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PARTE |. INDUCCION DE TOLERANCIA EN LA EAE MEDIATE LA EXPRESION DE
UN AUTOANTIGENO EN EL SISTEMA HEMATOPOYETICO: APROXIMACIONES
PREVENTIVAS Y TERAPEUTICAS

1- OBTENCION DE LINEAS PRODUCTORAS DE TiTULO VIRAL ELEVADO

Con el objetivo de obtener sobrenadantes ricos en particulas virales que permitieran la
transducciéon eficiente de las células de MO, se crearon lineas productoras de los
retrovirus recombinantes SF91-liIMOG-IRES-EGFP y SF91-li-IRES-EGFP, generadas

a partir de la linea empaquetadora NX-ecotrépica.

Se eligieron aquellos clones que producian una mayor cantidad de vectores y se
calculd sus titulos virales usando el procedimiento y la formula indicada en el apartado
3 de la seccion Material y Métodos. El titulo viral aproximado de la linea NX-e/li7 fue
de 0,8 x 10° PI/ml, y de 2 x 10° PI/ml para la linea productora NX-e/lIMOG23 (Fig. 22).
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Fig. 22- Curvas de titulacion de las lineas productoras NX-e/li7 y NX-e/liMOG23. La titulacion se
realiz6 sobre células NIH/3T3 utilizando volimenes crecientes del sobrenadante viral de ambas lineas
celulares. El titulo viral aproximado se calcul6 a partir de los valores de la parte lineal (mas sensible de la
curva).

2- EVALUACION DE LA EXPRESION DE LOS TRANSGENES

Una vez obtenidas las lineas productoras se procedié a determinar la expresion de la i
murina en células de MO por citometria de flujo. Con este fin se transdujo MO murina
con el sobrenadante de las lineas productoras NX-e/liIMOG23, NX-e/li7 y NX-
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e/EGFP16, esta ultima como control. Posteriormente, se marcaron con el anticuerpo

monoclonal de rata anti-CD74 (li) de ratén.

El porcentaje de expresidon de li aumento en las células transducidas con los vectores
SF91-liIMOG-IRES-EGFP y SF91-Ili-IRES-EGFP, pero no en las transducidas con el
vector SF1-EGFP, que expresaban porcentajes de li similares al basal de la MO no
transducida (Fig. 23). Ademas, todas las células transducidas con los vectores
anteriormente mencionados que expresaban la proteina EGFP, coexpresaban li. Estos
resultados indican que la sobreexpresion de |li observada en las células de MO

transducida esta inducida especificamente por los vectores conteniendo li e liIMOG.

a)

L LA L R L

SS
b)

EGFP

c)

EGFP

LA WL

ss CD74

Fig. 23- Expresion in vitro de los transgenes. a) Expresion basal de li (CD74) en células de MO no
transducida. Cuando la MO se transduce con un vector que sélo expresa la EGFP, el porcentaje de li en
la fraccion de células transducidas es similar al basal (b), mientras que éste aumenta significativamente al
transducir las células con los vectores que contienen liIMOG (aqui representado) o li, observandose la
coexpresion de la li y la EGFP en la inmensa mayoria de las células transducidas (c).

Para comprobar la presencia de la secuencia que codifica para el péptido MOGyg.55 en
el transgén lIMOG (en la que se substituy6 la secuencia correspondiente a la region
CLIP de la li por la que codifica para el péptido encefalitogénico), se transdujeron
células de MO con los vectores SF91-lIMOG-IRES-EGFP y SF91-li-IRES-EGFP. Se
extrajo el ADN y se usé como molde para amplificar ambos transgenes liIMOG e i, y

posteriormente secuenciarlos. En la Figura 24 se muestran las secuencias
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correspondientes a la regién CLIP del transgén li (Fig. 24a) que es substituido por la
secuencia de MOGyq.s5 (Fig. 24b).

a) b)

CAGATGCGGATGGCTACTCCCTTGCTGATG TATCGATCTCCCTTCTCAAGAGTGGTTCACCTCTACCGCAATGGLAAG

Fig. 24- Secuenciacion del ADN de MO transducida con los vectores SF91-li-IRES-EGFP y SF91-
liMOG-IRES-EGFP. Se secuenci6é el ADN de MO transducida con ambos vectores con un par de primers
especificos del vector retroviral. El recuadro muestra la secuencia WT de la region CLIP de la li murina (a)
y la secuencia que codifica para el péptido MOGao.55, y que reemplaza a la secuencia salvaje de la region
CLIP de la li murina (b).

3- EFICIENCIA DE TRANSDUCCION DE LAS CELULAS MURINAS DE MO

En cada experimento, justo antes del trasplante se evalué la eficiencia de transducciéon
obtenida (24 horas después del ultimo ciclo de transduccién). Usando una MOI
aproximada de 1 en cada ciclo de transduccion, la eficiencia media en el conjunto de
experimentos fue de 21,5 + 7,9% para el vector SF91-liIMOG-IRES-EGFP, 15,6 + 3,9%
para el vector SF91-li-IRES-EGFP y 21,8 + 6,5% para el vector SF1-EGFP.

4- EFECTO DEL REGIMEN DE ACONDICIONAMIENTO SOBRE LA EAE
REMITENTE-RECURRENTE

Se realizé un experimento para descartar un posible efecto del acondicionamiento
sobre la incidencia o el curso de la EAE, tanto antes de inducir la enfermedad como
cuando la enfermedad ya estaba establecida. Para ello se us6é el modelo remitente-

recurrente de la EAE. Se inmunizaron ratones de la cepa SJL/J con el péptido PLP3q.

151-

4.1- Lairradiacion empeora los signos clinicos de la enfermedad

Los ratones que fueron irradiados un mes antes de la inmunizacion con una dosis
subletal de 4 Gy de ICT desarrollaron una enfermedad mucho mas grave que los
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animales del grupo control (Fig. 25). Cuando la ICT se aplico a ratones con la
enfermedad ya establecida, la mayoria de éstos presentaron una remisién completa de
los signos clinicos para después desarrollar un segundo brote mucho mas severo y
similar al curso clinico que presentaron los ratones que habian recibido la ICT un mes

antes de la inmunizacion (Fig. 25).
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Fig. 25- Efecto de la irradiacion sobre la EAE. Los signos clinicos de la enfermedad se agravaron
respecto al grupo control cuando la radiacion se administré6 un mes antes de la inmunizacién y cuando la
ICT se administré a ratones con la enfermedad establecida. El grafico representa la media de la
puntuacion clinica diaria para cada grupo experimental. La flecha indica el dia de la irradiacion en este
grupo de animales.

EAE: grupo control de enfermedad; EAE + ICT: grupo irradiado 16 dias post inmunizacién; ICT + EAE:
grupo irradiado un mes antes de la inmunizacion.

Aunque los ratones irradiados antes de la inmunizacién con 4 Gy de ICT empezaron a
desarrollar signos clinicos a la vez que los ratones control (dia de inicio de la
enfermedad 14,3 £ 2,1 y 15,0 + 2,4 respectivamente, p=0,635), la puntuacién clinica
maxima alcanzada en éstos fue superior respecto a la alcanzada por los ratones
control (ICT + EAE: 4,6 + 1,0; EAE: 3,1 £ 1,3; p=0,053). La puntuacion acumulada
durante todo el seguimiento clinico si se vio significativamente aumentada en los
ratones irradiados (ICT + EAE: 127,9 + 37,9 y EAE: 64,5 1 40,2; p<0,05), indicando
una mayor gravedad de la enfermedad en este grupo a causa de la irradiacion.
Ademas, dos de los seis ratones del grupo de irradiacion murieron a causa de la
gravedad de la EAE, mientras que ninguno de los cinco animales control desarrollo
una EAE mortal.

Resultados similares se observaron cuando la ICT se administraba en ratones con
EAE ya establecida. Aunque los animales experimentaron una recuperacion completa
transitoria debida probablemente a la eliminacion de las células que causan la

inflamacién, a continuacion presentaron un brote mucho mas grave en comparacion
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con la evolucion observada antes del tratamiento. La puntuacién clinica maxima
alcanzada por el grupo de ratones irradiados después de la inmunizacion asi como la
puntuacioén clinica acumulada indicaban una mayor gravedad de la EAE en este grupo
de ratones respecto a los ratones control (puntuacion maxima: 4,3 + 0,8 versus 2,7 *
1,3 respectivamente; p<0,05. Puntuacion acumulada: 93,1 £ 6,3 versus 62,0 + 37,6;
p=0,075).

Estos datos indicaban que la irradiacién por si misma agravaba la enfermedad, por lo
que, con el objetivo de encontrar pautas minimamente mieloablativas que permitieran
conseguir quimerismos estables con células hematopoyéticas transducidas decidimos
ensayar dos agentes quimioterapicos que se usan en regimenes de

acondicionamiento: el busulfan y el treosulfan.

4.2- Dosis parcialmente mieloablativas de busulfan no modifican el curso clinico
de la EAE

La administracién de tres dosis de 1000 mg/kg de treosulfan (durante tres dias
consecutivos) 20 dias antes de la inmunizacion resulté en un empeoramiento del curso
clinico, siendo la puntuacién clinica acumulada significativamente inferior en el grupo
control (Fig. 26) (Treosulfan: 78,3 + 13,8 versus EAE: 37,3 + 30,2; p<0,05). Por el
contrario, el tratamiento con busulfan (dos dosis de 20 mg/kg los dias 19 y 20 antes de
la inmunizacién) no modific6 de manera significativa el curso clinico de la enfermedad

(puntuacioén clinica acumulada: 39,7 + 40,3, p=0,909) (Fig. 26).

Cuando el busulfan se administré a la misma dosis los dias 11 y 12 post inmunizacién
(p.i.), tampoco se observaron diferencias significativas en las variables clinicas
respecto al grupo control (puntuacién clinica acumulada: 48,3 + 33,1 y 34,6 £ 28,3
respectivamente; p=0,460) (Fig. 26). Por ello decidimos usar el busulfan a la dosis
indicada como acondicionamiento parcialmente mieloablativo para realizar el resto de

experimentos.
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Fig. 26- Efecto del treosulfan y el busulfan sobre la EAE. A diferencia del treosulfan, el busulfan no
modifico6 de manera significativa el curso clinico de la EAE. El gréafico representa la media de la
puntuacion clinica diaria para cada grupo experimental. La flecha indica el primer dia de administracién
del busulfan en el grupo con la EAE establecida.

Busulfan + EAE: grupo tratado con busulfan antes de la inmunizacion; EAE: grupo control de enfermedad;
EAE + Busulfan: grupo tratado con busulfan después de la inmunizacion; Treosulfan + EAE: grupo tratado
con treosulfan antes de la inmunizacién.

5- PREVENCION DE LA EAE NO REMITENTE MEDIANTE LA CREACION DE
QUIMERISMO MOLECULAR EN EL SISTEMA HEMATOPOYETICO

5.1- Dosis parcialmente mieloablativas de busulfan no modifican el curso clinico

de enfermedad en el modelo no remitente

Hembras de la cepa C57BL/6J de cinco semanas de edad previamente
acondicionadas con dos dosis de 20 mg/kg de busulfan, se trasplantaron con 0,7-1 x
10° células de MO transducidas con el vector SF91-liMOG-IRES-EGFP (grupo liMOG)
o con el vector control SF1-EGFP (grupo EGFP). Ademas, en uno de los experimentos
se incluyé un grupo de ratones tratados soOlo con busulfan para asegurar que el
acondicionamiento no afectaba al curso de la EAE no remitente. Tres semanas
después se inmunizaron y se evalu6 tanto la incidencia como la gravedad de los

signos clinicos.

El tratamiento con busulfan, igual que ocurria en el modelo remitente-recurrente de la
EAE, no modificd significativamente el curso de la enfermedad. Todos los animales
desarrollaron signos clinicos y la gravedad de éstos era comparable con la mostrada

por los ratones no trasplantados del grupo control (Tabla 4 y Fig. 27 Exp.l).
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Tabla 4- Efecto del acondicionamiento con busulfan en la EAE

Puntuacion clinica Puntuacion clinica

Incidencia (%)

maxima acumulada
Busulfan + EAE 6/6 (100) 34+1,4 61,0 + 30,1
EAE 14/15 (93,3) 3,7+1,0 63,0+ 27,5
Valor de p 1 0,575 0,883

La administracién de busulfan tres semanas antes de la inmunizacion no modifico el curso de la
enfermedad en el modelo no remitente de la EAE. Los parametros clinicos no son significativamente
diferentes en el grupo de ratones tratados con busulfan (Busulfan + EAE) respecto al grupo de ratones
control de la enfermedad (EAE). Los resultados se expresan como la media * la desviacion estandar (DS).
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Fig. 27- Tratamiento preventivo. Los ratones trasplantados con células de MO que expresaban MOGyo.
55 quedaron protegidos frente a la EAE o desarrollaron una enfermedad mucho mas leve comparado con
los grupos control. En uno de los experimentos se incluy6é un grupo de ratones a los que se les administré
busulfan para corroborar la ausencia de efecto del agente mielosupresor sobre la evolucién de la EAE. El
grafico representa la media de la puntuacion clinica diaria para cada grupo experimental.

Busulfan: grupo tratado con busulfan; EGFP: grupo EGFP; IliIMOG: grupo |iIMOG; NT: grupo no
trasplantado.

5.2- El trasplante de células de MO transducidas con el autoantigeno MOG,q.55

previene la EAE

Se realizaron dos experimentos independientes y los resultados se analizaron
conjuntamente, correspondiendo por lo tanto a la suma de ambos. Los ratones del

grupo liIMOG quedaron protegidos frente a la enfermedad, efecto que no se observé en
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los grupos de ratones control, incluyendo los trasplantados con células de MO
transducidas con el vector control (Fig. 27). Ademas de presentar una menor
incidencia (5/13 en el grupo liIMOG versus 11/13 o 14/15 en los grupos EGFP y no
traplantado o NT respectivamente; Tabla 5), la puntuacion clinica maxima alcanzada y
la puntuacion clinica acumulada durante todo el seguimiento fue significativamente

inferior en el grupo lIMOG (Tabla 5).

Tabla 5- El trasplante de MO transducida con un
autoantigeno previene la aparicion de la EAE

. T Puntuacién Puntuacién
Incidencia (%) - - -~
clinica maxima clinica acumulada
liMOG 5/13 (38,5) 0,9+1,5 8,2+ 18,7
EGFP 11/13 (84,6) 3517 58,4 + 29,2
NT 14/15 (93,3) 3,7£1,0 63,0 +27,5
Valor de p <0,01 <0,001 <0,001

Se representan las incidencias de la enfermedad y las puntuaciones clinicas maximas y acumuladas en
los distintos grupos experimentales. La menor incidencia y puntuaciones clinicas en el grupo liIMOG,
indican que los animales quedaron protegidos frente a la EAE. La incidencia se expresa como frecuencia
y porcentaje y las puntuaciones clinicas se expresan como la media + DS.

EGFP: grupo EGFP; liMOG: grupo liIMOG; NT: grupo no trasplantado.

Los ratones incidentes del grupo lIMOG no desarrollaron el tipico curso clinico del
modelo no remitente, sino que la mayoria de ellos presentaron signos clinicos muy
leves y en algunos casos la enfermedad fue transitoria, tal y como se muestra en la
Figura 28. Por ello, cuando se analizaron los parametros clinicos de los ratones del
grupo liMOG que si desarrollaron signos clinicos respecto a los animales incidentes
del grupo control de trasplante (EGFP), también se observaron una puntuaciones
maximas y acumuladas significativamente mas bajas en el grupo lIMOG que en los
ratones EGFP (maxima 2,3 + 1,6 versus 4,2 + 0,6; p<0,01, y acumulada 21,2 + 26,5
versus 69,0 = 14,7; p<0,001).
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Fig. 28- EAE mas leve en ratones trasplantados con células de MO expresando el autoantigeno.
Solo un ratén incidente del grupo lIMOG desarrollé el tipico curso clinico del modelo no remitente (a),
mientras que el resto experimentaron una EAE menos severa y/o transitoria (b). Los graficos representan
la puntuacién clinica diaria de cada ratén.

5.3- El grado de proteccion frente a la EAE no estd asociado al nivel de
quimerismo molecular en los ratones trasplantados con MO transducida con el
vector liMOG

Tres semanas después del trasplante de MO y antes de la inmunizacién, se extrajo SP
de los ratones y se evalud el nivel de quimerismo del donante y quimerismo molecular.
El trasplante con células de MO transducidas con el vector lIMOG resultd en niveles
detectables de quimerismo del donante (células CD45.1%) y quimerismo molecular
(células EGFP*) en todos los ratones (7,3% * 9,5y 4,1% * 6,6, respectivamente). No
se hallé relacion alguna entre el nivel de quimerismo molecular y el desarrollo de
signos clinicos, ya que animales con un elevado quimerismo molecular podian o no
enfermar, mientras que niveles bajos de éste protegian de la enfermedad en algunos

casos (Fig. 29).
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Fig. 29- Ausencia de asociacion entre el nivel de quimerismo y la proteccion frente a la
enfermedad. Se muestran los niveles de quimerismo del donante (a) y quimerismo molecular (b) en los
animales protegidos y los incidentes. En los ratones protegidos se observaron niveles de ambos
parametros similares a los de los no protegidos (incidentes), lo que indica que si bien el quimerismo
molecular con autoantigeno es necesario para tener proteccion, el nivel de éste no se asocia con la
proteccion frente a la EAE.

5.4- Menor produccion de anticuerpos anti-MOG,¢.s5 en ratones trasplantados con

células de MO que expresan el autoantigeno

Se obtuvo el suero de los ratones cuatro semanas después de la inmunizacién y se
analizé por ELISA la presencia de anticuerpos IgG anti-MOGyq.55. Comparado con el
grupo EGFP, el porcentaje de ratones que presentaban reactividad frente al péptido
era inferior en el grupo liIMOG (liIMOG: 23,1% y EGFP: 58,3%), siendo la media de la
ratio significativamente mas baja en los ratones trasplantados preventivamente con
MO que expresaba el autoantigeno MOGyos5 (liIMOG: 3,4 + 5,6 versus EGFP: 14,9 +
18,2; p<0,05; Fig. 30).
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Fig. 30- Niveles de anticuerpos frente al péptido MOG.os5 en el suero de ratones tratados
preventivamente. Se estudi® la presencia de anticuerpos anti-MOGgos5 en ambos grupos
experimentales. Se hallé un aumento significativo en el nivel de anticuerpos en el grupo EGFP.

EGFP: grupo EGFP; liMOG: grupo liIMOG.
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Por otro lado, se compard la media de la ratio entre los ratones del grupo liIMOG
protegidos y los incidentes. Tal y como se ve en la Figura 31, no se observaron
diferencias significativas entre ellos (protegidos: 2,4 + 2,9 versus incidentes: 4,7 + 8,6;
p=0,622).
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Fig. 31- La presencia de anticuerpos no predice la probabilidad de proteccion frente a la
enfermedad. Se estudi6 la presencia de anticuerpos en relacion a la aparicion de signos clinicos sin
observar diferencias entre los ratones que quedaron protegidos y los que desarrollaron la enfermedad.

6- MEJORIA DEL CURSO CLINICO DE LA EAE NO REMITENTE ESTABLECIDA
TRAS EL TRASPLANTE DE MO EXPRESANDO EL AUTOANTIGENO

6.1- Los signos clinicos de la EAE revierten o mejoran tras el trasplante con

células de MO expresando IiIMOG

Tras la aparicion de los signos clinicos en la mayoria de los animales (dia 16-17 p.i.),
se distribuyeron a los ratones en los distintos grupos experimentales comparables
clinicamente. Recibieron el acondicionamiento con busulfan y fueron trasplantados con
0,6-1,6 x 10° células de MO transducida con el vector SF91-liIMOG-IRES-EGFP (grupo
lIMOG) o con el vector control SF91-li-IRES-EGFP (grupo li). Después del trasplante
se hizo el seguimiento clinico de forma ciega para eliminar el sesgo subjetivo del

investigador.

Se llevaron a cabo tres experimentos independientes. En los dos primeros (I y Il) se
realizdé un seguimiento clinico largo (104 y 94 dias, respectivamente) mientras que en
el tercero (lll) se sacrificaron los animales 41 dias p.i. con el fin de obtener tejidos para
los estudios histopatolégicos e inmunologicos. Los parametros clinicos se analizaron
teniendo en cuenta los datos obtenidos en los tres experimentos hasta el dia comun

de seguimiento clinico diario (dia 38 p.i.). Se defini6 como remision la mejoria en la
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puntuacién clinica durante tres dias consecutivos respecto a la puntuacién alcanzada
el dia del trasplante, mientras que la recuperacién completa se defini6 como la

remision total de los signos clinicos (puntuacién clinica = 0).

Una fraccion significativa de los ratones que recibieron el trasplante de células de MO
transducidas con el autoantigeno empezaron a mejorar clinicamente entre los dias 2 y
16 post trasplante, manteniendo la mayoria de ellos la mejoria a lo largo de todo el
tiempo de seguimiento (Fig. 32). Contrariamente, los grupos control continuaron
desarrollando un patrén no remitente del curso de la EAE (Fig. 32). Ademas, en el
grupo liMOG la puntuacién clinica acumulada de los ratones que habian desarrollado
la enfermedad antes del tratamiento fue significativamente inferior a la de los grupos
control (IMOG: 52 + 29,1; li: 80,6 + 14,5; NT: 85,9 £ 19, p<0,001).

Los signos clinicos de la enfermedad remitieron en una fraccion significativa de los
ratones del grupo liIMOG en algun momento del seguimiento clinico (72,7%), mientras
que en los grupos control este porcentaje fue significativamente menor (li: 30,4%; NT:
5,3%. p<0,001). El 22,7% (7/22) de los ratones del grupo lIMOG se recuperaron
completamente y 5 de ellos se mantuvieron sin signos clinicos de EAE hasta el final
del experimento correspondiente, mientras que sélo se recuperd completamente un
ratén de cada grupo control (li: 4,3%; NT: 5,3%. p<0,05).

6.2- Los parametros histopatoléogicos mejoraron en los ratones trasplantados

con células de MO que expresaban el autoantigeno

A los 41 dias p.i. se sacrificaron los ratones del experimento Ill y se obtuvieron la
meédula espinal y el cerebro de los 9 animales de cada grupo (liIMOG, li, NT). Se
realiz6 el estudio histopatologico para evaluar la presencia de inflamacién, la
composicion del infiltrado inflamatorio (deteccion de marcadores especificos de células
B, T y macréfagos/microglia), el grado de desmielinizacion (tincién con luxol fast blue)
asi como el dafio y la degeneracion axonal por deteccion especifica de la APP y de
neurofilamentos no fosforilados (SMI-32). El analisis histopatolégico se realiz6 de

forma ciega para eliminar el sesgo subjetivo del investigador.
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Fig. 32- Mejoria de los signos clinicos en los ratones tratados con el autoantigeno. Tras el trasplante
de las células transducidas, el curso clinico del grupo li no se vio modificado por el tratamiento en ninguno
de los experimentos, comportandose como el grupo control de enfermedad (NT). Por otro lado, pocos
dias después del trasplante los ratones del grupo liIMOG experimentaron una mejoria en los signos
clinicos que se mantuvo hasta el final del experimento. El grafico representa la media de la puntuacion
clinica diaria para cada grupo expeimental. La flecha indica el dia del trasplante de células de MO
transducidas en cada experimento.

li: grupo li; liIMOG: grupo liIMOG; NT: grupo no trasplantado.

En concordancia con los resultados clinicos obtenidos, el patrén histopatolégico de los
ratones trasplantados con células de MO expresando el autoantigeno mostr6 menos
alteraciones que los controles. EI componente inflamatorio se vio reducido en los
ratones del grupo lIMOG; la presencia de macréfagos (Fig. 33a) estaba levemente
reducida entre los distintos grupos (liIMOG: 39,3 + 36,9; li: 79,9 + 50,9 y NT: 77,3 £
30,3; p>0,05 en ambos casos). El numero de células T (Fig. 33b) estaba

significativamente disminuido en el grupo liIMOG (27,5 + 18,4) respecto a los niveles
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observados en los grupos control (li: 71,9 + 23,7 y NT: 89,6 + 28,7; p<0,01 y p<0,001
respectivamente). Finalmente, el niumero de células B (Fig. 33c) detectado en el SNC
del grupo lIMOG (0,5 + 0,7) era menor, aunque no significativamente, respecto al

grupo li (1,4 £ 2,4; p>0,05) y si lo era respecto al grupo NT (2,4 + 1,2; p<0,01).
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Fig. 33- Reduccién significativa del componente inflamatorio, de la desmielinizaciéon y del dafo
axonal en los ratones trasplantados con células de MO expresando el autoantigeno. El infiltrado
inflamatorio compuesto por macréfagos (a), células T (b) y células B (c) estaba reducido en los ratones
del grupo liIMOG. Asimismo, el area de desmielinizacion (d) era significativamente inferior en las muestras
de ratones de este grupo, que también mostraron un grado de dafio y degeneracion axonal (e, f) menor
que el observado en los grupos control.

APP: proteina precursora amiloide; li: grupo li; iIMOG: grupo liIMOG; NT: grupo no trasplantado; SMI-32:
marcador de neurofilamentos defosforilados.

El area de desmielinizaciéon (Fig. 33d) era menor en el grupo IIMOG (3,0% + 3,1)

comparado con ambos grupos control (li: 9,7% + 2,9 y NT: 10,1% % 4,2; p<0,01 y
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p<0,001 respectivamente). El dafio axonal agudo (Fig. 33e) estaba reducido en el
grupo liMOG respecto al grupo li (1,3 + 1,2 versus 3,9 = 2,4; p<0,05) pero no respecto
al grupo NT (3,4 = 1,6; p>0,05) y la degeneraciéon de los axones (SMI-32) también
disminuyd significativamente en el grupo liIMOG (2,1 + 1,7) respecto a los grupos li (5,3
t 2,3; p<0,05) y NT (5,8 = 2,5; p<0,01) (Fig. 33f). En la Figura 34 se muestra un

ejemplo representativo de los cortes histoldégicos analizados para cada parametro.

~ No Inmunizado
inmunizado
li

Fig. 34- Ejemplo representativo del estudio histologico realizado. Se cuantificé el area de
desmielinizacién mediante tincién con LFB. El componente inflamatorio se cuantific6 con marcadores
especificos de macréfagos (Mac3), células T (CD3) y células B (B220). El dafio axonal agudo se evalué
cuantificando los depositos de APP y SMI-32 (neurofilamentos defosforilados). Cada columna
corresponde a una muestra de un animal representativo de cada grupo.

APP: proteina precursora amiloide; LFB: luxol fast blue
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Cuando se analizaron los datos histopatoldégicos comparando los ratones en que
habian remitido los signos clinicos de la EAE con aquellos que no experimentaron
ningun tipo de remisién, dentro del grupo lIMOG, también se observaron diferencias en
el patron de desmielinizacién e infiltracion inflamatoria. Se encontraron niveles
levemente reducidos de macrofagos (Fig. 35a) y significativamente reducidos de
células T (Fig. 35b). El nivel de células B era similar (Fig. 35c), y por otro lado, como
era de esperar, el grado de desmielinizacion estaba significativamente reducido en los
animales en los que mejoré la puntuacion clinica (Fig. 35d). El dafio axonal (Fig. 35e,
f) en los ratones que experimentaron algun tipo de remisién durante el seguimiento
clinico se vio levemente disminuido, aunque las diferencias no eran estadisticamente

significativas seguramente porque el tamafio de la muestra era insuficiente.
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Fig. 35- La remision de los signos clinicos se corresponde con la mejoria histopatolégica. Los
ratones que experimentaron remision de los signos clinicos tenian un nimero menor de células CD3" en
el infiltrado (b) asi como un porcentaje menor de desmielinizacion (d). EI nUmero de macrofagos y
linfocitos B (a, c) en el infiltrado, asi como el dafio axonal (e, f) no diferian entre los animales que habian
remitido la EAE de los que no.
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6.3- La presencia de anticuerpos especificos frente a MOG,o55 no es predictiva

de la evolucion de la enfermedad

Se obtuvo suero de los ratones al final de cada experimento y se evalud la presencia
de anticuerpos IgG especificos frente al péptido encefalitogénico mediante la técnica
de ELISA.

No se encontraron diferencias en la media de las ratios entre el grupo liIMOG (12,3 +
14,8) y los grupos li (9,2 + 10,1 p=0,425) y NT (15,4 = 21,9; p=0,589) (Fig. 36a). En el
grupo liMOG se detectaron anticuerpos especificos en el 79,2% de los ratones, un
porcentaje similar al hallado en los grupos li (63,6%) y NT (75,0%). Ademas, entre los
animales del grupo liIMOG que experimentaron una remision clinica y los que no
tampoco se observaron diferencias (Fig. 36b), hecho que sugiere que la presencia de

anticuerpos no influye de manera determinante en la evolucion de la enfermedad.
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Fig. 36- Deteccion de anticuerpos anti-MOGyo.55 después del trasplante de la células de MO
transducidas con el autoantigeno. a) No se observaron diferencias en la media de la ratio entre el grupo
liIMOG vy los grupos control (li y NT). b) Dentro del grupo liIMOG tampoco se observaron diferencias entre
los animales que habian experimentado remisién de los signos clinicos y los que no.

6.4- Aumento de la produccion de IL-5 e IL-10 en los ratones trasplantados con

MO que expresaba el autoantigeno

Los esplenocitos de los ratones ftrasplantados que se sacrificaron a dia 41 p.i.
(experimento IIl) se cultivaron con el péptido MOGy.55 durante 72 horas. Se analizé el
patrén de citocinas secretadas al medio de cultivo mediante citometria de flujo. Las
citocinas analizadas fueron las siguientes: GM-CSF, IFN-y, IL1-q, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-10, IL-17 y TNF-a.
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Ademas, por la importancia que se les atribuye en la patogenia de la EAE, se analiz6
la frecuencia de esplenocitos especificos frente al péptido encefalitogénico que
producian IFN-y e IL-17 mediante la técnica de ELISPOT.

Se hallaron diferencias significativas en las concentraciones de IL-5 e IL-10 y se
observé una tendencia a la significacion estadistica en la produccion de IL-4 (Tabla 6).
En el grupo lIMOG no se detectaron diferencias en la concentracion de IL-5 e IL-10
entre los animales que habian experimentado remisién de la enfermedad y los que no
se recuperaron (IL-5: 264,8 pg/ml £ 212,0 en los ratones con remisién y 158,8 pg/ml +
85,7 en los ratones no recuperados, p=0,444; IL-10: 104,7 pg/ml £ 58,8 en los ratones
con remisiébn y 66,7 pg/ml £ 67,5 en los ratones no recuperados, p=0,411),

seguramente por ser el tamafio de la muestra insuficiente.

Tabla 6- Concentracion de citocinas Th2 secretadas al medio de cultivo

IL-4 IL-5 IL-6 ‘ IL-10
liMOG 60,4 + 20,1 229,4 £ 180,9 128,6 £ 70,5 92,1 £ 60,5
li 39,3 £ 23,6 90,4 £75,0 94,7 + 81,2 23,8 £ 33,2
Valor de p 0,058 <0,05 0,360 <0,05

La concentracion de IL-5 e IL-10 esta aumentada en los ratones trasplantados con MO transducida con el
autoantigeno. La concentracion esta expresada en pg/ml y los datos se expresan como la media + DS.
li: grupo li; liIMOG: grupo liIMOG.

Por otro lado, se detectaron niveles similares de citocinas pro inflamatorias en ambos
grupos de ratones trasplantados (Tabla 7). No se observaron diferencias significativas
en los niveles de IFN-y e IL-17. No se hallaron diferencias en la concentracion de IFN-y
en los cultivos de esplenocitos de los ratones del grupo liMOG respecto a los controles
(Tabla 7) ni en los ratones que presentaron remision de la enfermedad respecto a los
que no habian presentado remisién dentro de este mismo grupo (3327,5 pg/ml %
2821,9 versus 2180,2 pg/ml £+ 1168,0 en los ratones no recuperados, p=0,531). En
este mismo sentido, el nivel de IL-17 en los ratones en los que se habia observado
remision dentro del grupo liIMOG (612,4 pg/ml + 332,9) se encontraba ligeramente mas
elevado respecto a los ratones no recuperados (297,0 pg/ml + 328,6; p=0,221).
Tampoco se hallaron diferencias significativas en la concentracién de IL-6, citocina
definida tanto como Th1 y Th2 y que recientemente se descrito como esencial en la
diferenciacion del subtipo celular Th17. En este apartado no se menciona el TNF-a ya

que no se detecto este factor en ninguna de las muestras.
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Tabla 7- Concentracion de citocinas Th1/Th17 secretadas al medio de cultivo

IL-1a IL-2 IL-17 IFN-y GM-CSF
liMOG 20,14 +£17,3 | 1826,8+518,3 | 507,3+348,0 | 2945,0+2376,4 | 241,9+180,8
li 18,0+ 13,2 1518,4 + 751,4 677,0 £ 743,7 2047,1 £ 1642,0 154,7 + 98,2
Valor de p 0,774 0,326 0,544 0,365 0,222

No se hallaron diferencias significativas en los niveles de citocinas pro inflamatorias en ambos grupos de
ratones trasplantados. La concentracion esta expresada en pg/ml y los datos se expresan como la media
+ DS.

li: grupo li; liIMOG: grupo liIMOG.

En concordancia con estos Ultimos resultados, no se observaron diferencias
significativas entre los ratones del grupo liMOG y los del grupo li en la frecuencia de
células antigeno especificas productoras de IFN-y (iIMOG: 268,3 = 111,8; li: 280,6 =

101,0; p=0,627) e IL-17 (IMOG: 74,22 = 27,0; li: 60,3 = 32,1; p=0,248) (Fig. 37a y b,

respectivamente).
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Fig. 37- La frecuencia de células especificas productoras de IFN-y e IL-17 es similar en los grupos
li e iMOG. No se detectaron diferencias significativas en la frecuencia de células productoras de IFN-y (a)
ni de IL-17 (b) entre los grupos liIMOG e li. La frecuencia de células productoras de IFN-y era menor en los
ratones recuperados respecto a los no recuperados dentro del grupo liIMOG (c), una diferencia que no se
observo para la IL-17 (d), si bien en ningln caso estas diferencias fueron estadisticamente significativas.
Los resultados se presentan como la frecuencia de células antigeno especificas productoras de estas
citocinas (numero de células antigeno especificas por 10° esplenocitos).

li: grupo li; liIMOG: grupo liIMOG.
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En los ratones en los que habian remitido de la enfermedad dentro del grupo lIMOG se
observd una disminucién con tendencia a la significacion estadistica en la frecuencia
de células productoras de IFN-y respecto a los no recuperados (recuperados: 227,5 +
75,4 versus no recuperados: 350 = 144,2; p=0,123) (Fig. 37c). Contrariamente, dentro
de este grupo, la frecuencia de células productoras de IL-17 en los bazos de los
ratones recuperados (72,25 = 25,4) fue similar a la observada en los no recuperados
(78,2 = 35,5; p=0,779) (Fig. 37d), teniendo en cuenta que el tamafio de la muestra era

muy pequeio.

6.5- Ausencia de quimerismo molecular en los ratones trasplantados con MO

que expresa el autoantigeno

Un mes después del trasplante se analiz6 el quimerismo del donante y el quimerismo
molecular en muestras de SP por citometria de flujo. A pesar de la mejoria clinica
observada en los ratones del grupo liIMOG, en la mayoria de ellos no se detecto
quimerismo molecular (0,2% + 0,8; Fig. 38) aunque si quimerismo del donante en
todos los ratones (5,1% * 4,2). Por el contrario, los ratones del grupo li presentaban
niveles detectables en todos los casos tanto de quimerismo del donante como
molecular (14,3% £ 7,6 y 7,3% + 4,3 respectivamente; Fig. 38).
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Fig. 38- Ausencia de células transducidas en los ratones tratados con las células de MO
transducidas con el vector IiMOG. El quimerismo molecular en la SP de los ratones del grupo liIMOG
inmunizados con MOGu4o.55 era practicamente inexistente. Este hecho no se observd en los ratones
inmunizados con PBS del mismo grupo ni en los inmunizados con MOGuo.55 que recibieron células
transducidas con el vector control (li).

Estos resultados, junto con los niveles similares de quimerismo hallados en los ratones

control inmunizados con PBS en ausencia del péptido MOG,o55 del grupo lIMOG
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(quimerismo molecular: 4,4% + 3,1; quimerismo del donante: 10,9% * 5,5) y del grupo
li (quimerismo molecular: 5% * 3; quimerismo del donante: 11% + 5,7) (Fig. 38),
sugieren la existencia de un rechazo especifico de las células que expresan el
transgén liIMOG, muy probablemente debido a la respuesta inmune preestablecida en
los ratones al haber sido inmunizados con el autoantigeno MOG,p55. También
analizamos el quimerismo del donante y el molecular en los 6rganos hematopoyéticos
de los ratones de los experimentos | y Il. Los datos de quimerismo en SP se
obtuvieron un mes después del trasplante de MO mientras que los del resto de tejidos
hematopoyéticos (bazo, MO y timo) se obtuvieron al final de ambos experimentos (tres
meses después del trasplante). Pudimos observar que, al igual que en SP, la mayoria
de ratones del grupo lIMOG no presentaba quimerismo molecular en los 6rganos
hematopoyéticos, pero si quimerismo del donante (Fig. 39). La mayoria de ratones del
grupo li si tenia quimerismo del donante y molecular en los diferentes 6rganos, aunque
éste se encontraba casi ausente en el timo. Curiosamente, el ratéon del grupo [IMOG
en el que se observé un quimerismo del donante y molecular mas elevado en timo no

experimentd ningun tipo de recuperacién a lo largo del seguimiento clinico.
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Fig. 39- Quimerismo del donante y molecular en los diferentes tejidos hematopoyéticos. Se hallé
quimerismo del donante pero no molecular en los diferentes tejidos hematopoyéticos de los ratones del
grupo liMOG, y ambos quimerismos en la mayoria de ratones del grupo li. En el timo se observaron
niveles muy bajos o indetectables de quimerismo en ambos grupos.

li: grupo li; liIMOG: grupo [IMOG; QD: quimerismo del donante; QM: quimerismo molecular.
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6.6- Mejoria clinica de la enfermedad en ausencia de acondicionamiento

Al observarse una mejoria clinica en los ratones del grupo lIMOG a pesar de la
ausencia de quimerismo molecular, hipotetizamos que el efecto terapéutico podria
estar mediado por células que expresaban el autoantigeno (pues los animales control
no mejoraban) pero sin que fuera necesario un injerto estable de éstas, por lo que
quizas se podria prescindir del acondicionamiento parcialmente mieloablativo. Asi, nos
propusimos tratar la EAE infundiendo células de MO transducidas con el vector liIMOG
en ausencia de acondicionamiento cuando la mayoria de los animales ya presentaban

signos clinicos de la enfermedad (dia 15 p.i.).

En el seguimiento clinico de estos animales también se constatdé una mejoria en el
grupo liIMOG (Fig. 40), que tuvieron una menor puntuacion clinica acumulada respecto
a la del grupo control li (26,9 + 21 versus 47,6 + 6,8 respectivamente; p<0,05). Tres de
los 8 ratones del grupo lIMOG (37,5%) experimentaron remisién de la enfermedad, y
uno (12,5%) se recuperd completamente. Como en los experimentos anteriores en los
que se utilizé acondicionamiento previo al trasplante, la recuperacibn empezo6
tempranamente, entre 2 y 5 dias después de la infusion de las células transducidas.

Por el contrario no se observé remision en ningun ratén del grupo control li.
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Fig. 40- Recuperacion de la EAE en ausencia de acondicionamiento. Una vez establecida la
enfermedad, se inyectaron por via i.v. 10° células de MO transducida con los vectores liMOG o li sin
acondicionamiento previo. La recuperacion de los animales tratados con el autoantigeno empez6 a
observarse pocos dias después de la infusion de las células transducidas. El grafico representa la media
de la puntuacion clinica diaria para cada grupo experimental. La flecha indica el dia de la infusion de las
células de MO transducidas.

li: grupo li; liIMOG: grupo liIMOG.
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6.7- Contribucion de las células del donante a la reconstitucion hemopoyética
tras el trasplante

Se investigd si ambos grupos de ratones trasplantados tenian un patrén similar de
reconstitucion hematopoyética a partir de las células del donante. Para ello se
marcaron los esplenocitos de los ratones trasplantados con anticuerpos monoclonales

para monocitos, granulocitos, células T y B, y se analizaron por citometria de flujo.

Los ratones trasplantados de ambos grupos presentaban un patron similar de linajes a
partir de las células derivadas del donante (CD45.1") (Fig. 41). Estos resultados
indican que en ambos grupos de receptores (liMOG e li) no hubo problemas de injerto,

y que las células injertadas generaban una progenie multilinaje.
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Fig. 41- El trasplante de células de MO permitio el injerto multilinaje efectivo a partir de células del
donante. Se estudi6 la contribucién de las células del donante a los diferentes linajes hematopoyéticos en
los ratones de los grupos [IMOG e li. Se cuantifico el porcentaje de células de estirpe mieloide (ay b), y
linfoide T (c) y B (d) derivadas de las células trasplantadas (CD45.1%).

li: grupo li; liIMOG: grupo liIMOG.

6.8- Las células trasplantadas tienen un fenotipo fundamentalmente mieloide

La rapida mejoria observada en los ratones trasplantados con MO que expresaba el
autoantigeno a pesar de la ausencia de quimerismo molecular en éstos, indicaria que

las células con capacidad de repoblacién hematopoyética podrian no tener ninguna
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funcién en la creacion de tolerancia y sugeriria la participacidon de células sin

capacidad de repoblacion que se habrian generado en el cultivo ex vivo de MO.

Para evaluar esta hipotesis se investigd el fenotipo de las células de MO cultivadas
después de la transduccion retroviral y antes del trasplante a los ratones receptores.
La mayoria de las células expresaban los marcadores de superficie Mac1 (65,5-
72,3%) y Gr1 (19,7-26,6%), y un porcentaje menor expresaban el marcador de células
T CD3 (8,3-8,6%) indicando que en las condiciones de cultivo utilizadas se generan
mayoritariamente células de estirpe mieloide, tal y como esta descrito en la literatura
(Bender et al. 1992; Smith et al. 1993).
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PARTE Il. INFLUENCIA DEL NIVEL DE EXPRESION DEL TRANSGEN EGFP EN
LA INMUNOGENICIDAD DE LAS CELULAS TRANSDUCIDAS

1- AUSENCIA DE QUIMERISMO MOLECULAR EN LOS RATONES
TRASPLANTADOS CON MO TRANSDUCIDA CON EL VECTOR SF1-EGFP

En los dos experimentos preventivos antes citados usamos el vector SF1-EGFP como
vector control ya que todavia no disponiamos del SF91-li-IRES-EGFP. Este vector y la
linea productora de éste se habia obtenido anteriormente en el laboratorio (Limon et
al. 1997) y se habian usado anteriormente para realizar experimentos in vivo (Puig et
al. 2002).

Tres semanas después del trasplante de MO y antes de la induccién de la EAE,
analizamos la presencia de quimerismo en las muestras de SP. Observamos que, en
la mayoria de los ratones trasplantados con MO transducida con el vector SF1-EGFP
no se detectaba quimerismo molecular a pesar de que casi todos presentaban
quimerismo del donante (Tabla 8).

Tabla 8- Ausencia de quimerismo molecular en los ratones
trasplantados con MO transducida con el vector SF1-EGFP

Grupo e]) QM

Bu-IRES (n=25) 6,98%= 9,22* 3,69% = 6,03**

Bu-LTR (n=15) 3,64% = 5,48* | 0,02% = 0,05**

Valor de p <0,05 <0,0001

Se excluyeron del andlisis los ratones con fallo de injerto.

Bu-IRES: grupo de ratones acondicionados con busulfan y trasplantados con MO transducida con el
vector SF91-liIMOG-IRES-EGFP; Bu-LTR: grupo de ratones acondicionados con busulfan y trasplantados
con MO transducida con el vector SF1-EGFP; QD: quimerismo del donante (CD45.1); QM: quimerismo
molecular (EGFP).

Este rechazo o ausencia de las células que expresaban el vector SF1-EGFP no la
habiamos observado en experimentos anteriores en los que se habia usado la ICT
(tanto a dosis letales como a dosis subletales de 3-4 Gy) para acondicionar a los
receptores. Por otra parte, el quimerismo molecular también se observaba en animales
acondicionados con busulfan cuando el vector usado era el SF91-liIMOG-IRES-EGFP
(Tabla 8). Asi, hipotetizamos que la combinacién de una pauta de acondicionamiento

con poca capacidad inmunosupresora y el hecho que el nivel de expresion de la EGFP
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se ve atenuada en estos vectores bicistronicos, al estar dirigida por la secuencia IRES,
podrian ser determinantes en el rechazo especifico de las células transducidas con el
vector SF1-EGFP.

Con el objetivo de corroborar esta hipétesis se disefiaron dos experimentos
prospectivos, que incluian el uso de dos regimenes de acondicionamiento distintos (3-
4 Gy de ICT y 2 x 20 mg/kg de busulfan los dias 3 y 2 previos al trasplante) antes de
infundir las células de MO transducidas con los vectores SF1-EGFP (grupos que
denominamos LTR) y SF91-liMOG-IRES-EGFP (grupos IRES).

Usando la ICT como régimen de acondicionamiento, en la practica totalidad de los
ratones trasplantados con MO transducida con el vector bicistronico (IRES) se observo
quimerismo molecular estable, o que sugeria que se habia inducido tolerancia frente a
la EGFP. Sin embargo, tras el trasplante de MO transducida con el vector
monocistronico (LTR), en un 27,3% de los receptores no se detectd la presencia de
células que expresaran la EGFP (p=0,214; Fig. 42a y c). Por otro lado, la ausencia de
quimerismo molecular cuando se acondicionaba a los ratones con busulfan era
claramente mayoritario en el grupo LTR, mientras que en el grupo IRES se mantuvo la
expresion de la EGFP en 26 de los 33 ratones trasplantados con injerto
hematopoyético del donante (78,8%; p<0,001; Fig. 42b, d). La Figura 42 recoge los
resultados obtenidos retrospectivamente (experimentos | y Il de tolerancia preventiva
en EAE) y los obtenidos en los dos experimentos prospectivos disefados

expresamente para demostrar nuestra hipotesis.

A pesar que en 3 de los 26 ratones del grupo Bu-LTR que si presentaban injerto de las
células del donante se pudo detectar la presencia de células transducidas, todos ellos
tenian niveles inferiores al 0,2% de quimerismo molecular, unos porcentajes

significativamente inferiores a los del resto de grupos (Tabla 9).
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a) ICT-LTR b) Bu-LTR

B Rechazo (3/11) ® Rechazo (23/36)

® Tolerancia (8/11) ® Tolerancia (3/36)

®Falloinjerto (0/11) ® Fallo injerto (10/36)

c) ICT-IRES d) Bu-IRES

® Rechazo (0/10) W Rechazo (7/36)

® Tolerancia (10/10) B Tolerancia (26/36)

®Fallo injerto (0/10) ® Fallo injerto (3/36)

Fig. 42- Mayor rechazo de las células transducidas en los grupos LTR. Se consideré rechazo cuando
no se detectaba quimerismo molecular pero si del donante, tolerancia cuando se detectaban ambos
quimerismos y fallo del injerto cuando no se detectaba ninguno de los dos. En todos los casos las
proporciones corresponden a la presencia o ausencia de quimerismo molecular en SP o en MO analizado
21-31 dias después del trasplante de MO. Los datos corresponden a los resultados obtenidos en los
cuatro experimentos realizados.

Bu-IRES: grupo acondicionado con busulfan y trasplantado con células de MO transducidas con el vector
SF91-liIMOG-IRES-EGFP; Bu-LTR: grupo acondicionado con busulfan y trasplantado con células de MO
transducidas con el vector SF1-EGFP; ICT-IRES: grupo acondicionado con 3-4 Gy de ICT y trasplantado
con células de MO transducidas con el vector SF91-liIMOG-IRES-EGFP; ICT-LTR: grupo acondicionado
con 3-4 Gy de ICT y trasplantado con células de MO transducidas con el vector SF1-EGFP.

Tabla 9- Niveles bajos o inexistentes
de quimerismo molecular en el grupo Bu-LTR

Grupo n Media + DS
ICT-IRES | 10 2,98% =+ 3,90**
ICT-LTR 11 5,49% =+ 7,89*
Bu-IRES 33 | 4,70% = 11,39**
Bu-LTR 26 0,01% = 0,04

Se compar6 la media del quimerismo molecular del grupo Bu-LTR respecto a las del resto de grupos
experimentales. Se excluyeron del analisis aquellos ratones que presentaban fallo del injerto.
*p<0,01; **p<0,0001
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2- MAYOR INTENSIDAD EN LA EXPRESION DE LA EGFP CON EL VECTOR SF1-
EGFP

Dado que la diferencia mas obvia entre los dos vectores es que dan lugar a niveles de
expresion de EGFP muy distintos, hipotetizamos que la diferencia en el nivel de
expresion podria ser el principal responsable de los distintos resultados observados.
Para investigar esta hipétesis, al final del cultivo de MO y antes de trasplantar las
células a los receptores se evalud la eficiencia de transduccion asi como la MFI. La
expresion del vector SF1-EGFP (ratio de la MFI: 1056,0 + 809,7) era tres veces
superior a la obtenida con el vector SF91-liIMOG-IRES-EGFP (ratio de la MFI: 334,9 +
303,2; p<0,05) en los cuatro experimentos (Tabla 10), siendo la MOI utilizada en la
transduccién y el porcentaje de células de MO transducida en el momento del
trasplante similar en ambos casos (IRES: 23,4% £ 10,72; LTR: 25,7% + 14,6).

Tabla 10- El nivel de expresion de la EGFP es superior en
las células de MO transducida con el vector SF1-EGFP

Ratio MFI  Ratio MFI
Experimento

IRES LTR
1 95,5 445,7
2 50,4 365,8
3 570,6 1335,0
4 622,0 2076,0

La ratio o relacion de la MFI se calculé en relacion a la MFI del control negativo. Los datos corresponden
a los dos experimentos de tolerancia preventiva en EAE y a los dos experimentos prospectivos disefiados
para esta parte del trabajo.

IRES: vector SF91-liIMOG-IRES-EGFP; LTR: vector SF1-EGFP.

3- EL DESARROLLO DE UNA RESPUESTA HUMORAL ANTI-EGFP NO ES
PREDICTIVA DEL RECHAZO INMUNOLOGICO

Se analizé la concentracion de anticuerpos de clase IgG anti-EGFP en el suero de los
ratones 4-8 semanas después del trasplante mediante ELISA. Las diferencias no
fueron estadisticamente significativas cuando se comparaban las concentraciones
halladas en los grupos de ratones tratados con ICT (p=0,481); ninguno de los ratones
trasplantados con el vector SF191-liIMOG-IRES-EGFP desarrollé anticuerpos anti-
EGFP (0/10) y solamente 2 de 11 ratones trasplantados con células transducidas con
el vector SF1-EGFP desarrollaron anticuerpos especificos frente a la EGFP a niveles
detectables (Fig. 43a). De los ratones acondicionados con busulfan, 4 de 33 del grupo

IRES (Bu-IRES) desarrollaron anticuerpos anti-EGFP, frente a 10 de 26 en el grupo
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Bu-LTR (p<0,05). Las diferencias en las concentraciones de anticuerpos anti-EGFP no
resultaron significativas entre los grupos tratados con busulfan, aunque se observo

una tendencia a la significacion estadistica (p=0,063).

En la Figura 43b se muestra la relacion entre el desarrollo de anticuerpos y el rechazo
de las células transducidas. Seis de 47 ratones (12,8%) que si presentaban
quimerismo molecular desarrollaron anticuerpos anti-EGFP independientemente del
acondicionamiento recibido, una proporcién que no fue significativamente diferente en
aquellos que rechazaron especificamente las células transducidas (30,3%; 10/33;
p=0,087). Tampoco se observaron diferencias cuando se compararon las medias de
las concentraciones entre los animales que no rechazaron y los que si (Tolerancia:
239,5 + 764,6 ng/ml versus Rechazo: 1069,0 + 3010,0 ng/ml; p=0,177).

a) b)
15000+ 15000+
-~ ¢ A
E . = A
8 ® 100004 £ 10000+
8 g g2
Sa a
3% : &
Z W 5000 29 5000
<= 2 g -
& A . 2 - i
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0|y - e 0l
ICTIARES ICTATR BuJdRES BuLTR Tolerancia Rechazo

Fig. 43- Deteccidon de anticuerpos anti-EGFP. a) La concentracion de anticuerpos no difiere entre los
diferentes grupos. b) No se observé relacion entre la aparicion de anticuerpos anti-EGFP y el rechazo de
las células transducidas. Se excluyeron del analisis los ratones que presentaron fallo de injerto.

Bu-IRES: grupo acondicionado con busulfan y trasplantado con células de MO transducidas con el vector
SF91-liIMOG-IRES-EGFP; Bu-LTR: grupo acondicionado con busulfan y trasplantado con células de MO
transducidas con el vector SF1-EGFP; ICT-IRES: grupo acondicionado con 3-4 Gy de ICT y trasplantado
con células de MO transducidas con el vector SF91-liIMOG-IRES-EGFP; ICT-LTR: grupo acondicionado
con 3-4 Gy de ICT y trasplantado con células de MO transducidas con el vector SF1-EGFP.

4- RESPUESTA INMUNE CELULAR FRENTE A INJERTOS CON ELEVADA
EXPRESION DE EGFP

Tras no poder demostrar la influencia de una respuesta humoral en el presumible
rechazo de las células transducidas, se quiso demostrar la participaciéon de una
respuesta inmune celular frente a la EGFP cuando ésta se expresa a niveles altos.
Previo acondicionamiento con busulfan, los ratones se trasplantaron con 0,5 x 10°
células de MO transducidas con uno u otro vector, o no transducidas. Se sacrificaron a

los 10 dias y se obtuvieron los esplenocitos para realizar la técnica de ELISPOT con el
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fin de detectar células productoras de IFN-y. Como células presentadoras de antigeno
se usaron clones de la linea celular singénica EL4 expresando la EGFP a diferentes
intensidades (Fig. 44), con la finalidad afadida de saber si la respuesta celular in vitro

podia variar en funcién del nivel de expresion del transgén.

a) Clon de baja intensidad b) Clon de intensidad media c) Clon de alta intensidad
de expresion de EGFP de expresion de EGFP de expresion de EGFP

' ( MFE7023 | = Q MFI: 36699

MFI: 2151

EGFP

Side Scatter

Fig. 44 — Intensidad de fluorescencia de los tres clones de la linea celular EL4 que expresaban
diferentes intensidades de EGFP. Como células presentadoras de antigeno se usaron tres clones de la
linea celular EL4 que expresaban el transgén a distintos niveles de intensidad.

La frecuencia de esplenocitos productores de IFN-y fue significativamente superior en
los ratones trasplantados con células de MO transducidas con el vector SF1-EGFP
(Fig. 45a) tras enfrentarlos al clon de la linea celular EL4 que expresaba con mayor
intensidad la EGFP, mientras que no se hallaron diferencias significativas entre ambos
grupos cuando éstos se enfrentaron a clones de EL4 de intensidad media y baja (Fig.
45b, c).

Estos resultados demuestran la induccion de respuestas inmunes celulares
especificas en ratones sometidos a pautas de acondicionamiento parcialmente
mieloablativas y poco inmunosupresoras y trasplantados con células de MO con alta

expresion del transgén EGFP.
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Fig. 45- Mayor frecuencia de células productoras de IFN-y en esplenocitos de ratones
trasplantados con células de MO expresando el vector SF1-EGFP y enfrentados in vitro a células
presentadoras (EL4 transducidas) con mayor intensidad de expresion de la EGFP. Se hallaron
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos cuando la expresion de la EGFP era mas
intensa (a), mientras que las diferencias se hacian menos evidentes cuanto mas débil era la intensidad de
expresion del transgén (b y c).

Bu-IRES: grupo acondicionado con busulfan y trasplantado con células de MO transducidas con el vector
SF91-liIMOG-IRES-EGFP; Bu-LTR: grupo acondicionado con busulfan y trasplantado con células de MO
transducidas con el vector SF1-EGFP; NTd: grupo acondicionado con busulfan y trasplantado con células
de MO sin transducir.
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