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Chapter 9

RESUM (CATALA)

El sistema immunitari és un mecanisme complex de defensa per prevenir o limitar les
infeccions i mantenir ’lhomeostasi. Consisteix en una xarxa interactiva d"organs limfoides,
factors humorals i diversos tipus cel-lulars especialitzats, inclosos el limfocits B i T que
constitueixen el segell distintiu de la resposta immunitaria adquirida. Aquestes cél-lules
immunitaries provenen de cél-lules hematopoétiques de la medul-la.la o0ssia que es
desenvolupen i maduren a través d’'una seérie de processos altament regulats. Cada tipus
cel-lular del sistema immunitari t& un paper especialitzat unic i el seu desenvolupament
esta estrictament regulat per diferents factors de transcripcio i els seus gens diana.

En el Capitol 2 d’aquesta tesi ens concentrem en obtenir coneixements addicionals de el
desenvolupament immunitari, enfocant-nos detalladament en el conjunt transcripcional
que orquestra el desenvolupament de les cel-lules T. Tcf1, la primera proteina especifica
de céllules T induida en el timd, regula la expressié de dos dels seus principals gens
diana, Gata3 i Bcl11b. La deficiencia de Tcf1 provoca una arrest parcial en el
desenvolupament de cél-lules T, una apoptosis prominent i un desenvolupament alterat
de cél-lules alternatives (és a dir, cel-lules no T). Fenotipicament, les cel-lules T
aparentment especialitzades amb deficiencia de Tcf1 tenen una expressié génica
heterogénia, un perfil epigenetic alterat, i poden desdiferenciar-se en ceél-lules T
immadures i altres tipus cel-lular. En restaurar I'expressié de Bcl11b en cél-lules mare
amb deficiencia de Tcf1, vam aconseguir rescatar el desenvolupament de cél-lules T, perd
no vam suprimir el desenvolupament de ceél-lules alternatives. Per contra, I'expressio de
Gata3 suprimeix el desenvolupament de cél-lules no T, perd no aconsegueix rescatar el
desenvolupament de limfocits T. Per tant, descrivim una xarxa minima de factors de
transcripcié que garanteixen una regulacié optima de el programa génic de cél-lules T:
Notch indueix I'expressié de Tcf1 que posteriorment actua sobre dos gens diana, Gata3 i
Bcl11b, que aconsegueixen dividir esforgos amb Gata3 suprimint el desenvolupament de
ceél-lules no-T i Bcl11b induint I'expressid6 de gens especifics de cel-lules T per al
desenvolupament d’aquestes cel-lules.

L’alteracié del desenvolupament normal dels limfocits pot causar malalties greus
conegudes com immunodeficiencies. La immunodeficiencia combinada severa
(anomenada en angles SCID, Severe Combined Immunodeficiency) és un trastorn
immunitari devastador que afecta els nadons que no tenen un sistema immunitari
funcional, en particular les cél-lules T.

En aquesta tesi ens enfoquem a desenvolupar una terapia génica lentiviral eficient i
segura per corregir els defectes immunitaris derivats del mal funcionament del gen
activador de recombinacié (RAG) 1 i RAG2. En el Capitol 3 analitzo el desenvolupament
preclinic, la seguretat i els obstacles regulatoris al llarg del procés i passos per realitzar
amb terapia génica per immunodeficiéncies amb éxit, des del laboratori fins a la clinica.
En el Capitol 4 i Capitol 5 es descriu una terapia génica lentiviral eficag i segura per
corregir RAG-SCID. Observem una completa reconstitucio funcional del sistema immune
en model de ratoli (RAG1-/- i RAG2-/-) amb el nostre vector lentiviral MND-c.0.RAG1 i
PGK-c.0.RAG2 en cel-lules mare de ratoli. Després de la terapia genica es percep el
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desenvolupament de cél-lules B i T a la medul-la.la 6ssia i el tim, juntament amb una
reparacio funcional incloent la produccié d'immunoglobulines, receptors de cél-lules T
amb gran diversitat i una resposta immunitaria eficient. A més, en provar la terapia génica
amb el vector clinic de RAG1 en cel-lules mare de pacient es va observar una grata millora
en el desenvolupament de cel-lules B i T humanes. L’eéxit del desenvolupament preclinic
juntament amb una seguretat favorable descrita al Capitol 4 reafirma el primer assaig
clinic en fase I/ll del moén pel tractament de terapia génica per a pacients amb RAG1-
SCID. Paral-lelament, es va aconseguir la reconstitucié immunitaria en el model Rag2-/-
de ratoli amb un vector PGK-c.0.RAG2 clinicament segur en el Capitol 5, tot i que aquesta
terapia génica sembla ser més desafiant a causa de el paper crucial dels nivells optims
d’expressié d’aquesta proteina.

A més, ens centrem en optimitzar diversos protocols relacionats mitjangant I'avang de
noves eines i régims de condicionament per obtenir un resultat reeixit després del
transplantament de cél-lules mare. En el Capitol 6 presentem un métode innovador per a
la caracteritzacio (uni)cel-lular de I'eficieéncia de correcci6 i expressio transgénica en el
producte de terapia genica. La técnica d’ADN ramificada utilitzada mostra una alta
especificitat, sensibilitat, reproductibilitat i versatilitat. Aquest métode permet estudiar
I'neterogeneitat dins dels productes de terapia génica i reconsiderar la proporcio real de
cel-lules potencialment terapéutiques i el nombre de copies del transgénic subestimat fins
ara.

Finalment, vam experimentar régims de condicionament alternatius de quimioterapia
reduida per aconseguir un empelt cel-lular adequat i la recuperacié immunitaria, alhora
que reduim els efectes secundaris a curt i llarg termini. En el Capitol 7, descric els nostres
esforgos per desenvolupar un regim de quimioterapia reduit (Busulfan) combinant-lo amb
agents mobilitzadors clinicament aprovats (G-CSF i Plerixafor) utilitzats per mobilitzar
cel-lules mare hematopoetiques de la medul-la ossia a la sang. Si bé es va observar una
reducci6 interessant d’'un grup de cél-lules mare en la medul-la.la dssia amb noves
combinacions que inclouen G-CSF o Plerixafor, no es van aconseguir diferencies
significatives després del transplantament utilitzat un model de ratoli humanitzat. Els
desenvolupaments de condicionament més recents i prometedors basats en anticossos
sén extremadament atractius en aquest camp, ja que idealment proporcionaran la
capacitat d’aconseguir un transplantament reeixit sense I's d’agents quimioterapeutics
toxics.

En conjunt, el treball descrit en aquesta tesi avanca cap a una aplicacié regular del
tractament de terapia genica per tractar immunodeficiéncies. Diversos processos
importants durant el procediment general s’han optimitzat, com ara la detecciod precog en
nounats, l'aillament i correcci6 de les cél-lules mare, els régims de condicionament, uns
protocols estandarditzats i el seguiment de pacients.
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