o inactivados--




GENERATIVE (PRIMARY)
LYMPHOID ORGANS

PERIPHERAL (SECONDARY)
LYMPHOID TISSUES
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TOLERANCIA CENTRAL DE LB

MECANISMO MAS IMPORTANTE PARA ASEGURAR LA AUTOTOLERANCIA

Durante su maduracion en la médula ésea los LB inmaduros que
reconozcan autoantigenos con gran afinidad son eliminadas o
cambian de especificidad

Los LB pueden reactivar sus genes ..
RAG1 y RAG2 , reordenar una nueva _
cadena liviana y cambiar la

especificidad del BCR: EDICION DEL g ﬁsn‘:umfrwaruu
RECEPTOR |

*Los LB pueden ser eliminados por -.

apoptosis: DELECION A
*Los LB que reconocen autoantigenos

con menor valencia pueden sobrevivir 3
pero se vuelven incapaces de responder F el
al antigeno: ANERGIA

*Los LB pueden regular en menos la

expresion del BCR

Reeceptar edited
hypermutationt




Autotolerancia en linfocitos B
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Autotolerancia en linfocitos T




AUTOINMUNIDAD




ENFERMEDADES
AUTOINMUNES MONOGENICAS

LA RELACION ENTRE LA VARIANTE
GENETICA CAUSAL Y LA PRESENCIA
DE LA ENFERMEDAD ES
DETERMINANTE

Gen alterado e amm l Patologia




Facilita la deteccion de mutaciones responsables de enfermedad,
contribuye al diagnostico y a la identificacion de portadores de la
enfermedad.

La indole del producto génico puede conducir a un mejor
conocimiento de la lesion histopatologica o bioquim icay la
identificacion de nuevos productos terapeuticos.

La caracterizacion de los efectos de las mutaciones pueden permitir
un analisis mas refinado de la funcion molecular del producto génico

La identificacion del locus de la enfermedad es esencial para el
desarrollo de terapias genicas y/o la produccion de pro teinas
recombinantes de uso terapéutico




ENFERMEDADES AUTOINMUNES MONOGENICAS

® Las mutaciones encontradas pueden sugerir cuales vias b lologicas
podrian estar implicadas en las enfermedades autoin  munes

Table1| Simple genetic traits associated with autoimmunity

GGene Humandisease Mouse mutant or knockout

Mechanism of autoimmunity Reterences

AIRE APS Knockout

Decreased expression of self antigens 2,3
inthe thymus, resulting in defective
negative selection of self-reactive T cells

CTLA4 Association with Graves' disease,  Knockout
type1diabetes and others

Failure of T cell anergy and reduced 9,65, 66
activation threshold of self-reactive T cells

FOXF3 IPEX (scurfy) Knockout and mutation

Decreasedgenerationof CD4™ (D25 1-13, 67
regulatory T cells

FAS, FASL ALPS Ipi/lpr; gld/gld mutants

Failure of apoptatic death of 16,68
splf-reactive B and T cells

C4 complement  Associated with SLE Knockout
protein

Defective clearance of immune complexes  Reviewed inref. 69
and possible failure of B cell tolerance

Inflammatary Disease Research, The Broad Institute of MIT and Harvard Harvard Medical Schoal, Brigham and Wemen's Haspltal, 1Kendall Square, Bullding 300, Cambridge, Massachusetts
021381561, USA (e-mall: rux@braad mit edu). “Université de Montréal Mantreal Heart Institute, Mantreal, Quebec HIC3U7 Canada *Department of Pathalagy, University of Califarnia San
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AIRE vy tolerancia central

AIRE : regulador autoinmune, fue
identificado como el gen mutado en el
Sindrome de Poliendocrinopatia
Autoinmune (APS-1) gue involucra

autoinmunidad en multiples érganos
endocrinos, piel y otros tejidos.

La profeina AIRE seria la responsable de la expresion timica de algunos
antigenos que son expresados a alfos niveles en los tefidos perifericos.

*La ausencia de AIRE en timo genera que las células T especificas para ese
antigeno escapen a la seleccion negativa (folerancia central), entren en la
periferia y ataquen tejidos blanco.




AIRE: PROTEINA CON
ACTIVIDAD DE UNION AL ADN' Y
CAPACIDAD DE
TRANSACTIVAC

iy

ALTA

AFINIDAD
EXPRESION DE ANTIGENOS DE

TEJIDOS PERIFERICOS

()

BAJA
AFINIDAD

NO HAY EXPRESION DE
ANTIGENOS DE TEJIDOS
PERIFERICOS

CELULAT

N

CELULAT

SOBREVIDA:
AUTOINMUINDAD Y
ACTIVACION DE
CELULAS T

II‘UTORREACTNAS




DEFICIENCIA DE AIRE: APS-1
0 APECED

POLIENDOCRINOPATIA (paratiroides,
tiroides, suprarrenales, gonadas, pancreas,
higado), DISPLASIA ECTODERMICA'Y
CANDIDIASIS

HERENCIA MENDELIANA AUTOSOMICA
RECESIVA

CAUSA: MUTACION CON PERDIDA DE
FUNCION DEL GEN AIRE




AIRE y tolerancia central

La posibilidad de que un defecto timico
subyazca a la autoinmunidad queda
demostrado ante la importancia de AIRE en
la seleccion timica — tolerancia central

m Uno de los genes susceptibles en diabetes tipo 1
es el de la insulina: se ha sugerido que un
polimorfismo asociado a la enfermedad del gen
de la insulina reduce su expresion en el timo,
permitiendo que las células T reactivas a insulina
escapen a la delecion clonal.




FOXP3 Y CELULAS T
REGULATORIAS

FOXP3 (FACTOR DE TRANSCRIPCION DE LA
FAMILIA FORKHEAD) es un ejemplo claro de un
gen, cuyo rol en la autoinmunidad ha sido revelado

por la confluencia de estudios animales y estudios
en humanos con patologia desconocida

m la mutacion en el gen foxp3 de ratdn genera enfermedad
autoinmune sistémica

m la enfermedad humana IPEX (desregulacion inmune,
poliendocrinopatia, enteropatia, ligada a X) se asocia a
mutaciones en FOXP3




FOXP3:

EL DESARROLLO Y LA FUNCION DE LAS
CELULAS T REGULATORIAS CD4+ CD25+
DEPENDE DE LA CORRECTA EXPRESION DE
FOXP3

CEL T AUTOREACTIVA

2
NDRITIC 4UTOINMUINDAD

ALTA

AFINIDAD
\x;o HAY

AUTOINMUNIDAD




SINDROME IPEX

Enfermedad multisistémica de comienzo
temprano y evolucion fatal

Enteropatia severa con infiltracion T

masiva y difusa y destruccion variable de
la mucosa, asociada a diabetes, eczema y
autoinmunidad de células sanguineas

Causa: mutacion con péerdida de funcion
del gen FOXP3

Herencia mendeliana recesiva ligada al X




FAS Y APOPTOSIS

Receptors

75-kd
TNF

44
il

LT-

CD40

LMP-1

FAS (CD95) ES EL
PROTOTIPO DE RECEPTOR
DE MUERTE DE LA FAMILIA
DE RECEPTORES DE TNF

FAS CONTRIBUYE A LA
DELECION DE LINFOCITOS
TY B MADUROS QUE
RECONOCEN
AUTOANTIGENOS




FAS
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AUTOIMMUNE LYMPHOPROLIFERATIVE SYNDROME TIPO |
AUTOSOMICO DOMINANTE

TIPO IA ALPS1A

TIPO | B ALPS1B

AUTOIMMUNE LYMPHOPROLIFERATIVE SYNDROME TIPO |
AUTOSOMICO RECESIVO

El Sindrome Linfoproliferativo Autoinmune (ALPS) Tipo |A _esta causado
por una mutacion heterocigota en el gen del Fas (TNFR _ SF6) o CD95.
ALPS Tipo IB esta causado por una mutacion heterocigota en el gen d el
Fas L (TNFSF6) o CD95 L. Defecto parcial en la Apoptosis mediada por

Fas y su Ligando.

ALPS Tipo Il Resistencia a la Apoptosis mediada por Fas a pesar de la
existencia de Fas y Fas L.

lIA (ALPS2A) esta causado por una mutacion en el gen de la Caspasa 10
(CASP10).

lIB (ALPS2B) esta causado por una mutacion en el gen de la Caspasa 8
(CASPS).

ALPS Tipo |ll comprende casos en los cuales no se ha identificado una
mutacion.
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Peripharal tissua

Thymus
AIRE deficiency FOXP3 deficiency Fas/FasL deficiency
Defact in Treg cells Defect in lymphocyte apoptosis

Defact in central tolerance

Survival instead of apoptosis
—= Altareactiva i)
T cells escape the
thymus

No delation by
negative selection

Expansion of
autoreactive
T cells
Mo expression of —
paripheral CD4a.” N
autoantigens Co2s &= i _ |

e Cell B”F'ﬂ"i""“ instead
Mo Treg cells of apoptosis

Caspase 10 deficiency
Detect in lymphocyte apopiosis

Survival instead of apoptosis

Cell expansion instead
of apoptosis

Currersd Opanion in lmanunalogy

A schematic model of the pathways targeted by the monogenic AlDs APS1, ALPS and IPEX in the central (thymus) and peripheral immunological
organs. The red crosses pinpoint the moleculas or functions hit by the disease mutations. In APECED, defects in AIRE lead to impaired expression
of ectopic antigens in mTECs, causing inefficient negative selection of T cells. In IPEX, the mutations in Foxp3 prevent the nomal development

of regulatory T cells (Treg), and in ALPS 1 and 2 Fas/Fas ligand mutations result in the defective apoptotic elimination of autoreactive T cells.
Abbreviations: DC, dendritic cell; mTEC, medullary thymic epithelial cell; TCR, T-cell receptor; Treg cell, regulatory T cell.

wwow, sciencedirect.com Current Opinion in Immunology 2005, 17809615



Son aquellos causados tanto por
factores genéticos como ambientales




AUTOINMUNIDAD = POLIGENIA 7?77

En contraste con las enfermedades monogénicas, las
enfermedades poligénicas se consideran resultado de la
combinacion de alelos de susceptibilidad en multiples loci,
factores ambientales y eventos desencader(y'\tes

A’Q(\Q
ALELOS COMUNES CON BAJA PENETRAN\.O’I/):?

AUMENTADO DE ENFERMEDAD)
VS
MULTIPLES ALELOS RAROS DE ALTA PENETRANCIA




Modelo de herencia compleja

Genes candidatos Genome-wide
Hipotesis dada screen approach
[ Posicional J [ Biologica } Ligamiento Microarray

Amplia region cromosomica

Genes Candidatos

Deteccion SNPs

Familias Poblacién

Estudios Funcionales




ESTUDIOS DE LIGAMIENTO

(se excluye a los genes del MHC)

19913.2-913.4 Autoimmune disease cluster
19913 Asthma/atopia

5p14-p12 Susceptibility to MS
1p21-p22 Autoimmune disease cluster
2p11-p13 Psoriasis, MS

3921 RA, IDDM9

12913 Autoimmune disease cluster
22q13.1 MS

8g23.1-q23.2 RA, IDDM

8g24 Psoriasis

17925 Autoimmune disease cluster
17q23-24 Psoriasis, MS, IDDM

MAPEO DE GENES DE
AUTOINMUNIDAD




ESTUDIOS DE LIGAMIENTO

(se excluye a los genes del MHC)

19q13.2-913.4 Autoimmune disease cluster
19913 Astha/atopia

5p14-p12 Susceptibility to M

1p21-p22 Autoimm

2p11-p13 g
S LAS REGIONES

12q13 IDENTIFICADAS PUEDEN
22q13.1 TENER ENTRE 20 Y 30
il MILLONES DE PB Y
17025 CONTENER CIENTOS DE

17923-24 = GENES

REGIONES LIGADAS A LA ENFERMEDAD

ESTA ESTRATEGIA PROMETE LA IDENTIFICACION DE NUEVOS GENES Y
PATHWAYS Y NO REQUIERE HIPOTESIS A PRIORI




Cromosoma 19

19q13.2-q13.4 ZNF42, MZF1 P Zinc finger protein-42 (myeloid-specific retinoic acid re

19913.2-qter ZNF13, KOX5 P Zinc finger protein-13 (KOX 5)

19q13.2-gter ZNF27, KOX22 P Zinc finger protein-27 (KOX 22)

19q13.3 AP2A1, CLAPA1, ADTAA P Adaptor-related protein complex 2, alpha 1 subunit

19q13.3 CRX, CORD2, CRD C Cone-rod homeo box-containing gene. Cone-rod retinal dystrophy-2,
19913.3 DBP C D site of albumin promoter binding protein

19q13.3 EMP3 P Epithelial membrane protein 3

19q13.3 ETFB C Electron transfer flavoprotein, beta polypeptide. Glutaricaciduria, type IIB (3)

19q13.3 FUT1, H, HH C Fucosyltransferase-1 (Bombay phenotype)

19q13.3 FUT2, SE C Fucosyltransferase-2 (secretor)

19q13.3 GIPR C Gastric inhibitory polypeptide receptor

19q13.3 GPR32 P G protein-coupled receptor-32

19913.3 GYS1, GYS C Glycogen synthase .Diabetes mellitus, noninsulin-dependent
19913.3 HRC P Histidine-rich calcium-binding protein

19q13.3 KLK9, PRSS9, ZYME C Kallikrein 6 (serine protease 9; neurosin; protease M)
19q13.3 NGFG P Nerve growth factor, gamma subunit

19q13.3 NOVA3, ANOVA P Neurooncological ventral antigen 3

19913.3 NR1H2, UNR P Nuclear receptor subfamily 1, group H, member 2

19q13.3 NTF5, NTF4, NT5, NT4 C Neurotrophin-5 (neurotrophin-4/5)




Cromosoma 5

5p14-p12 NPR3, ANPRC P Natriuretic peptide receptor C Hypertension
5p13.3-p13.2 RAD1 P RAD1, S. pombe, homolog of

5p13.2-g11.1 AMACR P Alpha-methylacyl-CoA racemase

5p13.1 PTGER4 P Prostaglandin E receptor 4, EP4 subtype

5p13.1-p12 GDNF C Gilial cell line derived neurotrophic factor. Hirschsprung disease

5p13 DAB2, DOC2 P Disabled, drosophila, homolog of, 2 (inovarian cancer-2)

5p13 SCOT, OXCT P Succinyl CoA:3-oxoacid CoA transferase.

5p13 SKP2 P S-phase kinase-associated protein 2 (p45)

5p13 SLC1A3, EAAT1 C Solute carrier family 1 (glial high affinity glutamate
transporter)

5p13-p12 FGF10 P Fibroblast growth factor-10

5p13-p12 GHR C Growth hormone receptor. Laron dwarfism; Short stature,
idiopathic

5p13-p12 PRLR P Prolactin receptor

5p13-cen TARS P Threonyl-tRNA synthetase

5p12 PRKAA1 P Protein kinase, AMP-activated, catalytic, alpha-1
5p12-p11 ZNF131 P Zinc finger protein -31
5p MANK, ANK P Ank, mouse, homolog of
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Algunos alelos de HLA se observan con frecuencia
mucho mayor en quienes padecen ciertas
enfermedades, que en la poblacion general




RSOCIRCION) FLR) 7 ENFERMEDRAR)

Espondilitis Anquilosante B27
Enfermedad de Reiter B27

Uveitis Aguda B27

Fiebre de Ambrosia B7

Psoriasis Vulgar B13, B17, B37,Cw*0602
Hiperplasia Adrenal Congénita B5

Hepatitis Autoinmune cronica B8, DR3
Miastenia Gravis B12, DR3
Diabetestipo 1 DR3, DR4
Pemphigus Vulgaris DR4
Narcolepsia DR2
Enfermedad Celiaca DR3, DR7, DQ2
Arteritis de Takayaso DR2 , DR3
Lupus eritematoso Sistémico DR3, DR2
Tiroiditis de Hashimoto DR5

Esclerosis Mdltiple DR2

Artritis Reumatoide DR4 -DRB1*0401, 0404, 0405




Conceptos Generales

La asociacion enfermedad - HLA no es
absoluta. Individuos con el antigeno
HLA asociado pueden no desarrollar
enfermedad y desarrollarla aguellos

gue no portan ese antigeno.




RIESGO RELATIVO

Parametro para calcular el riesgo de portar
un determinado antigeno HLA en una

poblacion de individuos enfermos comparada
con individuos sanos




RIESGO RELATIVO (R R)

Asociacion y/o ligamiento de genes MHC y enfermedad

( HLA y Enfermedad )

. N° de individuos enfermos que poseen el alelo

. N° de controles sanos que no poseen el alelo

. N° de controles sanos que poseen el alelo

. N° de individuos enfermos que no poseen el alelo

Resultado > 1 : Asociacion
Resultado < 1 : Proteccion




Enfermedad

Espondilitis anquilosante

Uveitis anterior aguda

Esclerosis multiple

Enfermedad de Graves

Miastenia gravis

Lupus eritematoso sistémico

Diabetes mellitus
insulinodependiente

Artritis reumatoide

Pénfigo vulgar

Alelo HLA

HLA-B27
HLA-B27

HLA-DR15
HLA-DR3
HLA-DR3
HLA-DR3

HLA-DR3 y DR4
HLA-DR1 y DR4
HLA-DR4



TEORIAS QUE EXPLICAN LA
ASOCIACION HLA-ENFERMEDAD

TEORIAS QUE IMPLICAN FUNCION INMUNE
s MIMETISMO MOLECULAR

reactividad cruzada entre anticuerpos dirigidos a proteinas
bacterianas y HLA-B27

péptidos derivados de B27 son presentados por HLA CLASE Il a
las células T

s SELECCION TIMICA DEL REPERTORIO T
podria involucrar cambios en el sitio de binding

m AFECTACION DEL ENSAMBLAJE DEL HLA
Cys67 podria generar homodimeros

= MODIFICACIONES QUIMICAS QUE RESULTAN EN
ESTIMULACION




MIMETISMO MOLECULAR

AUTOINMUNE

AUTOANTIGENO

PATOGENO

CROSS REACTIVITY

DIABETES TIPO 1

COSAKIE

CELT

AR

40KD HEAT-SHOCK
PROTEIN

CELTYB

AR

HEAT-SHOCK
PROTEIN 60

HEAT-SHOCK
PROTEIN 65
MICOBACTEIRUM
TBC

CELTYB

SM

PROTEINA BASICA
DE LA MIELINA

MULTIPLES VIRUS

ESPONDILO
ARTROPATIAS

PROTEINAS DE
GRAM NEG

ENF. GRAVES
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e iR V. 8K® Non-MHC associations in RA

Gene

PTPN22

CT1.A4

PADH

SLC22A4

Comments

Clear association with missense SNP
(rs2476601) and CCP+ RA

Possible association with CT60 SNP
(rs3087243) and RA

Possible association with haplotype
tagged by SNP (rs2240340) and RA

Possible association with SNP
(rs2073838) and RA




Senalizacion del BCR : «sintonia fina» para sus sefales activadoras/inhib idoras.

B cell receptor signaling is critically dependent on
fine-tuning by activatory/inhibitory signals

Activation Inhibition
\ f |
| | |

|
cD22| |PIRB |c:|?2| iCDE‘
I R W S IR

PLC/PKC/Ras
=5, S
CMAPK
-
C_:____.__.I'TUEEUE — > Geneexpression >

Activation and inhibitory surface molecules and subsequent signaling pathways of B cells that modulate the strength of the BCR




DESAFIOS EN EL MAPEO DE
GENES DE SUSCEPTIBILIDAD

LOS ESTUDIOS DE ASOCIACION DE
ENFERMEDADES AUTOINMUNES, AS| COMO
EN TODAS LAS ENFERMEDADES
COMPLEJAS, GENERAN DOS DESAFIOS:

m distinguir entre asociaciones verdaderas y
falsas

m demostrar causalidad




GENETICA DE LA AUTOINMUNIDAD

MAPEO DE LOCI DE SUSCEPTIBILIDAD

NOD2: asociado a enfermedad de Crohn

ADAMS33: susceptibilidad al asma

CTLA 4/IDDM12: enfermedad de Graves y Diabetes tipo |
PTPN22: Diabetes tipo |, ARy LES

La observacion que un gen se asocia a mas de una
patologia es consistente con la hipolesis de /a
existencia de un pathway inmunologico comun a las
enfermedades autoinmunes

m Posibilidad de analisis de los mecanismos
comunes que llevan al aumento de /a
susceptibilidad




2.- Fracaso por Inmunodeficiencia.

Por disminucion de la respuesta del
sistema Inmunitario en sus formas
primarias o congeénitas y secundarias o

adquiridas.

Debido al menoscabo en las funciones de
defensa, las iInmunodeficiencias determinan
generalmente un incremento en la
susceptibilidad a infecciones hasta niveles
muchas veces Incompatibles con lavida.




COMPONENTES del SISTEMA INMUNE

INMUNIDAD INNATA

SISTEMA COMPLEMENTO LINFOCITO NK

SISTEMA FAGOCITICO

Clqgrs C3b-Bb
C4l c2 C3b-le-P
C4I;-2a —> 1 C3 «

v

NEUTROFILO MONOCITO
C4b2a3b

C3bBb
v
C5

v
C5b-6-7-8-9

MACROFAGO - CEL DENDRITICA

INMUNIDAD ESPECIFICA

LINFOCITO B LINFOCITO T




e Sistema Fagocitico Bacterias intracelulares
Hongos

Micobacterias

e Linfocito NK Células infectadas por virus

Células malignas

¢ Sist. Complemento Bacterias extracelulares




SISTEMA INMUNE
Componentes y funciones

® Linfocito B Bacterias extracelulares

(pidgenas encapsuladas)

Virus (Enterovirus)

® Linfocito T Virus

Bacterias intracelulares
(Gram negativas)
Micobacterias

Protozoos




INMUNODEFICIENCIAS

Caracteristicas generales

Susceptibilidad aumentada a padecer
Infecciones.

El tipo o la gravedad de las infecciones delata
a la celula o molécula afectada.

Los defectos del complemento impiden
ademas la eliminacion de los
Inmunocomplejos.

I'os defectos de LB se asoeian a infecciones
por patogenos extracelulares.




INMUNODEFICIENCIAS

Caracteristicas generales

Los defectos de las moléeculas MHC afectan
el desarrollo de los LT.

Los defeatos de los LT afectan alos LB o0 a
los macrofagos pero no a la inversa.

Susceptibilidad aumentada a padecer
clertas neoplasias.

Mayor incidencia de fenomenos
autoinmunes




INMUNODEFICIENCIAS

Caracteristicas generales

Los defectos de las moléeculas MHC afectan
el desarrollo de los LT.

Los defeatos de los LT afectan alos LB o0 a
los macrofagos pero no a la inversa.

Susceptibilidad aumentada a padecer
clertas neoplasias.

Mayor incidencia de fenomenos
autoinmunes




INMUNODEFICIENCIAS

Caracteristicas Generales

Las inmunodeficiencias pueden.. afectar a un
componente unico del sistema inmune alterandose
una funcion determinada (eliminacion de
Inmunocomplejos, sintesis de IgA..) o bien producir
un deterioro global de la respuesta iInmune como
en el SIDA.

El estudio de estas enfermedades ha sido de gran
ayuda para conocer mejor al propio sistema
iInmune permitiendo incluso abordar aspectos
desconocidos del mismo  ( los linfocitos T y® se
aislaron por primera vez en una inmunodeficiencia).




INMUNODEFICIENCIAS.

Caracteristicas Generales

Algunos de los tratamientos mas
revolucionarios de la historia se ensayaron
por primera vez en inmunodeficiencias ,
como el trasplante de medula osea V la

Recientemente se ha extendido el diseno por
Ingenieria genética _para producir ratones
Inmunodeficientes ( K.O. “ knock out” hetero
U homocigotas) que en muchos casos sirven
de modelo para sus homologos humanos
€].: scid mouse.




INMUNODEFICIENCIAS PRIMARIAS
Caracteristicas Generales

INFECCIONES
Frecuencia (recurrencia, cronicidad )
Severidad
Duracion

Respuesta a tratamientos

Complicaciones / secuelas

- A una amplia variedad de gérmenes

- Restringido a un solo tipo de germen




INMUNODEFICIENCIAS PRIMARIAS
Caracteristicas Generales

AUTOINMUNIDAD / INFLAMACION

Aftas / ulceras
Artritis / ARJ / LES

Enfermedad Inflamatoria Intestinal
Celiaquia

Citopenias hematicas (AHAI, PTI, NAl)
Hepatitis

Sarcoidosis like




INMUNODEFICIENCIAS PRIMARIAS
Caracteristicas Generales

ASOCIACIONES NO INMUNOLOGICAS

Ataxia
Telangiectasias

Dismorfias

Trastornos pigmentacion cutanea
Alteraciones dentarias
Cardiopatias

Endocrinopatias




INMUNODEFICIENCIAS PRIMARIAS
Clasificacion (IUIS 2009)

¢ Deficiencias Combihadas (linfocito T y B)
¢ Deficiencias Pred_bmi'hantes de Anticuerpos (linfocito B)- 60
e Defectos Congén-ito_s) del Fagdpito (nUmerq y/o funcidn)-- 10

» Deficiencia§ del Sistema Complementor--------------t=----- 2

 Enfermedades por Desregulaciénthmune

e Defectos de la Inmdhid_ad Innata

e Desordenes Autoinflamatorios




INMUNODEFICIENCIAS

Las respuestas defectuosas de anticuerpo tienen
COMO consecuencia una mayor susceptibilidad
frente a las infecciones piogenas y se deben a

anomalias en el funcionamiento de las células B:

(Agamaglobulinemia Ligada al X),

V4

o

En la incapacidad de las células T para transmitir
sefales adecuadas a las células B:
(Hiperinmunoglobulinemia Clase IgM,
Inmunodeficiencia Comun Variable e

Hipogamaglobulinemia transitoria

de la infancia).




INMUNODEFICIENCIAS.

Los defectos en la inmunidad mediada
por células dan como resultado mayor
susceptibilidad a las infecciones

virales, por gérmenes de desarrollo
facultativo intracelular e infecciones
oportunistas debido a anomalias en el
funcionamiento de las células T




INMUNODEFICIENCIAS

Los déficits hereditarios de componentes del
complemento son caracteristicos de una serie de
sindromes clinicos, el mas frecuente es el deficit de
iInhibidor de C1 dando como consecuencia
Angioedema Hereditario.

Los deficit hereditarios del complemento que
afectan a los ultimos componentes de la cascada
(C5, C6, C7 y C8) o bien a las proteinas de la via
alternativa ( factor H , factor | y properdina ) provocan
una extraordinaria susceptibilidad frente a las
especies bacterianas N. Gonorrhoeae y N.
Meningitidis




INMUNODEFICIENCIAS.
.

Los fagocitos con defectos en la via de reduccion
del oxigeno debidos a su incapacidad para
ensamblar la NADPH oxidasa y producir peroxido de
hidrogeno y radicales de oxigeno antibacterianos,
son la causa de la Enfermedad Granulomatosa
Cronica.

La persistencia de productos bacterianos en los
fagocitos conduce a la fomnacion de abscesos o
granaﬁas.
J .?’Rh%
Los defectos de la adherencia leucocitaria llevan a
leucocitosis persistente, ya que las  integrinas
defectuosas de los fagocitos impiden que puedan
migrar desde el torrente sanguineo hasta los tejido
a través del endotelio vascular.




INMUNODEFICIENCIAS PRIMARIAS DE
CELULAS B.

AGAMAGLOBULINEMIA LIGADA AL
CROMOSOMA X.

DEFICIT DE Ig A.

DEFICIT DE SUBCLASES DE
DEFICIENCIA SELECTIVA DE
NMUNODEFICIENCIA HIPER

HIPOGAMAGLOBULINEMIA TRANSITORIA DE LA
INFANCIA.




INMUNODEFICIENCIAS
PRIMARIAS DE CELULAS T.

SINDROME DE DI GEORGE

DEFICIT DE PURIN NUCLEOTIDO
FOSFORILASA (PNP)

y
ADENOSINADEAMINASA (ADA)




INMUNODEFICIENCIAS PRIMARIAS
DEFICIT COMBINADOS.

INMUNODEFICIENCIA COMBINADA SEVERA (SCID)
DEFICIENCIA DE ADENOSIN DEAMINASA (ADA)
DEFICIENCIA DE HLA CLASE Il

DISGENESIA RETICULAR

DEFICIENCIA DE LINFOCITOS CD8
SINDROME DE WISKOTT ALDRICH

ATAXIA TELANGIECTASIA
INMUNODEFICIENCIA CON TIMOMA
INMUNODEFICIENCIA CON ENANISMO POR
EXTREMIDADES CORTAS




DE
DE

OTRAS INMUNODEFICIENCIAS
PRIMARIAS.

C
C

ENC
ENC

)
A

PRIMARIA DE CELULAS CD7+.

DE IL2.

DEFECTO MULTIPLE EN CITOQUINAS.
DEFECTO DE LA SENAL DE TRANSDUCCION.
DEFECTO DE LA SENAL DE TRANSCRIPCION.




DEFECTOS DE LAS CELULAS
FAGOCITICAS.

Enfermedad Granulomatosa Cronica
Autosomica Recesiva.

Deficiencia de Adhesion Leticocitaria.
Deficiencia de Glucosa-6-Fosfato
Deshidrogenasa en Neutrofilos.
Deficienciaide Mieloperoxidasa.
Deficiencla de Granulos Secundarios.




DEFICIENCIAS DEL SISTEMA COMPLEMENTO .

Deficiencias de los componentes de la via clasica
C1qg: Manifestaciones Autoinmunes
C1lr: Manifestaciones Autoinmunes
Cls: Manifestaciones Autoinmunes
C4: Manifestaciones Autoinmunes
C2: Manifestaciones Autoinmunes, LES, Vasculitis,
Polimiositis.

Deficiencia del C3 y componentes de la via alterna.
C3: Infecciones por Neisseria sp, glomerulonefriti S, vascu litis,

sindrome urémico hemolitico asociado a déficit de F actor |l
Properdina: Sepsis 0 meningitis por Neisseria sp
Factor D: Infecciones por Neisseria sp
Factor B: Infecciones por Neisseria sp

Deficiencia de los componentes terminales
C5-C9: Infecciones a repeticion por Neisseria (Me  ningitis o
Sepsis), Manifestaciones autoinmunes
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Déficit de Btk (agammaglobuli-
nemia ligada al cromosoma X}

T N S —

Maduracién
de lacélula B
B inmadura
Deficit de ADA, PNP Deficit de RAG
{SCID autosdmica) {SCID autosomica)
Maduracién
de la celula T
Doblemente {{ Célula T de una
positiva || sola positividad madura no
{inmadura) estimulada
Deficit de . (SCID {"wvirgen™)
ligada al cromosoma X)
Falta de timo Deficit de moléculas de
(sindrome de DiGeorge) clase Il del MHC, TAP-1 o TAP-2
e i}

Inmunodeficiencia causada por defectos de la maduracion de las células By T.

Inmunecdeficiencias primarias causadas por defectos genéticos de |a maduracion de los linfocitos. Estos defectos pueden afectar exclusivamente a la maduracion
de las céiulas B, sdlo a la maduracion de las células T, o a ambas. Las vias de maduracion de los linfocitos se describen con detalle en el Capitulo 7. ADA, adenosing
desaminasa; Btk, tirosina quinasa de las células B; MHC, complejo principal de histocompatibilidad; PNP, purina nucledsido fosforilasa; RAG, gen activador de

la recombinasa; SCID, inmunodeficiencia combinada grave; TAP, transportador asociado al procesamiento antigénico.




Defectos de la maduracion de los linfocitos

Enfermedad Deficit funcionales

Mecanismo supuesto del defecto

Inmunodeficiencia combinada grave

Ligada al cromosoma X Reduccion notable de las células T, cifra de células B
normal o aumentada, reduccion de lg en suero

Deficit de ADA, PNP : Reduccion progresiva de las células B y T (principalmente
' T): reduccion de Ig en suero en el déficit de ADA, cifra
normal de células B y de Ig en suero en el déficit de PNP

Autosomica recesiva Reduccidn de la cifra de células Ty B, disminucion delg en
SUero

Mutaciones en el gen de la cadena ; comun del receptor
de citoquinas, maduracidn defectuosa de las células
T por falta de senales de la IL-7

El déficit de ADA o de PNP provoca la acumulacion de
metabolitos toxicos en los linfocitos

Maduracion defectuosa de las células T y B; base
genética desconacida en la mayoria de los casos,
posibies mutaciones en los genes RAG

Inmunodeficiencias de células B

Agammaglobulinemia ligada al Reduccidn de todos los isotipos de lg en suero, reduccion
Cromosoma X de la cifra de células B

Deleciones de genes de las Ausencia de lgG1, 1gG2 o IgG4; en ocasiones, asociacion
cadenas pesadas de las Ig con ausencia de IgA o IgE

Bloqueo de !a maduracidn mas alla del estadio de
célula pre-B debido a una mutacion en la tirosina
quinasa de células B

Delecion cromosomica en 14g32 {locus de la cadena
pesada de la Ig)

Inmunodeficiencias de células T

Sindrome de DiGeorge Reduccion de las células T, cifr normal de células B, Ty en
imichs suero narmales o reducidas ;

Desarrollo anomalo de la tercera y cuarta bolsas

branquiales que provoca hipoplasia del timo

Abreviaturas: ADA, adencsina desaminasa; Ig, inmunoglobulina; IL-7, interleuquina 7; PNP, purina nuciedsido fosforilasa; RAG, gen activador de la recombinasa,




Macrofago

Macrdfago
activado

= Célula T
Defectos en la expresion de colaboradora
las moléculas del MHC (déficit
del MHC de clase |l, déficit de TAP

Células T
activadas

CélulaT
na estimulada

Mutaciones en el ligando de CD40 (sindrome
de hiper-lgM ligado al cromosoma X

Célula
presentadora

Celula B
de antigenos

Defectos de la senalizacion
del complejo TCR

CalulaT !
colabaradora Célula B productora

de anticuerpos

Disminucion de la produ-
ccion de lg (inmunodefi-
ciencia variable comun)

Defectos selectivos de !
isotipos de Ig

e T

Inmunodeficiencia causada por defectos en la activacion de las células By T.

Las inmunodeficiencias primarias pueden deberse a defectos genéticos de la expresion de las moléculas necesarias para la presentacion del antigeno a las
células T, |a senalizacion del receptor para el antigena de los linfocitos T o B, la activacion por las células T colaboradoras de |as células B o los macréfagos o

la diferenciacion de las células B productoras de anticuerpos. lg, inmunoglobulina; MHC, complejo principal de histocompatibilidad; TAP, transportador asociado al
procesamiento antigénico; TCR, receptor de la célula T.



Defectos de la activacion de los linfocitos

Enfermedad

Déficit funcionales

Mecanismos del defacto

Deficiencias selectivas de
isotipos de lg

Sindrome de hiﬁér-lgM ligado al
cromosoma X

Inmunodeficiencia variable
comun

Defectos de la expresion o
- senalizacion deimmpie;n
TCR ;

Sindrome Iinfupraliferativu
ligado al cromosoma X

Expresion defectuosa del MHC
de clase ll: sindrome del
linfocito desnudo

Déficit de TAP

Produceion reducida o nula de isotipos o subtipos
determinados de lg (el déficit de IgA es la deficiencia de
isotipo mas frecuente; el déficit de 1gG3 es |a deficiencia
de subtipe mas frecuente); predisposicion a las
infecciones bacterianas o ausencia de problemas clinicos

Defectos en la amvacmn de mac:mfagas y.de células B
dependmnta de las células T E o

Reducciones variables de miltiples isotipos de lg; células B
normales o disminuidas

 Reduceion de células T o proporciones anormales de las

suhﬂuhlamunes ﬁﬁ#" y ED&“‘ reducmn (e ia mmumdad
E}aluiar R i

Proliferacion descontrolada de celulas B en el contexto de
una infeccion por el virus de Epstein-Barr que ocasiona
linfomas de células B e hipogammaglobulinemia

Falta de expresion de moléculas de clase Il del MHC y
desarrolloy activacion defectuosos de las células T CD4*;
inmunidad celular y humoral defectuosa dependiente de
las células T

Falta de expresion de moléculas de clase | del MHC,
reduecion de la cifra de linfocitos T CD8'; predisposicidn
a las infecciones hacterianas

Defecto en la diferenciacion de las células Bola
colaboracion de las células T; casos raros de
delecicnes/mutaciones homocigdticas de los genes
de las regiones constantes de las Ig

Mutaaiﬂﬁ encel ligando de CD40 -

Defecto de activacion de las células B, habitualmente
causado por una anomalia intrinseca de lascélulas B
ide naturaleza desconocida)

Eaﬁﬂﬁ rams causacius pur mutamﬁﬂes 0 del-e:;mn&sde ;'
Iﬂs ga-nas que. audtﬁcan las protei nas €o3, Z&F 0

Mutacion del gen que codifica la proteina adaptadora
SAP, que es necesaria en condiciones normales para
inhibir |a senalizacion por la molécula SLAM

Mutacién en los genes que codifican los factores de
transcripeion necesarios para la &xpr&smn de los
genes del MHC de clase Il

Mutaciones en los genes TAP que impiden la carga ds
péptidos en las moléculas de clase | del MHC

Abre;r:amrﬁ& Iz, mmumg’a:hu'l:mua ?-ﬁﬂ" tm:piep [mmpaj dchiﬁtacmmwbdldad bAP vmaina asciada a SLAM; SLa"-M, melécula e wﬂaimm e wctvaciin, del ]infm,rtﬂ. TM‘
; tmnspmtadm marba :at mﬂfe.wmenm anngérﬁm ?_‘AP?{L prminuasmm a:emda‘.!‘{ikl} '{t& mprm m]anéh!a :




INMUNODEFICIENCIAS PRIMARIAS
Defectos moleculares

GENES QUE CODIFICAN PROTEINAS QUE
FUNCIONAN COMO:

- Componentes estructurales de la célula

- Receptores / ligandos celulares
- Enzimas
- Componentes de la senalizacion intracelular

- Factores quimioatractantes
- Moléculas de adhesion




INMUNODEFICIENCIAS PRIMARIAS
Defectos moleculares

PROTEINAS QUE INTERVIENEN EN PROCESOS DE:

- Maduracion y diferenciacion celular
- Activacion celular
-Proliferacion celular
- Funcidén y sobrevida

- Apoptosis




INMUNODEFICIENCIAS PRIMARIAS
Defectos moleculares

Producto génico

Expresion
—> génica
ausente
Gen
mutado
Expresion
—  génica
presente

Producto
génico
mutado

=
ausente
Producto génico
—>
ausente
— No funcional
Efecto
q . .
Dominante negativo
—> Ganancia de funcién




INMUNODEFICIENCIAS HEREDITARIAS

INMUNODEFICIENCIA LOCALIZACION DEL GEN
Deficiencia de ADA 20913.14
Deficiencia de PNP 14913.1
Ataxia telangiectasia 11922-23
SCID Ligada a X Xql.3
Wiscot Aldrich Xpl1-11.3
Agamaglobulinemia Lig X Xp21.33-22
Sin. Linfoprolifertivo Lig X XQq26-27
Inmunodeficiencia con HiperlgM Lig X Xq 26-27
Defecto en la adhesion leucitaria (def CD18) 21q 22.3
Enfermedad Granulomatosa Cronica
- gp91-phox Xp21.1
-p27-phox 16g24
-p47-phox 7gis. 23
-p67-phox 1925




ALAIN
FISHER.
Nature
Immunology
2004, vol5,
N°1 ; 23-30

INMUNODEFICIENCIAS HEREDITARIAS

DISEASE

INNATE IMMUNITY

Severe congenital neutropenia (subset)
Schwachmann syndrome

Susceptibility to Streptococcus pneumoniae (subset)
Susceptibility to pyogenic bacterial infections (subset)
Susceptibility to mycobacterial and viral infections
ADAPTIVE IMMUNITY

Common variable immunodeficiency

HIGM syndrome

SCID (subset)

T cell deficiency with IFN-y-unresponsiveness

T cell deficiency with anhidrotic ectodermal dysplasia

Familial hemophagocitic lymphohitiocytosis (subset)
UNDETEMINED

Epidermodysplasia verruciformis

WHIM syndrome

GENE

GFI1
SBDS
MASP2
IRAK4
STAT1

ICOS
UNG
CD3D
STATSB
NFKBIA
UNC13D

EVERL= EVER2

CXCR4




INMUNODEFICIENCIAS PRIMARIAS
Generalidades

ANTECEDENTES\!;IADO - FAMILIARES

25 % de los pacientes presentan un familiar
con diagnostico o cuadro compatible con IDP




INMUNODEFICIENCIAS PRIMARIAS
Interrogatorio de los antecedentes Familiares
PATRON AUTOSOMICO RECESIVO

IDCS
Rag 1-2, Artemis, Jak3, ADA

Hiper-lgM
AlID, CD40, UNG

EGC
P47, p67, p22

AT
LAD
Chediak Higashi
Griscelli




INMUNODEFICIENCIAS PRIMARIAS
Interrogatorio de los antecedentes Familiares

PATRON AUTOSOMICO DOMINANTE

ALPS

Hiper-IgE
Deficiencia MML
Edema ANH
IDCV
WHIM




INMUNODEFICIENCIAS PRIMARIAS
Interrogatorio de los antecedentes Familiares

PATRON LIGADO AL CROMOSOMA X

Agamaglobulinemia Btk
Hiper-lgM CD40L
EGC gp91
WAS
XLP
Deficiencia de Properdina

IPEX




Tatie 2 | Defects that invelve T cells

MNarre

Dreveloprrant
D Gasorgs

Sy rdrornme
WHEN defect
Activation
O3S deficiamnoy
MHC cass |
chafichancy

MHC class I
chefichncy

LK cleficismcy
ZAPTD
ceficiancy

DR deficiency
HiERAT

HIGKMSE

AD-EDA-D

=P

ALFS3

Clinical phenotype

o, cardic arnd pars id dafects, and detreasad numbars

Conganilal alopecia. and mal dyvstropiny

Autcimmuns hasmoldic anasmia and severs infecticons
Recurmmant Hasmaophiius mfluenzes prnesmonia and otitis nmedia

Deceased numbers of GOE- T ools

FParsistant diamhosa, bactanal poedmonia, Prosurmocyatis coning
Ereurnonia, viral and candidal infections, and low numiters Ol
COas Tooels

Eiacterial, viral and fungal infections, mphopasenia and
hypogammagictulinasmia

Drecreasssd nurmilers of SO T ol moirrad o decraisosd
nurnbrers of CEA- T calis, and severe recurrent infections
Absence of CDAE- T calls, and recumant respiratorny infecticas
Prrauimrcas ySiis Carinl praurnonia, o inferctions, normmal
o increasad lavel of ighd, and low level or absence of samam o,
b e g
FreurnocyElis canall prisumonia and Chvstosponidiunm Danvun
infections

ymphooytosis, abagence of memorny T celis and unresponsive
rzive T cells

Lincontraled T-caell prodiferation in EBY infection, fatal infecticus
mononucleosis ina high proporton of patients, insffective viral
adrmarzation, mphaoma and hypoganmsmacgiobulinasnmes

Tridacd of endocrinopalting, m'lt&rmhll'-y arvd derrrslitis, and
Enferococcus Staph s spacies infecticns

Chronic mucocutanecus candicdiasis, and parathoroid and
lap ga ¥igiinty

Cadrenal autod

Atormnunity, hyppecsammagicbalinasmia, Ymphoproliteraton,
and excessive numibers of CODI-CDE-CRDEalf-TCR T calls

At

and excassve numbers of COS-CD4 CDEGRE-TOR T acslls
AvicEirmmunity. ypergamimankobulinasmia, mphoproliteration;
and excessive nurmbers of CDG‘GW'EI)B':L]‘I-TCF!' T cuzlis

Avtcimimiiinity, hvpergammagicbulinasmmia, hoprofiferation,
mmmmnummmm@cmm& ~TCR® T oalls

ALftcimirmunite ywperganima linaemika, Mmphoprolifaration.
and excessive Nnumbers of CDE G CDRER-TOR- T cells

Chromosomal
location
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Table 53 | Defects that involve B cells

Mame Clinical phenotype Chromosomal Geanetic Referances
location defect
HIGhEZ Fyoogenic infactions, mphoid hyperplasia, 12pi3 Al 51
decreased CO27T* B-cell numbers, normal or 1223-12g24.1 LN 52
increased sarum Igh lavel, and fow avel
or no serum iga, Ighand IgE
HIGM4 Pyogenic infections, lymiphoid ND ND 55
decreased CO27T* EF cell numbers, rmmmaj o
Incrassec sarum Igh level, and low level
or no serum igE; lga and igE
ML -EDWA-IDY Bacterial and mycobacteral infections. Xoz8 TKHKG 56-58
and low levels or no anfibody specific for
carthobwdrates
Agammea- Low or no levaels pre-B-cafl and matuna B-ocall Hg21.3-Ma22 BT T2
globulinaemiia numbers, low sarum immiunoglobolin levels,
and pyogenic infections
Mormal pro-B-cell numbers, low pre-B-cadl 10g23.2 BLMNK 114115
and matura B-call numbers, low sem
immunogiobulin leveds, and pycoenic
infactions
Low serum immmunogiobulin levets, and 19 20) (g33.2: gi2)] LRRCSH: a3
pyogenic infeactions
Developmental amest at the pro-B-cel stage, 220q11.22 MEELT TG
o serum immunaglobulin levels, and 109q13.2 loa Tr
pyogenic infections 14g32.2 IGHM 7872
CWID Sinopulmonary infections., low 196G and kg 18p11.2 Core LirpLibdisied®
lervesda, and normal B-osll numbers 229131 =22q13.31 BAFFR Linpublisted®
1¥p11.2 Tacy 116117
2033 oS 88,849
Al hMeany patients are asyrmptomatic, althowah 17p11 TACH 116117
pyogenic infections are possible Possibly Bp21.3 iEaDT g9 100
HLA-DO
anc HI_A-DR)

B L van Zelm, perscnal communicatian A, L Franco, personal communication, W Sakzern personad commmuinication,

A acthsaton-nduced Cytiding daarminass: SASFR, B-call-activabing-faclor recapton BLANK, B-call linkar: B TH, Brulon's Brasine kireeses:
CVID, comman vanabls immunodsficiency; HIGM, hypar-ighd syndrome: I00S, inducible T-call co-stimudaton, iga, gere encoding g
igal, ssfoctne kgt dediciency; EADT, Iga-daliclency susceplioity 1: &R0, gene encocing pimmuneglobodin heawy Chairg KELL T, gene
arsochng A5, IKKG, inbbitar-af-nuciear-factor-w3 Kinase-y LRARCS, leucing-ncih-repaal-containing 8; ND, not determined:; pra-B oeil,
precursor-B call; pro-B cell, progeniton-B cai TACH, ransmemrans activetor and calcum-maochHating oyciophiln-hgand interacior;
LG, uracil-DiNA ghyoosyase; XL -EDA-ID, X-nkaed eclodermnal dysptasia-with imemursodetficiency,
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! Interleukin-15
Interleukin-4 and receptor
interleukin-9 receptors

: i
L

Interleukin-7
receptor

Interleukin-2-
receptor




Cartilage hair

hypoplasia,

0.7% (n=1) Reticular

Autosomal recessive, Unknown, X
20.6% (n=29) I \ 9.2% (n=13) dysgenesis,
L 0.7% (n=1)

>
Jak3 deficiency,
6.4% (n=9)
Adenosine =
deaminase deficiency, - Dafldians
_ y of
15.6% \n=22) / common y chain,

Deficiency of 45.4% (n=64)
interleukin-7 receptor
« chain, 1.4% (n=2)

* Relative Frequencies of the Various Types of Severe Combined
Immunodeficiency among 141 Consecutive Patients.

e Buckley. NEJM:343 (18): 1313, November 2, 2000

MVC



ANALISIS DE POLIMORFISMOS







El genoma humano posee variaciones o
polimorfismos

REZ Tk




= Un polimorfismo puede ser la
repeticion de una secuencia
determinada de ADN, donde un
porcentaje de individuos tenga un
determinado numero de copias de

esa determinada secuencia.

= O puede ser un cambio en una
base, polimorfismos de un unico
nucleotido, SNP.




POLIMORFISMOS Y FENOTIPOS

Un polimorfismo genético es la existencia de
multiples alelos de un gen presentes en una
poblacion, normalmente expresados como
diferentes fenotipos, que aparecen con una
frecuencia significativa de al menos 1 por
ciento de la poblacion.

Es decir, un polimorfismo es una variacion en
la secuencia de un lugar determinado del ADN
entre los individuos de una poblacion.




Sitios polimorficos revelados por
secuenciacion automatica
AA TCG.L.GC.:'.CGGCGG [TTGTCTTCTCNGGAT 'G.:i.GGIGf__‘_.L.'. T TGC

COGGOACCOGCG TCTAGAGGC TTCCCATTGOGOTTGAACCTGGGCGCCC
130 . 200

ﬁ |! { (15 i

Il h W\ |'||'|

11k




CTLA-4 y ANERGIA DE CELULAS T

3 a o
' APD ) Teell Wi
L - i . |:I_ 3

Ty

o e = = .—-'j
+ Antigen activation ‘
v S et . .:H"- e "'rl__
i i A 1
= i

CTLA-4 es un receptor inhibitorio expresado por las células T
que reconoce a las moléculas co estimulatorias B7-1 (CD80)
y B7-2 (CD86), generando la anergia de las células T




CTLA 4

POLIMORFISMOS FENOTIPICOS DE CTLA 4
ESTAN ASOCIADOS CON AUTOINMUNIDAD

polimorfismos que resultan en la produccion de

variantes truncadas por splicing alternativo
estarian implicadas en:
s ENFERMEDAD DE GRAVES

m DIABETES TIPO |
s OTRAS ENDOCRINOPATIAS




VARIACIONES EN EL
GENOMA

LA GRAN MAYORIA DE LAS VARIACIONES EN EL
GENOMA HUMANO CONSISTEN EN VARIACIONES DE
UN SOLO NUCLEOTIDO EN UN DETERMINADO LOCI

Un polimorfismo puede tratarse de la sustitucion de una
simple base nitrogenada, por ejemplo, sustituir una
(adenina), por una C (citosina).

POLIMORFISMO DE UN SOLO
NUCLEOTIDO (SNP)




Variaciones en la secuencia de ADN

Mutaciones ocurren en < del 1 % de la poblacion
Polimorfismos ocurren en > del 1 % de la poblacién

- Alelos distintas formas de un mismo gen
e Haplotipos: fragmentos o grupos de genes
gue se transmiten juntos de generacion

en generacion




POLIMORFISMO

DNA Sequence
Person 1 AAATTT  Normalprotein

“variations

Person2 AATTTT have no

negative
effacts

Un polimorfismo es una variacion en la secuencia de ADN de un
locus entre los individuos de una poblacion.




Los polimorfismos de un nucleétido SNP son la
fuente de variacion mas comun

Variacion en un nucleodtido
en la secuencia ADN

SNP # mutacion, definido por la
frecuencia en la poblacion (>
1%)

Se estima que hay un SNP por
cada 1,000 bases (~10,000,000)
en el genoma humano

Suelen transmitirse y
mantenerse de generacion en
generacion

Dos tercios son:

citosina — timina




SNPs AAGGCTAA a ATGGCTAA

Combinacion de alelos de
susceptibilidad en multiples
loci: HAPLOTIPOS de SNPs




Ildentificacion de mas de 25 genes que predisponen a
autoinmunidad cuando estan sobreexpresados o
delecionados o presentan determinados polimorfismos

Citoquinas y receptores
*Co-receptores

*Moléculas coestimulatorias
«Cascadas de sefalizacion

*Moléculas apoptdticas

*Moléculas que clarifican a los inmunocomplejos




L =110 B - | k
B.5%F LA RN st 1A BLE L L

g] Tumor nec rosis factor a Owerexprassion Inflammatory bowel disease,
arthritis, wvasculitis

. Tumor necrosis factor a Underexprassion Svstemic lupus ervthematosus

- Interleukin-1—raceptor

: Underaxpression Arthiritis
antagonist

@B Interleukin-2 Overexpression O st s Es Bk i
@ Interleukin-? Overaxprassion Inflammatory bowel disease
I| Interleukin-10 Chvaraxprassion Inflammmatory bowel diseasa

Interleukin-2 receptor Ovarexprassion Inflammatory bowel diseasa

*‘ Interleukin-10 recaptor Chvaraxprassion Inflammatory bowel disease

[ﬂ Interleukin-3 Overaxprassion Cemyelinating syndrome

COhveraxprassion

alF nterferon-y . .
in skin

Svestemic lupus ernythematosus
' STAT-3 Underexpression Inflammatory bowel diseasa

o STAT-4 Chvaraxprassion Inflammatory bowel diseasa

Svatemic wasting syndrome ancl
inflammatory bowel diseasa

Transforming growth .
2 _b_' 44 Underaxpression

factor @

Transforming growth

factor @ receptor in

T cells

Unclarex pression Svstemic lupus erythematosus




Predisposicion : susceptibilidad

Susceptibilidad genética: componente genético complejo
sumado e integrado a la exposicion ambiental que puede

desencadenar, agravar o aliviar la enfermedad.

Componente genético: integrado por polimorfismos de
varios genes que pueden imprimir efectos mayores al

fenotipo.

Patologias como diabetes, artritis, dislipemias, hipertension,

osteoporosis etc.., incrementan su prevalencia.




Los tratamientos actuales
de los defectos congenitos
pretenden suplir

la célula , la molécula o el
gen afectado.







Los-organismos-multicelulares-complejos estan compuestos
de diferentes tejidos cuyas caracteristicas individuales
dependen de las proteinas especificas expresadas

DOr sus tipos celulares.

La diferenciacion, el desarrollo y la funcionalidad de los
tejidos especificos dependen del conjunto de proteinas
selectivamente expresadas por cada célula
La expresion incorrecta de tales proteinas, su expresion en
lugares equivocados , a destiempo , o la produccion en
cantidades janormales de proteinas especificas 0 de
proteinas de funcidon andmala subyace a toda patologia
celular de base genética.

El conocimiento de los mecanismos de regulacion de la
expresion proteica en eucariontes contribuira a la
comprension de las bases moleculares de diversas
patologias y su posible correccion.




Niveles de Regulacion de la Expresion Genética en Eucariotes

Regulacion de ln Tr:nlr.ﬂp:lan
. ARNm
(Transcripcion primaria) v’\/\/\/\/\/
Itugulnnlﬁn dul Splicing

NUCLEO

e AN

. AV e,
- Regulacion del Transporte
CITOPLASMA

ARNmestable N/ N/ \/ \/

Transduccion

Regulacién de la Transduccién
v

Proteina _ @

¢ R




=NO existencia de efectos no

MINIMO® *Produccion sostenida del
producto del gen terapeutico.

=Comprender el defecto.
REQUISITOS =|dentificar el gen blanco. |
PREVIOS =Poseer un gen normal funcional.

= Disponer de un sistema
adecuado de provision del gen.

=DesoOrdenes geneticos.
ESTRATEGIA =Reemplazar, alterar o aumentar la

TERAPEUTICA funcion genlca. .
sNeutralizar o erradicar

PARA enfermedades adquiridas.




INTRODUCCION DEL GEN

ADN desnudp microinyeccion

bombardeo de alta energia
mediante células de la piel

>
V| RUS Retrovirus — Adenovirus - Virus asociados
Adenovirus - Sendai — Herpes- Lentivirus

Particulas o complejos

ADN + Moléculas policationicas
ADN + Lipidos: Liposoma

>

Células

| implante de células hematopoyéticas  (“Stem”) transducidas
linfocitos

mioblastos — fibroblastos




PROCESOS DE TRANSFERENCIA DE
UN GEN EXOGENO A LA CELULA,

FACILITANDO LA ENTRADA'Y
BIODISPONIBILIDAD
INTRACELULAR DEL MISMO




VECTORES

7

Son sistemas que ayudan en el proceso

de transferencia
de un gen exogeno a la célula.




Principales tipos de virus que se emplean en
terapia génica. De izquierda a derecha :
Retrovirus, Adenovirus, Virus
Adeno-Asociados y Virus del Herpes Simple.
(Fuente: Universidad de Utah)
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VIRUS ADENOASOCIADOS
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VECTORES NO VIRALES

1.-INYECCION DIRECTA DE ADN.

2.- BOMBARDEO DE PARTICULAS.
3.« LIPOSOMAS CATIONICOS

5.- USO DE ACIDOS NUCLEICOS:
OLIGONUCLEOTIDOS ANTISENTIDO




Inyeccion directa de
ADN Desnudo




TERAPIA CON LIPOSOMAS




TERAPIA GENICA MEDIANTE RECEPTORES




TERAPIA CON
MICROCROMOSOMAS
ARTIFICIALES




ELECCION DEL VECTOR

Duracion de la expresion del gen.
Capacidad para repartir la dosificacion.

Capacidad para dirigirse a las células
apropiadas y evitar las inapropiadas.




Vectores

Vectors Used in Gene Therapy Clinical Trials f\%jl

WLEY

Adenovirus 24.9% (n=367)
Retrovirus 21.7% (n=320)
Naked/Plasmid DNA 18.3% (n=270])
Vaccinia virus 8.2% [n=120])
Lipaofection 7.1% (n=105)

Poxvirus 6.1% (n=20)
Adeno-associated virus 4.1% (n=60)
Herpes simplex virus 3.2% (n=47])
RMNA transfer 1.4% (n=21)

Other categories 4.1% [(n=60)
Unknown 3.3% (n=41)

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



Gene Types Transferred in Gene Therapy Clinical Trials If&ij

Antigen 21.1% (n=311)
Cytokine 18.7% (n=275)
Tumor supressor 11.4% [n=168)
Growth factor 7.9% [n=116)
Suicide 7.4% (n=109)
Deficiency 7.5% (n=110)
Receptor 5.2% (n=77)

Marker 3.7% (n=54)
Replication inhibitor 4.4% (n=65)
Other categories 9.2% (n=136)
Unknown 3.5% (n=51)

The lournal of Gene Medicing, © 2008 lohn Wiley and Sons Lid www, wiley. co.uk/genmed/clinical



e,

Geographical Distribution of Gene Therapy Clinical Trials f\i/;

The Journal of Gene Medicine, © 2008 lohn Wi|e:,' and Sons Lid

|by Continent) WILEY

America 64.5% (n=950)
Europe 29% (n=427)
Asia 3.5% (n=52)
Australasia 2% (n=29)
Africa 0.1% (n=1)
Multicountry 0.9% (n=13)

www, wiley.co.uk/genmed/clinical



Geographical Distribution ot Gene Therapy Clinical Trials '.r'

e

The Journal of Gene Medicine, © 2008 John Wiley and Sons Lid

|
o
(by Country) WILEY

- ™
P
&

USA 63.2% (n=930)

UK 12.1% (n=178)
Germany 5% (n=74)
Switzerland 3.1% (n=46)
France 2.6% (n=39)
Australia 1.8% (n=27)
Belgium 1.5% (n=22)
Metherlands 1.5% (n=22)
Canada 1.3% (n=19)
Japan 1.2% (n=17)
Other countries 6.7% (n=98)

www, wiley,co.uk/genmed,/clinical



Indications Addressed by Gene Therapy Clinical Trials Ir\‘&;

415
N o

Cancer diseases 65.2% (n=%60)
Cardiovascular diseases 9.3% (n=137)
Monogenic diseases 8.2% (n=120)
Infectious diseases 7.6% (n=112)

&

@

@ Neurological diseases 1.2% [n=17)
® Ocular diseases 0.8% (n=12)

@ Other diseases 2.2% (n=32)

@ Gene marking 3.4% (n=50)

@ Healthy volunteers 2.2% (n=32)

The Journal of Gene Medicing, © 2008 lohn Wiley and Sons Lid www, wiley. co.uk/ genmed/clinical






1 =PATRON-DE-HERENCHA

Las enfermedades recesivas _son mejores candidatas a ser
tratadas .

2.- NATURALEZA DE LA MUTACION.

No produccion de proteina o de proteina no funcion al con
patron de herencia recesivo.

3.- CONTROL DE LA EXPRESION GENICA

PROCEDIMIENTO STANDARD MAS UTILIZADO EN TERAPIA

GENICA.
1)Identificacion, aislamiento y amplificacion del g en que va a
ser utilizado para el tratamiento;
2)Extraccion y cultivo invitro de las celulas del tejido del
paciente a tratar,
3)Transferencia del gen terapéutico al interior de las células
mediante un vector.




Etmejor—tejido-atrataraquet—cuyas células pued an ser
extraidas, cultivadas con facilidad in vitro , resistentes a
la manipulacian, que fuesen células de larga vida
reintroducidas sin dificultad en el organismo y gue
permaneciesen durante toda la vida del paciente.

Las células mejores candidatas sonlas dela  medula
0sea, la piel y el higado.

EFICACIA DEL VECTOR

Para detectar la transferencia del gen, el acido nu  cleico
puede ser examinado por métodos basados-en-Southern
Northern y PCR (reaccion en cadena de la polimerasa ).




T Lymphocyte-Directed Gene Therapy for
ADA SCID: Initial Trial Results After 4

Years

R. Michael Blaese , Kenneth W. Culver, A. Dusty Miller, Charles S. Carter,
Thomas Fleisher, Mario Clerici , Gene Shearer, Lauren Chang, Yawen
Chiang, Paul Tolstoshev, Jay J. Greenblatt, Steven A. Rosenberg,
Harvey Klein, Melvin Berger, Craig A. Mullen, W. Jay Ramsey, Linda
Muul, Richard A. Morgan, W. French Anderson

Science 270,475-480 (1995)

In 1990, a clinical trial was started u roviral-mediated transfer of the adenosine
deaminase (ADA) gene into the f two children with severe combined
immunodeficiency (ADA SCID). The od T cells normalized as did many
cellular and humoral immune respon reatment ended after 2 years, but
integrated vector and ADA gene ex ' persisted. Although many
components remain to be perfected, it is cop fe that gene therapy can be a

safe and effective addition t@itreatme atients with this severe
' gficie .
'- L ]
\ . Science

Primer protocolo clinico de terapia genica
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GEN DE 32 kb

Brazo largo del
Cromosoma 20

12 Exones y 11
Intrones

El defecto genético que
resulta en la perdida o
compromiso severo de
la actividad enzimdtica
de ADA lleva ala
reduccidon extrema del
N° de linfocitos

deoxinosine guanina

Def ADA Def PNP
[ ] [ ]

deoxiadenosine deoxiguanonosin:
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Inhibicion de
Ribonucleotido reductasa

Inhibicién de la sintesis de ADN
y replicacion celular




ASHANTI DA SILVA recibi6 11
infusiones desde septiembre de 1990 a
agosto de 1992 y ha mantenida
nivel circulante de 20-25% de 1las
corregidas y lleva una vida al



ADA

Mutation type Total number of mutations
Nucleotide substitutions (missense / honsense) 43

Nucleotide substitutions (splicing)

Nucleotide substitutions (regulatory)
Small deletions

Small insertions
Small indels
Gross deletions

O N O O 01 O

Gross insertions & duplications
Complex rearrangements (including inversions) 0
TOTAL 57



Gene Therapy in Peripheral Blood Lymphocytes and

Bone Marrow for ADA Immunodeficient Patients
Science. Volume 270, Number 5235, Issue of 20 Oct 1995, pp. 470-475.

Claudio Bordignon , Luigi D. Notarangelo, Nadia Nobil I, Giuliana Ferrari, Giulia Casorati, Paola
Panina, Evelina Mazzolari, Daniela Maggioni, Claudia R  ossi, Paolo Servida, Alberto G.

Ugazio, Fulvio Mavilio

Adenosine deaminase (ADA) deficiency results in severe combined immunodeficiency, the first
genetic disorder treated by gene therapy. Two different retroviral vectors were used to transfer ex
vivo the human ADA minigene into bone marrow cells and peripheral blood lymphocytes from two

patients undergoing exogenous enzyme replacement therapy. After 2 years of treatment, long-
term survival of T and B lymphocytes, marrow cells, and granulocytes expressing the transferred
ADA gene was demonstrated and resulted in normalization of the immune repertoire and
restoration of cellular and humoral immunity. After discontinuation of treatment, T lymphocytes,
derived from transduced peripheral blood lymphocytes, were progressively replaced by marrow-
derived T cells in both patients. These results indicate successful gene transfer into long-lasting

progenitor cells, producing a functional multilineage progeny.

Utilizan dos formas diferenciables

del mismo vector retroviral para 2 PACIENTES TRATADOS CON
transducir separadamente linfocitos INFUSIONES IV DE CELULAS

y células stem de medula 6sea AUTOLOGAS TRANSDUCIDAS POR
9 A 24 MESES




RESULTADOS

NORMALIZACION DEL RECUENTO LINFOCITARIO

LA ACTIVIDAD DEL TRANSGEN FUE DETECTADA EN CELULAS D E
MEDULA OSEA, LINFOCITOS PERIFERICOS, GRANULOCITOS
MADUROS Y PRECURSORES ERITROIDES, INDICANDO QUE LA
CORRECCION EN LOS PROGENITORES HABIA SIDO TRANFERIDA
EN FORMA ESTABLE A LA PROGENIE




Cartilage hair
hypoplasia,

0.7% (n=1) ti
Autosomal recessive, -I Unknown, inz 1C.UIE3-r.
20.6% (n=29) 1 9.2% (n=13) dysgenesis,
' : - 0.7%(n=1)

Jak3 deficiency,
6.4% (n=9)

deaminase deficiency,
15.6% (n=22)

Deficiency of
! common y chain,
Deficiency of 45.4% (n=64)
interleukin-7 receptor
« chain, 1.4% (n=2)

Adenosih E

Relative Frequencies of the Various Types of Severe Combined
Immunodeficiency among 141 Consecutive Patients.

Buckley. NEJM :343 (18): 1313, November 2, 2000




Table 1
SCID classification

Mechanisms

Premature cell death
Defective cytokine-dependent
survival signaling

Defective V(D)J rearrangement

Defective pre-TCR and TCR
signaling

Mutated genes

ADA
-.rrﬂ
JAK3
IL7RA
RAGT or RAGZ
Artemis
GD36,C, ¢
CD45

AR, autosomal recessive; X-L, X-linked.

Inheritance

AR
X-L
AR
AR
AR
AR
AR
AR

Affected cells

T, B, NK
T, NK
T, NK

T
T,B
T.B

T
T



Activated CD44+T cell

cDisa
!‘.CDA‘Iﬂ;!igandJ

Cytokine
{linterfeukin-"" =
rECRRT . i_:‘:.f"

v F -

HLA class i
i

Subunidad yc
de los

receptores de
W27 457 #9901 5




(c) IL-Z receptor subfamily (commaon ¥ subunit)

I1-2 [L-15 [L-7 [L-4 I1-4

¥ L

=
5

r .
[

IL-15Re
¥

IL-ZRp [L-ZRj IL-7R [L-9R




En 1992, los ensayos aprobados incluian, ademas del
gen ADA a linfocitos, las transferencias para seis

genes distintos mas, algunos relacionados con

tumores. En los ultimos ainos se han realizado

ensayos para trastornos hereditarios como la fibros IS
quistica, hipercolesterolemia familiar, enfermedad de
Gaucher y la distrofia muscular de Duchenne.

Hasta agosto de 2000, habia registrados en NIH (USA )
431 ensayos de terapia génica, de los cuales 393 (91
%) correspondian a los Estados Unidos vy 38 (9 %) al
resto del mundo.

De todos ellos, 271 (64 %) estaban dedicados al
cancer, 33 (9 %) al Sida, 28 (7 %) a enfermedades
cardiovasculares, y los 52
restantes a otras enfermedades




Gene Therapy of Human Severe Combined

Immunodeficiency (SCID)-X1 Disease
Science. Volume 288, Number 5466, Issue of 28 Apr 2000

Marina Cavazzana-Calvo, 123 Salima Hacein-Bey, *123 Geneviéve de Saint Basile, 1!

Fabian Gross, 2 Eric Yvon, 3 Patrick Nusbaum, 2 Francoise Selz, ! Christophe Hue,

12 Stéphanie Certain, ! Jean-Laurent Casanova, * Philippe Bousso, ° Francoise Le
Deist, 1 Alain Fischer 124

Severe combined immunodeficiency-X1 (SCID-X1) is an X-linked inherited disorder
characterized by an early block in T and natural killer (NK) lymphocyte differentiation.
This block is caused by mutations of the gene encoding the yc cytokine receptor subunit
of interleukin-2, -4, -7, -9, and -15 receptors, which participates in the delivery of growth,
survival, and differentiation signals to early lymphoid progenitors. After preclinical
studies, a gene therapy trial for SCID-X1 was initiated, based on the use of
complementary DNA containing a defective yc Moloney retrovirus-derived vector and ex
vivo infection of CD34"* cells. After a 10-month follow-up period, ¢ transgene-expressing
T and NK cells were detected in two patients. T, B, and NK cell counts and function,
including antigen-specific responses, were comparable to those of age-matched
controls. Thus, gene therapy was able to provide full correction of disease phenotype
and, hence, clinical benefit

Science




Gene Therapy of Human Severe Combined

Immunodeficiency (SCID)-X1 Disease
Science. Volume 288, Number 5466, Issue of 28 Apr 2000

d

a Diagnostico molecular indica que las mutaciones en
yc resultan en un receptor incapaz de anclarse a

membrana o en una proteina truncada sin el dominio
trnasmembrana

Infieren que la transferencia de yc podria conferir
una ventaja selectiva a las celulas progenitoras
linfoides, ya que a través de la IL7 e IL15, la
subunidad yc de los receptores envian sefales de
sobrevida y proliferacion a los progenitores de
linfocitos T y NK




The New England Journal of Medicine

Volume 346:1185-1193 April 18, 2002 Number 16

Sustained Correction of X-Linked Severe Combined
Immunodeficiency by ex Vivo Gene Therapy

Salima Hacein-Bey-Abina, Ph.D., Francoise Le Deist, M.D., Ph.D., Frédérique Carlier, B.S., Cécile Bouneaud, Ph.D., Christophe Hue,
B.S., Jean-Pierre De Villartay, Ph.D., Adrian J. Thrasher, M.D., Ph.D., Nicolas Waulffraat, M.D., Ricardo Sorensen, M.D., Sophie
Dupuis-Girod, M.D., Alain Fischer, M.D., Ph.D., E. Graham Davies, M.D., Wietse Kuis, M.D., Ph.D., Lilly Leiva, Ph.D., and Marina

Cavazzana-Calvo, M.D., Ph.D.

ABSTRACT

Background X-linked severe combined immunodeficiency due to a mutation in the gene encoding the common (yc) chain is a lethal
condition that can be cured by allogeneic stem-cell transplantation. We investigated whether infusion of autologous hematopoietic
stem cells that had been transduced in vitro with the ¢ gene can restore the immune system in patients with severe combined
immunodeficiency.

Methods CD34+ bone marrow cells from five boys with X-linked severe combined immunodeficiency were transduced ex vivo with the
use of a defective retroviral vector. Integration and expression of the ¢ transgene and development of lymphocyte subgroups and
their functions were sequentially analyzed over a period of up to 2.5 years after gene transfer.

Results No adverse effects resulted from the procedure. Transduced T cells and natural killer cells appeared in the blood of four of the
five patients within four months. The numbers and phenotypes of T cells, the repertoire of T-cell receptors, and the in vitro
proliferative responses of T cells to several antigens after immunization were nearly normal up to two years after treatment.
Thymopoiesis was documented by the presence of naive T cells and T-cell antigen-receptor episomes and the development of a
normal-sized thymus gland. The frequency of transduced B cells was low, but serum immunoglobulin levels and antibody
production after immunization were sufficient to avoid the need for intravenous immunoglobulin. Correction of the
immunodeficiency eradicated established infections and allowed patients to have a normal life.

Conclusions Ex vivo gene therapy with  yc can safely correct the immune deficiency of patients with X-linked severe combined
immunodeficiency.




CEHEM news

Thursday, 27 April, 2000, 18:14 GMT 19:14 UK
Gene therapy frees 'bubble babies'

The controversial medical field of gene therapy has
received a boost with the successful treatment of a
gene disorder. Two infants, aged 8 and 11 months,
received new genetic material to combat a life-
threatening disease called Severe Combined
Immunodeficiency (Scid).

Usually, patients with Scid are forced to live in
tightly-controlled, sterile "bubbles" to avoid threats
to their non-existent immune systems.

A bone marrow transplant is the conventional
treatment for such patients. But the two treated
children have shown "striking" improvements and
now live normally after their novel therapy.

Alain Fischer: The children will be monitored for
the rest of their lives
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Thérapie genigue : un résultat mitigé

Le 22 juillet 2010 ont été publiés les résultats des  thérapies géniques
réalisées entre 1999 et 2002 par les Professeurs Alai  n Fischer et
Marina Cavazzana-Calvo sur 9 jeunes patients atteints  d'un déficit
iImmunitaire sévere lié a I'X (SCID-X1) etagésde 1 a1l mois. Apres
presque 10 ans, on constate que sur les 8 enfantsay  ant survecu, 7
ont désormais une vie sensiblement normale, leur immun odéficience
ayant été corrigée. Alain Fischer et Marina Cavazzana-Ca Ivo avait
tenté ce traitement pour la premiere fois en France al'  hopital Necker-
Enfants malades " en lI'absence de traitement par transplantation de
cellules souches hématopoiétiqgues HLA compatibles




Stem-Cell Gene Therapy for the
Wiskott—Aldrich Syndrome

Christoph Klein, M.D., Ph.D et al..

From the Department of Pediatric Hematology—Oncology and the Institute for Transfusion
Medicine (R.B.), Hannover Medical School, Hannover; the National Center for Tumor
Diseases and German CancerResearch Center, Heidelberg-Germany;

N Engl J Med 2010;363:1918-27.Copyright © 2010 Massachusetts Medical Society.

Summary

The Wiskott—Aldrich syndrome (WAS) is an X-linkedr  ecessive primary
immunodeficiency disorder associated with thrombocy topenia, eczema, and
autoimmunity.

We treated two patients who had this disorder with a transfusion of
autologous, genetically modified hematopoietic stem cells (HSC). We found
sustained expression of WAS protein expression in H SC, lymphoid and
myeloid cells, and platelets after gene therapy. T and B cells, natural killer
(NK) cells, and monocytes were functionally correct ed. After treatment, the
patients’ clinical condition markedly improved, with resolution of
hemorrhagic diathesis, eczema, autoimmunity, and pr edisposition to severe
infection. Comprehensive insertion-site analysis sh owed vector integration
that targeted multiple genes controlling growth and Immunologic responses
in a persistently polyclonal hematopoiesis.
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LTR LTR

LTR i LTR
Vector retroviral
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Células pracursodas
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Calulas precursoras
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Procedimiento de terapia génica para tratar deficie  ncia de ADA y de receptor comun .
LTR: long terminal repeat: ,secuencia que permite |  a insercion del retrovirus en el genoma del huésped y su
transcripcion.
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Molecular targets in
autoimmune diseases.

8 RHeconstituling genes
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a | Reconstituting genes. _This approach is characteristic for type 1
diabetes and is based on the direct injection of in sulin or the
engineering of insulin expression by the liver , which is aided by
providing glucose-regulating genes. PTG, protein ta rgeting to
glycogen.




Molecular targets in
autoimmune diseases.

b Targeting inflammation

inflarnmatory | b | Targeting inflammation. Most

i autoimmune diseases are
characterized by a T helper 1 (TH1)-
cell-type autoreactive inflammatory
response. This can be
counteracted by the expression of
genes that provide an anti-
inflammatory milieu, such as
Interleukin-1 (IL-1) receptor
antagonist (IL-1Ra), IL-4, IL-10,
soluble tumour-necrosis-factor
receptor (STNFR) and others that
can induce a TH2-type regulatory
Immune response. The therapeutic
genes can be delivered in vivo or
ex vivo through antigen-specific T
cells or dendritic cells (DCs).




Molecular targets in
autoimmune diseases .

€ Inducing tolerance
FAS Fas
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c | Inducing tolerance. _The elimination of autoreactive T cells can be
achieved by expressing autoantigenic peptides that associate with
MHC molecules of DCs in a TH2-type environment __, by vaccination
against genes that encode the chains of the specifi c T-cell receptor
(TCR) or by inhibition of the interaction between a ____ntigen-presenting
cells and T cells. The example shown involves the expression of FAS
ligand (FASL,; also known as CD95L) or TRAIL (TNF-re lated apoptosis-
inducing ligand) by DCs, which induces the apoptosi s of autoreactive
T cells.




Molecular targets in
autoimmune diseases.

d | Targeting associated pathologies. _ The reduction
of pannus growth in arthritis, mediated by apoptosi S
of synoviocytes, can be induced by direct injection

into the joint of genes encoding nuclear factor-B

(NF-B) inhibitors, FASL or suicide proteins such as
herpes simplex virus (HSV) thymidine kinase (TK ).




La rapida aparicion de las herramientas de la
genomica ya han comenzado a cambiar la
practica de la medicina.
La era genomica puede decirse que tiene una
fecha exacta de nacimiento, fue el
14 de abril de 2003.
Fue entonces cuando el esfuerzo internacional

conocido como el Proyecto Genoma Humano
pone un cierre a la era pre-gendmica con su
anuncio gue se habia alcanzado el ultimo de los
objetivos originales del proyecto, la
secuenciacion completa del
genoma humano .




Muchos de estos avances ya han ocurrido.
Ejemplos de ello son: el uso de la gendmica para

, el uso del perfil de expresion genica
para evaluar el pronostico y guiar la terapéutica

El uso del genotipado para estratificar a los
pacientes de acuerdo al riesgo de la enfermedad o
a la respuesta a ciertas drogas, el uso de enfogues

gendmicos en el disefio e implementacion de
nuevas estrategias terapéuticas asi como mejorar
nuestra comprension del rol de genes especificos
en el origen de enfermedades comunes




Una importante cuestion social es el desafio de
aprovechar esta oportunidad sin precedentes
para que la medicina gendmica beneficie

a todos.
Reconociendo estos retos, esperamos con
curiosidad y esperanza real a los avances de los
proximos 50 anos, los primeros 50 anos

de la era gendmica.
Como lo demuestra la medicina genomica hoy,
medicos e investigadores ya han comenzado a
utilizar el poder de la gendmica para mejorar la
salud, y anticipamos que este es soOlo una
sugerencia de los avances gque vienen.




Welcome o the Genomic Era

Alan E. Guttmacher, M.D., and Francis S. Collins, M.D. , Ph.D.

The New England Journal of Medicine - Volume 349:996 -998 September 4, 2003 Number 10.

A quien dedica su vida a la ciencia nada puede dar
mas felicidad que aumentar el n umero de
descubrimientos, pero shalegr ia es completa
cuando los resultados'@le sus estudios
Inmediatamente encuentran
aplicaciones pr acticas .

Louis Pasteur.




