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Resumen

Las Inmunodeficiencias Primarias (IDPs) son enfermedades congénitas del sistema inmune
que tienen en comun una susceptibilidad incrementada a las infecciones. Se han descrito mas
de 200 entidades englobadas bajo esta definicion. Algunas de ellas tienen una herencia ligada
al X, lo que les confiere ciertas peculiaridades.

En esta Tesis presentamos los resultados concernientes a 28 pacientes, casi todos varones,
con sospecha de IDP en base a una elevada frecuencia y severidad de infecciones. A cada uno
de ellos se les evalué inmunolégicamente, lo que permitié, junto con las manifestaciones
clinicas y los antecedentes familiares, establecer un diagnéstico presuntivo de IDP. A partir de
aqui, realizamos estudios funcionales, moleculares y genéticos especificos para la IDP
sospechada. Estos analisis permitieron identificar la causa genética de la enfermedad, asi
como ver el grado de afectacidén de la proteina mutada. Ademas, se estudi6 la presencia de la
mutacion en la familia para determinar portadoras de la patologia y posibles pacientes no
diagnosticados. En paralelo a estos estudios, los pacientes fueron tratados, siendo muchos de
ellos sometidos a un trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH). En este trabajo
también se evalud la recuperacion post-TPH repitiendo algunas de las pruebas realizadas
durante el diagnéstico.

En primer lugar, se estudiaron 6 pacientes con sospecha de Inmunodeficiencia Severa
Combinada (SCID). Tras el analisis inmunolégico y funcional se analizaron los genes
candidatos y se establecieron las mutaciones responsables. Dos de ellos presentaban la forma
ligada al X (X-SCID), con alteraciones en IL-2GR: p.Lys120fsX46 y p.Arg222Cys. El caso clinico
3 result6 tener una deficiencia en JAK-3 con una mutacién no descrita (p.Thr456fsX520). El
caso clinico 4 se diagnosticé de Disgenesia Reticular tras encontrar una mutacion en AK2
(c.A1T). Aunque los casos clinicos 5 y 6 presentaban manifestaciones clinicas bastante
diferentes, establecimos que ambos hermanos padecian un SCID-Omenn causado por la
mutacion c.631delT en RAG-2. En el analisis de los dos hermanos con sospecha de Sindrome
de hiper-IgM ligado al X encontramos una gran delecién que impedia la expresién de CD40L.
Asimismo, estudiamos dos pacientes con Agammaglobulinemia ligada al X: el caso clinico 9
mostré la mutacién c.557dupA, mientras que el caso clinico 10, la p.Arg288GIn. A los 4
pacientes con sospecha de Sindrome de Wiskott-Aldrich se les encontr6 una mutacién en el
gen WAS: IVS6+5G>A, IVS3+2-3insT, p.Arg34STOP y IVS8+1G>A. El estudio del gen WAS
también nos permiti6é establecer el diagnostico de Neutropenia ligada al X en el caso clinico 15
(p.I1e294Thr). Se estudiaron 4 pacientes de 2 familias distintas con posible Sindrome
Linfoproliferativo ligado al X. Una de las familias presentaba la mutacion p.Vall02Gly en el gen
SH2D1A en los tres hermanos, a pesar de que el menor no habia presentado sintomatologia.
En el otro paciente hallamos una delecion completa del gen. La prueba para la determinacion
de la capacidad oxidativa de los granulocitos nos permitié6 diagnosticar a 8 pacientes de
Enfermedad Granulomatosa Cronica. Posteriormente, analizamos los genes responsables hasta
encontrar el defecto genético. Los casos clinicos 20 y 21 presentaron mutaciones en el gen
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CYBB: p.Cysb9Arg y p.Lys247fsX7, respectivamente. Los casos clinicos 22, 23 y 24 son 3
hermanos a los que les determinamos la presencia de la recombinacién homéloga entre el gen
NCF1 y su pseudogen. El analisis del caso clinico 25 mostré6 que era un heterocigoto
compuesto para dos mutaciones en NCF2: p.Lys161STOP y una duplicacién génica que incluye
los exones 9 y 10. Mientras que los casos clinicos 26 y 27 también revelaron una alteracion en
NCF2, pero en este caso en homocigosis (p.Arg77STOP). Por ultimo, el estudio del caso clinico

28 mostro6 la mutacion mas prevalente responsable de Incontinencia Pigmenti.

ii
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Introduccion

1.- El sistema inmune

1.1.- La respuesta inmunitaria

Inmunidad significa proteccién contra la enfermedad. El sistema inmune esta formado por las
células y moléculas responsables de la inmunidad que interactian para dar lugar a la
respuesta inmunitaria, una respuesta colectiva y coordinada de todas ellas frente a sustancias
extranas. Por tanto, la funcién fisiologica del sistema inmune, que es la respuesta inmunitaria,
es la defensa contra sustancias extranas. Esta defensa estda mediada por las reacciones
tempranas de la inmunidad innata y las respuestas tardias de la inmunidad adaptativa.
Ambas respuestas son componentes de un sistema integrado en que numerosas células y
moléculas funcionan de forma cooperativa. La respuesta innata estimula la inmunidad
adaptativa e influye en la naturaleza de las respuestas adaptativas a los microorganismos; y
las respuestas adaptativas utilizan muchos mecanismos efectores de la inmunidad innata para
eliminar los microorganismos, aumentando la actividad antimicrobiana de éstos (Abbas, 2007).
La inmunidad innata, también denominada inmunidad natural, proporciona la primera linea
de defensa frente a los microorganismos. Comprende los mecanismos presentes antes de que
se produzca la infeccion y que estan preparados para responder con rapidez ante ésta. Son
especificos frente a estructuras compartidas por grupos de microorganismos relacionados,
como los PAMPs (pathogen-associated molecular patterns), y responden de la misma manera
frente a infecciones repetidas. Los principales componentes de la inmunidad innata son las
barreras fisicoquimicas que constituyen los epitelios y sus sustancias antimicrobianas, las
células fagociticas (neutrofilos y macréfagos), los linfocitos citotéxicos naturales (NK, natural
killer), el sistema del complemento y las citocinas, que actian coordinando y regulando las
actividades de las células de la inmunidad innata.

La inmunidad adaptativa, también denominada inmunidad especifica o adquirida, es la
respuesta inmunitaria generada frente a sustancias extrafas, los antigenos, que aumenta en
magnitud y capacidad de defensa con cada exposicion sucesiva. Existe una especificidad
precisa contra distintos antigenos pudiendo distinguir entre moléculas y microorganismos
diferentes, incluso estrechamente relacionados y una capacidad de memoria para responder
con mas intensidad y rapidez a posteriores exposiciones. Los componentes de la inmunidad
adaptativa son los linfocitos T y B y sus productos. Dentro de la respuesta adaptativa se
diferencian la inmunidad humoral y la inmunidad celular. La inmunidad humoral esta

mediada por los anticuerpos, o inmunoglobulinas, que son producidos por los linfocitos B. La
union antigeno-anticuerpo neutraliza la capacidad infecciosa de los microorganismos
extracelulares permitiendo su eliminacion mediante diferentes mecanismos. Aunque todas las
células nucleadas del organismo tienen la capacidad de presentar moléculas de origen
intracelular, existen células presentadoras de antigeno profesionales que presentan moléculas
de origen extracelular. Si estas moléculas son de origen extrafno seran reconocidos por los
linfocitos T y se desencadenara la respuesta de la inmunidad celular que consistira en destruir
las células infectadas por microorganismos intracelulares y sintetizar citocinas para estimular
el cambio de isotipo de inmunoglobulinas, potenciar la fagocitosis y, en sintesis, controlar la

respuesta inmunitaria.
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Las principales caracteristicas de las respuestas inmunitarias adaptativas son la especificidad,
que garantiza que los distintos antigenos desencadenen respuestas concretas; la diversidad,
que capacita al sistema inmune para responder a una amplia variedad de antigenos; la
memoria, que conduce a una amplificacién de la respuesta ante la exposicion repetida al

mismo antigeno; la especializacién, que genera respuestas adecuadas para defenderse contra

distintos tipos de microorganismos; y el reconocimiento de lo propio, que evita la lesién del

huésped durante la respuesta frente a antigenos extranos (Paul, 2008).

1.2.- Las células del sistema inmune

Las células del sistema inmune son los leucocitos. Junto con los eritrocitos y las plaquetas
constituyen la fraccién celular de la sangre. Todas ellas derivan de una célula madre
pluripotencial hematopoyética que se origina y se desarrolla en la médula ésea. Esta célula
madre da lugar a un progenitor mieloide, que acaba diferencidndose en eritrocitos, plaquetas,
monocitos-macrofagos, neutrofilos, eosinéfilos, basofilos o células dendriticas; y a un
progenitor linfoide, a partir del cual se formaran los linfocitos T, B y NK (Figura I.1).

Célula madrs pluripotencial
& I v
Progenitor Mieloids Progenitor Linfoide
|
) v ¥
Ure Megacarfocitos || UFG de UFe UFC
Eritroides Granulositos-Monocitos | | Eesindfilas || Basofflas
| Eritrocitog | | Plaqustas | | Neutrifilos H Monocitos || Eogindfilos || Bagsofilos | | Linfocitos T || Linfocitog B | | Linfocitos NK

Figura I.1. Esquema de la diferenciaciéon de las células sanguineas.

Los monocitos son células circulantes de la sangre que continuamente migran a los tejidos
donde se diferencian a macréfagos y otras células especializadas, como las células de Kupffer
del higado. Tanto los monocitos como los macréfagos son fagocitos. Los macrofagos son células
con una vida media larga que tienen como funcién principal engullir y destruir a los
microorganismos: actGan como primera linea de defensa en la respuesta innata y
posteriormente, eliminan patégenos y células infectadas marcadas por la respuesta adaptativa.
Ademas, los macréfagos orquestan las respuestas inmunitarias: inducen inflamacién que es
necesaria para una respuesta exitosa, y secretan proteinas sefializadoras que activan y
reclutan a otras células del sistema inmune. Por otro lado, los macréfagos actian limpiando
las células muertas después de la eliminacién de la infeccién.

Los granulocitos reciben su nombre por sus densos granulos citoplasmaticos. También se
llaman polimorfonucleares, debido a la forma irregular de su nucleo. Existen tres tipos de
granulocitos: neutroéfilos, eosinoéfilos y basoéfilos. Los neutréfilos son las células mas numerosas
del sistema inmune y las mas importantes en la respuesta innata: fagocitan una gran variedad
de microorganismos y los destruyen eficientemente en sus vesiculas intracelulares gracias a
sus enzimas y sustancias antimicrobianas. Tanto eosinéfilos como basoéfilos juegan un papel

importante en la defensa contra parasitos, ya que estos microorganismos son demasiado
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grandes para ser ingeridos por macréfagos o neutrofilos. No obstante, su principal importancia
en el ambito de la medicina son las reacciones alérgicas, donde sus efectos son mas nocivos
que protectores. Pero son los mastocitos los que dirigen la respuesta alérgica y también estan
involucrados en la defensa frente a parasitos, principalmente pluricelulares.

Las células dendriticas internalizan activamente particulas durante su estadio inmaduro en

muchos 6rganos no linfoides. Posteriormente, migran a las areas que ocupan los linfocitos T en
los 6rganos linfoides secundarios donde maduraran y presentaran los antigenos procesados a
los linfocitos T para activarlos. Debido a esta funcién, estas células son denominadas células
presentadoras de antigeno (APCs). Estas células son la clave de la uniéon entre la respuesta
innata y la adaptativa. Los macrofagos también pueden actuar como APCs.

Los linfocitos NK derivan del progenitor linfoide, pero a diferencia de los linfocitos T y B, son
linfocitos que responden a la infeccién de manera inespecifica, por lo que forman parte del
sistema inmune innato. Los linfocitos o células NK reconocen y eliminan células tumorales y
células infectadas por virus. Son filogenéticamente mas antiguos que los linfocitos antigeno-
especificos, ya que existen en animales que no presentan diversidad en la generacion del
repertorio de receptores.

Los linfocitos antigeno-especificos, los linfocitos T y B, responden a una gran variedad de

patégenos gracias a receptores de antigeno altamente variables presentes en su superficie, a
través de los cuales reconocen y unen péptidos. Cada linfocito madura llevando una Unica
variante del prototipo de receptor, por lo que cada poblacién de linfocitos expresa un enorme
repertorio de receptores que son muy diversos en las regiones de reconocimiento antigénico. En
ausencia de infeccién, la mayoria de los linfocitos circulantes son inactivos porque todavia no
han encontrado el antigeno que los active. Estos linfocitos, denominados naive, son
mayoritarios en los primeros meses de vida. Una vez han encontrado el antigeno se activan y
se diferencian a linfocitos funcionales denominados linfocitos efectores.

Los linfocitos B poseen en su superficie el BCR (B-cell receptor). Tras la union del antigeno se
diferencian a células plasmaticas, su forma efectora, que secretaran anticuerpos, la forma
secretada del BCR con idéntica especificidad antigénica. Los anticuerpos, también
denominados inmunoglobulinas (Ig), pueden ser de diferente isotipo: IgG, IgA, IgM, IgD e IgE.
Cada uno de ellos ejerce diferentes papeles en la respuesta inmunitaria humoral: estimulacion
de la fagocitosis, opsonizacion, liberacién de citocinas, activaciéon del complemento, entre otros.
Los linfocitos T tienen en superficie el TCR (T-cell receptor), relacionado con las
inmunoglobulinas, pero muy diferente en cuanto a estructura y propiedades de
reconocimiento. Existen dos tipos principales de linfocitos T segun su funcién efectora: los
linfocitos T citotéxicos (Tc o T CD8+), que destruyen células infectadas por virus u otros
patégenos intracelulares; y los linfocitos T colaboradores (Th o T CD4+), que secretan citocinas
que activan los linfocitos B, provocando su diferenciacion y la produccién de anticuerpos, y
también a los macréfagos, para ser mas eficientes en la eliminacién de patégenos, entre otros
papeles.

Durante el curso de la respuesta inmunitaria, algunas células T y B activadas por el antigeno
pueden diferenciarse a células memoria, que son los linfocitos responsables de la inmunidad a
largo plazo que prosigue a la exposicion a la infeccién o vacunaciéon. Estas células memoria
rapidamente se diferenciaran a células efectoras en una segunda exposiciéon al antigeno

especifico (Janeway, 2001).
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2.- Inmunodeficiencias Primarias

2.1.- Definicion de Inmunodeficiencia Primaria

Las Inmunodeficiencias Primarias (IDPs) son defectos congénitos del sistema inmune cuya
principal caracteristica es la susceptibilidad incrementada a infecciones. En algunas de estas
enfermedades el componente defectuoso sélo se expresa en los leucocitos, siendo el defecto
inherente a este linaje. Sin embargo, en otros casos el gen se expresa también en otras células
dando lugar a otras manifestaciones clinicas asociadas (Ochs, 2007).

Las IDPs se caracterizan por infecciones severas y recurrentes. Paradéjicamente, en algunos
de estos sindromes también se dan enfermedades autoinmunes, niveles elevados de IgE y
riesgo incrementado a tumores (Stiehm, 2004). Se desconoce si esto Ultimo es debido a una
susceptibilidad incrementada a la infeccion por agentes que predisponen al cancer o a defectos
en la inmunovigilancia.

Con la excepcion de la Deficiencia Selectiva de IgA, que afecta a 1 de cada 700 individuos, las
IDPs son enfermedades poco frecuentes. Se estima que la incidencia de todas las demas IDPs
juntas es de 1 por cada 10.000 nacimientos. Sin embargo, se desconoce la incidencia y la
prevalencia real de estas enfermedades ya que no existen pruebas de despistaje para ninguna

de estas patologias (Notarangelo, 2010).

2.2.- Herencia genética de las IDPs

Las IDPs son enfermedades de base genética, mayoritariamente mendelianas, es decir, que
estan causadas por mutaciones en un Unico gen, aunque existen algunas con herencia
poligénica, como la Inmunodeficiencia Comuin Variable o la Deficiencia Selectiva de IgA. Dentro
de las IDPs monogénicas distinguimos tres tipos de herencia: la autosémica recesiva (AR), la
autoso6mica dominante (AD) y la herencia ligada al X, también denominada herencia ligada al
Sexo.

Las enfermedades AR ocurren cuando un individuo hereda dos copias defectuosas del mismo
gen autosomico. Si las dos copias defectuosas son idénticas, hablaremos de un homocigoto y si
son diferentes, de un heterocigoto compuesto. Los padres suelen ser heterocigotos sanos
portadores de una copia nativa y una mutada. Suele darse en familias consanguineas o
poblaciones aisladas genéticamente donde los progenitores derivan de un ancestro comun.
Estas enfermedades son consecuencia de una falta de funcién del gen cuyo producto suele
estar en exceso, razon por la cual, los portadores de la enfermedad no estan afectados a pesar
de tener sélo un alelo nativo (no existe haploinsuficiencia).

En la herencia AD sélo es necesaria una copia alterada del gen para que aparezca la
enfermedad. Las mutaciones pueden ser espontaneas en ese individuo (mutacién de novo) o
heredadas de un progenitor, que puede estar enfermo o no. Esto suele ser debido a que este
tipo de enfermedades presentan una penetrancia incompleta. Las mutaciones que provocan
enfermedades con herencia AD actiian a través de diferentes mecanismos. Puede ser debido a
que la cantidad de producto genético producido por una sola copia del gen sea insuficiente,
hablando asi de haploinsuficiencia. Otro mecanismo patogénico es la ganancia de funcioén, por
la cual la proteina mutada adquiere nuevas funciones que son nocivas. Otras mutaciones
tienen un efecto dominante negativo, que consiste en impedir que la proteina nativa ejerza sus

funciones normales debido a la interaccion con la mutada.
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Las enfermedades con un patréon de herencia ligado al sexo estan causadas por mutaciones en
los genes codificados en el cromosoma X y tienen consecuencias muy diferentes en hombres y
mujeres. Esto es debido al diferente nimero de cromosomas X en hombres y mujeres, y a las
propiedades tnicas del cromosoma X en los mamiferos. Un hombre portador de una copia
defectuosa de un gen ligado al X esta enfermo, puesto que su Gnica copia del gen esta alterada.
Esta hemicigosidad para el cromosoma X que se da en los varones explica el gran numero de
IDPs ligadas al X, y el mayor porcentaje de varones afectados por estas enfermedades. En las
mujeres con defectos en genes codificados por el cromosoma X la situaciéon es mas compleja.
Las mujeres tienen dos copias del cromosoma X, por lo que existe una necesidad de
compensacion de dosis respecto a los varones. Esta se consigue mediante la inactivacion de
uno de los cromosomas X. Esta inactivacién, que es aleatoria, total e irreversible, tiene lugar en
todas las células somaticas durante el periodo embrionario (Lyon, 1963). Es decir, que los
tejidos somaticos de las mujeres son una mezcla de células, en unas hay un cromosoma X
inactivado y en otras el otro, en una proporcién aproximada del 50%. Cuando hablamos de
mujeres portadoras de una mutacion en un gen ligado al X, la fraccién de células que contiene
el cromosoma X activo con la secuencia nativa del gen es suficiente para mantener las
funciones del tejido. Por ello, las mujeres heterocigotas para las enfermedades ligadas al X
suelen ser portadoras silentes. Si, por el contrario, y al azar, predominan las que tienen activo
el cromosoma X con la copia mutada, pueden ser sintomaticas. Sin embargo, existen
situaciones en las que las mutaciones influyen en el desarrollo de algun tipo celular y entonces

hay una inactivacion sesgada del cromosoma X en ese tipo celular concreto.

2.3.- Clasificacion de las IDPs

Las Inmunodeficiencias Primarias (IDPs) son un grupo de enfermedades heterogéneas
genéticamente que afectan a uno o mas componentes del sistema inmune: fagocitos, proteinas
del complemento, células NK y linfocitos T y B. Se han identificado mas de 120 genes cuyas
alteraciones dan lugar a mas de 200 entidades de IDPs. Esto es debido a que mutaciones
localizadas en el mismo gen pueden causar diferentes entidades meédicas, ya que son
enfermedades con diferentes manifestaciones o fenotipos. Este fenémeno se denomina
heterogeneidad alélica.

La complejidad de las caracteristicas genéticas, inmunolégicas y clinicas de las IDPs
establecieron la necesidad de su clasificacién. Con el tltimo objetivo de facilitar el diagnéstico y
tratamiento de estas enfermedades, un comité internacional de expertos se reiine cada 2 afnos
desde 1970 para elaborar esta clasificacién. La tiltima actualizacion data del afio 2009 y en ella
las IDPs se agrupan en 8 categorias, aunque algunas inmunodeficiencias se encuandran en
mas de una de ellas (Notarangelo, 2009):

I.Inmunodeficiencias combinadas de células T y B. Se caracterizan por una alteracion de
las células T que puede ir acompanada de defectos en otros linajes linfocitarios (células B o
NKs). Incluye todas las Inmunodeficiencias Severas Combinadas (SCID), el Sindrome de
Omenn (OS), la Deficiencia en DNA ligasa IV, el Déficit de CD40 y CD40L, los Déficits de CD3,
CD8 y Zap70 y las Deficiencias de MHC de clase [ y II, entre otros.

II. Deficiencias predominantemente de anticuerpos. Se caracterizan por alteraciones en
los niveles séricos de las inmunoglobulinas. Engloba las Agammaglobulinemias Congénitas, la
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Inmunodeficiencia Comun Variable (CVID), los Sindromes de hiper-IgM, la Deficiencia Selectiva
de IgA y de Subclases y la Hipogammaglobulinemia Transitoria de la Infancia.

ITII. Otras inmunodeficiencias bien definidas. Pertenecen a este grupo el Sindrome de
Wiskott-Aldrich (WAS), la Ataxia Telangiectasia (AT), el Sindrome de DiGeorge (DGS), el
Sindrome de hiper-IgE (HIES), la Disqueratosis Congénita (DKC) y la Candidiasis Mucocutanea
Croénica (CMC), entre otras.

IV. Enfermedades de disregulacion inmune. Se caracterizan por alteraciones en la
homeostasis del sistema inmune. Agrupa el Sindrome de Chediak-Higashi (CHS), el Sindrome
de Griscelli (GS), los Sindromes Hematofagociticos Linfohistiociticos Familiares (FHL), los
Sindromes Linfoproliferativos ligados al X (XLP), los Sindromes Linfoproliferativos Autoinmunes
(ALPS), el APECED (Poliendocrinopatia Autoinmune con Candidiasis y Distrofia Ectodérmica) y
el IPEX (Inmunedisregulaciéon, Poliendocrinopatia y Enteropatia ligadas al X), entre otros.

V. Deficiencias congénitas en el nimero y/o funciéon de los fagocitos. Encontramos las
Neutropenias Congénitas, la Enfermedad Granulomatosa Croénica (CGD), los Déficits de
Adhesion Leucocitaria (LAD), el Sindrome de Shwachman-Diamond (SBDS), las alteraciones en
la secrecién/senalizacion del IFN-y y algunos Sindromes de hiper-IgE.

VI. Defectos en la inmunidad innata. Algunos ejemplos son la Displasia Ectodérmica
Anhidrética con Inmunodeficiencia (EDA-ID), los Déficits de IRAK-4 y MyD88 y la Encefalitis
del Herpes Simplex (HSE).

VII.Enfermedades autoinflamatorias. Se caracterizan por brotes febriles. Agrupa a la
Fiebre Mediterranea Familiar, al Sindrome de Hiper-IgD y otros relacionados.

VIII. Deficiencias de complemento. Son deficiencias de los distintos miembros de la via
del complemento: C1-C9, C1 inhibidor esterasa, properdina, factor H, MBP o MASP.

2.4.- Manifestaciones clinicas de las IDPs

Las observaciones clinicas son el arma mas importante para la sospecha y diagnéstico de
pacientes inmunodeficientes. La severidad, la edad de presentacion y el patron de infecciones
(microorganismo responsable y localizacién) se correlacionan con la naturaleza del defecto
inmune y pueden orientar el diagnéstico (Slatter, 2008).

Asi, durante el periodo neonatal se pueden determinar los Defectos de Adhesién Leucocitaria
(LAD), debido al retraso en la caida del cordon umbilical; el Sindrome de Omenn (OS), por la
eritrodermia; o el Sindrome de DiGeorge (DGS), por los defectos cardiacos, la hipocalcemia y el
dimorfismo facial asociados. En cambio, los defectos en los linfocitos T, como las
Inmunodeficiencias Severas Combinadas (SCID) o el defecto en CD40L (Sindrome de Hiper-IgM
ligado al X o XHIM), suelen desarrollarse un poco mas tarde, durante los 6 primeros meses de
vida. De los 6 meses a los 5 afnos se presentan los defectos de anticuerpos, debido a la
desapariciéon de las IgG maternas, y déficits de complemento y neutroéfilos, como la Enfermedad
Granulomatosa Croénica (CGD). También se diagnostican en esta época las IDPs asociadas a
alteraciones neurologicas, como la Ataxia Telangiectasia (AT). En nifios mayores de 5 afos
encontramos la Inmunodeficiencia Comun Variable (CVID) y los Déficits de Subclases de
Anticuerpos.

La presentaciéon de la infeccion en determinados 6rganos y sistemas puede orientar hacia una
IDP especifica. De este modo, infecciones respiratorias tipo bronquitis persistentes y

recurrentes son sugestivas de Inmunodeficiencias Combinadas, como el SCID; sin embargo
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infecciones sinobacterianas lo son de Inmunodeficiencias humorales, como Ila
Agammaglobulinemia ligada al X (XLA). Si las infecciones pulmonares por Staphylococcus van
acompanadas de eczema, tendremos un Sindrome de Hiper-IgE (HIES), pero si las infecciones
respiratorias recurrentes se combinan con pneumonias fingicas pensaremos en una CGD. Las
presentaciones gastrointestinales tipo diarreas incoercibles se dan en los defectos en células T
y si van acompanadas de eczema e infecciones respiratorias recurrentes nos planteariamos el
diagnéstico de IPEX (Inmunedisregulacién, Poliendocrinopatia y Enteropatia ligadas al X). Si
hay abcesos hepaticos por Staphylococcus y clinica parecida a la Enfermedad de Chron podria
tratarse de una CGD. En el Sindrome de Schwmann-Diamond (SBDS) se da insuficiencia
pancreatica exocrina y neutropenia. Una enteritis cronica por Cryptosporidium es sugestiva de
un defecto de células T, y si coexiste con colangitis esclerosante se trataria de un XHIM. Las
alteraciones dermatologicas son frecuentes en las IDPs. La triada de infecciones pulmonares,
eczema y petequias es sinonimo de Sindrome de Wiskott-Aldrich (WAS). El rash eczematoso y
los abcesos toracicos y abdominales aparecen en la CGD; la ulceracién perianal en recién
nacidos en el LAD y la pioderma en los defectos de anticuerpos. La candiadiasis aparece en las
SCID, la Candidiasis Mucocutanea Crénica (CMC) y el HIES. El albinismo es caracteristico del
Sindrome de Griscelli (GS) y del Sindrome de Chediak-Higashi (CHS). También se encuentran
Ulceras en la Deficiencia en HLA de clase I. La telangiectasia y la fotosensibilidad con
infecciones recurrentes son sugestivas de defectos en la reparacion del DNA como la AT. Los
retrasos en el desarrollo neurologico también se asocian a algunas IDPs: displegia y disartria
en el SCID por Deficiencia en la Fosforilasa de Nucleétidos Purinas (PNP), la propia
telangiectasia en AT o retraso mental y en el habla en el Sindrome de DiGeorge o en el CHS. En
cuanto a las alteraciones hematolégicas, muchos de los pacientes con SCID son linfopénicos.
En el Sindrome Linfoproliferativo ligado al X (XLP), el CHS, el GS y los Sindromes
Hematofagociticos Linfohistiociticos Familiares (FHL) se da el fenomeno de Ila
hematofagocitosis. La neutropenia acompanada de fiebre es caracteristica de la Neutropenia
Ciclica, pero también del WAS, del XHIM y del XLA. Las citopenias autoinmunes aparecen en el
DGS, el IPEX, el Sindrome Linfoproliferativo Autoinmune (ALPS) y en el WAS, aunque en esta
ultima sélo en forma de trombocitopenia. La mielodisplasia es otra manifestacion hematologica
del XLP. Las deficiencias esqueléticas y del tejido conectivo aparecen en las SCID por
Deficiencia en Adenosin Deaminasa (ADA) y en el SBDS. En el HIES los huesos son hipodensos
e hiperextensibles, dandose algunos casos de fracturas patologicas y alteraciones en la
denticion. Los pacientes con deficiencia en NEMO también tienen alteraciones en los dientes y
osteopetrosis.

El cancer es comun en las IDPs y puede desarrollarse en cualquiera de ellas. Los linfomas son
frecuentes en los defectos de reparaciéon de DNA como la AT y los asociados a EBV estan
particularmente descritos en pacientes con XLP y WAS. Los linfomas no Hodgkin aparecen en
ALPS y el cancer linforeticular y gastrico en CVID. En cambio, los hepatomas asociados a
infeccion por Cryptosporidium son una complicacién tipica del XHIM.

A pesar de que las IDPs han sido tradicionalmente descritas como una predisposicién a
infecciones por un amplio espectro de patogenos, cada vez se estan identificando mas
enfermedades en las que ésta susceptibilidad es selectiva a un patégeno o grupo de patéogenos
concretos. Meningococcus es caracteristico de déficits del complemento y Mycoplasma spp de
deficiencias de anticuerpos; Pneumococcus y Haemophylus influenzae se dan tanto en
deficiencias de anticuerpos como del complemento; Staphylococcus, Aspergillus spp y bacterias



Introduccion

gram negativas de alteraciones en neutréfilos; Cryptoporidium, Herpesvirus y virus en general
por defectos en linfocitos T, al igual que Giardia lamblia y Enterovirus, que también se asocian
a defectos de anticuerpos; Candida albicans esta implicada en alteraciones en los linfocitos T,
neutrofilos y monocitos; y Micobacteria y Salmonella en alteraciones en la inmunidad celular
mediada especificamente por citocinas tipo 1, como el IFN-y.

La evaluacion cuidadosa de la historia familiar puede ser de mucha ayuda en el diagnéstico de
las IDPs. La consanguinidad es sugestiva de una IDPs con herencia autosémica recesiva,
mientras que una historia de infecciones en varones o de muertes en la infancia en la rama
materna lo es de una IDP ligada al X. Por ejemplo, si existe una historia de linfomas en
parientes varones podriamos sospechar de XLP o WAS pero las muertes en la infancia son
caracteristicas en las SCID. No obstante, muchos de éstos pacientes no tienen historia familiar
positiva porque se trata de mutaciones de novo o de la primera manifestaciéon de una

enfermedad autosémica recesiva o dominante con penetrancia incompleta.

2.5.- Diagnostico y Tratamiento de las IDPs

Como los pacientes con IDPs tienen un aumento en la susceptibilidad a infecciones, el
diagnostico precoz y la terapia efectiva son las mejores opciones para disminuir la morbilidad
asociada a estas enfermedades. Es el laboratorio de inmunologia el que debe proporcionar la
informacién necesaria para determinar el defecto inmunolégico responsable (Oliveira, 2010).
Sospecha de IDPs con inmunodeficiencias de células T o combinadas de células T y B:
estos pacientes presentan infecciones recurrentes desde edades muy tempranas por patogenos
oportunistas como Candida albicans (aftas), Pneumocystis jiroveci o citomegalovirus. También
padecen diarreas crénicas, infecciones bacterianas recurrentes de localizacion multiple e
infecciones persistentes a pesar del tratamiento convencional. Las erupciones de la piel son
comunes, especialmente en el OS y el WAS. Se trata de emergencias pediatricas, ya que un
diagnostico precoz puede mejorar dramaticamente la progresion clinica.

La herramienta mas importante para evaluar estos pacientes es un analisis cuidadoso del
contaje diferencial de los leucocitos, que debe ser comparado con controles de la misma edad.
La linfopenia severa (<3.000-10%/L) nos indicara la necesidad de un analisis inmunolégico mas
exhaustivo, descartando en primer lugar la infecciéon por el virus de la Inmunodeficiencia
Humana (HIV).

El siguiente paso es analizar la inmunidad celular: inmunofenotipo de células T mediante
citometria de flujo y tests funcionales (proliferacién y produccion de citocinas). Los ensayos de
proliferacion a mitégenos, antigenos y/o aloantigenos son una parte importante de la
evaluacion de la funcién celular. Tipicamente los defectos en moléculas de senalizacion de
citocinas dan un fenotipo T-B+NK-, mientras que las mutaciones en las proteinas implicadas
en la generacion del TCR y BCR es T-B-NK+, y en los defectos metabdlicos severos hay una
afectacion de todos los linfocitos (T-B-NK-). En este tlltimo caso podremos analizar la funcion
de estas enzimas.

Un numero normal de linfocitos T circulantes no es suficiente para descartar las deficiencias
en células T, ya que puede ser debido a la presencia de células de origen materno: estas células
T maternas son mayoritariamente de memoria (CD45RO+), comparadas con las
mayoritariamente naive CD45RA+ que se encuentran en un nifio sano. Estas células pueden

ser causantes de fenémenos de rechazo (graft versus host disease), al igual que las procedentes
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de transfusiones no irradiadas, lo que enfatiza la necesidad de su irradiacién. Sin embargo, el
analisis de los linfocitos no permite identificar a los pacientes con OS, ya que existe un numero
normal o incrementado de linfocitos T propios debido a una expansion oligoclonal en periferia.
La cuantificaciéon de los TRECs (circulos de escisién del TCR) da informacién adicional sobre el
estado del sistema inmune: los TRECs se forman durante la maduraciéon timica y permanecen
como episomas y se van diluyendo a medida que van proliferando, de manera que las células T
naive recién emigradas del timo tienen un elevado porcentaje de TRECs comparado con las
células que han respondido al antigeno. La determinacion de TRECs en neonatos se esta
planteando como un posible diagnéstico neonatal para identificar a estos pacientes nada mas
nacer (Chan, 2005).

En sospecha de DGS se debe analizar la microdelecion 22ql1, ya que es responsable de la
mayoria de los casos. Si existe sospecha de WAS, hay que determinar la expresion de la
proteina responsable (WASP) mediante citometria de flujo intracelular.

Sospecha de IDPs con deficiencia de anticuerpos: la mayoria de estos pacientes
presentan infecciones bacterianas recurrentes del tracto sinopulmonar, incluyendo otitis
media, sinusitis y pneumonia (Conley, 2009). Los patégenos responsables son Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae, Staphylococcus sp y Pseudomonas sp. Las diarreas
afectan a un 25% de estos pacientes y suelen estar asociadas a infecciones por Giardia lamblia,
pero también por rotavirus, enterovirus, Campylobacter sp, Salmonella sp y Shigella sp.
Ademas, suelen tener manifestaciones autoinmunes, como anemia hemolitica autoinmune o
trombocitopenia autoinmune, y granulomas. Si ademas existen infecciones oportunistas, se
debe sospechar de un defecto celular que también afecte a la produccion de anticuerpos, como
la deficiencia en CD40/CD40L o en NEMO. Las deficiencias de complemento y los defectos de
fagocitos pueden tener una presentacion similar, por lo que se puede confundir su clinica.

El primer analisis clinico de estos pacientes debe incluir una determinacioén de los niveles de
IgG, IgA, 1gM e IgE, que deben ser comparados con los rangos de normalidad en funcién de la
edad. Ademas, se deben determinar los niveles de subclases de IgG, de anticuerpos especificos
frente a los grupos sanguineos (isohemaglutininas) o en respuesta a vacunaciones. Los test
basados en la citometria de flujo permiten determinar la presencia o ausencia de células B,
marcador de las Agammaglobulinemias Congénitas, y la caracterizacion de las células B naive
y memoria, de especial interés en la CVID (Wehr, 2008). Si existe sospecha de XLA, se puede
determinar la expresion de la proteina responsable (BTK) mediante citometria de flujo
intracelular.

Sospecha de IDPs con enfermedades de disregulacion inmune: los pacientes con ALPS
presentan linfoadenopatias y hepatoesplenomegalia persistente no malignas acompanadas de
trombocitopenia, anemia o ambas. El IPEX se presenta ya en la época neonatal con diarrea
severa, eczema y diabetes tipo 1. E1 APECED se caracteriza por autoinmunidad dirigida contra
o6rganos endocrinos (hipotiroidismo e insuficiencia adrenal) y candidiasis mucocutanea créonica;
estos pacientes pueden presentar diabetes tipo 1, fallo gonadal, hepatitis autoinmune y
manifestaciones cutaneas. El diagnéstico de ALPS requiere sintomas clinicos compatibles y la
presencia de células T doble negativas (TCRaff CD4- CD8-) en un porcentaje superior al 1%.
Otras caracteristicas son elevados niveles de IL-10 y vitamina B12. El diagnéstico de IPEX se
basa en la demostraciéon de una ausencia de células T reguladoras CD4+ CD25+ FOXP3+ en

periferia mediante citometria de flujo.
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Los defectos tanto en la funcion de las NK como en los linfocitos T citotoxicos causan una
respuesta inflamatoria incontrolada a una infeccién que acaba produciendo infiltracién y dano
en multiples 6rganos, que se conoce como Linfohistiocitosis Hematofagocitica (HLH). Una de
estas enfermedades es el XLP, donde la respuesta incontrolada al EBV puede ser letal. Las
manifestaciones clinicas de los FHL no son especificas: fiebre, hepatoesplenomegalia, sintomas
neurologicos, linfoadenopatias y erupciones. Las patologias con defecto en el trafico
intracelular de vesiculas, como el CHS o el GS tipo 2, suelen manifestarse como un HLH
secundario. En estos pacientes se debe testar la funciéon de las NK, incluyendo su fenotipado
por citometria de flujo y la citotoxicidad in vitro. En el caso del XLP podemos detectar las
proteinas responsables (SAP y XIAP) mediante citometria de flujo intracelular. La baja
expresion de perforina intracelular por citometria de flujo puede usarse en el diagnoéstico de
FHL-2 y un descenso en la expresion en superficie de CD107a en células NK puede predecir la
presencia de alteraciones en MUNC13-4 (FHL-3), sintaxina 11 (FHL-4) o MUNC18-2 (FHL-5).
Sospecha de IDPs con disfunciéon de los fagocitos: estos pacientes presentan infecciones
bacterianas y fangicas recurrentes de la piel, nodulos linfaticos, pulmones, higado, huesos y,
en algunos casos, tejidos periodénticos (Rosenzweig, 2004). El patréon de infecciones puede
ayudar a discriminar el problema responsable. Asi, los pacientes con neutropenia y aquellos
con LAD tienden a tener celulitis recurrente, enfermedad periodontal, otitis media, pneumonias
e infecciones gastrointestinales con poca inflamacién y ausencia de pus. El retraso en la caida
del cordéon umbilical es sugestivo de LAD, aunque muchos de los nifios en los que persiste el
cordon hasta un mes estan sanos. Los pacientes con neutropenia ciclica sufren cortos periodos
de fiebre, tlceras bucales e infecciones recurrentes a intervalos de 18-21 dias coincidiendo con
el descenso en los neutréfilos. En contraste, los pacientes con CGD tiene problemas graves
debido a los abcesos en higado y huesos y por las pneumonias causadas por un grupo
reducido de patégenos, que incluye Staphylococcus aureus, Serratia marcenses, Burkhodelia
cepacia, Nocardia spy Aspergillus sp. Sin embargo, la frecuencia de infecciones por Escherichia
coli y Streptococcus sp es mucho menor que en los pacientes con neutropenia o LAD. Los
pacientes con HIES tienen abcesos recurrentes en la piel, pneumonias causadas por
Staphylococcus aureus y otras bacterias piégenas y candidiasis mucocutanea cronica. Ademas,
tienen otros rasgos no inmunolégicos destacables como las alteraciones faciales, escoliosis,
riesgo incrementado a las facturas éseas o fallo en la denticién primaria.

Los analisis del laboratorio deben incluir un contaje diferencial de los leucocitos, asi como una
revision morfoloégica de los mismos. El estudio de la médula 6sea permitira descartar otras
causas de neutropenia, como neoplasias. El diagnéstico de LAD incluye la determinacion por
citometria de flujo de las moléculas de adhesion CD11 y CD18, que estan ausentes en los
pacientes con LAD-1 y CD15, deficiente en LAD-2. El test diagnoéstico de la CGD es el analisis
de la capacidad oxidativa de los neutréfilos, mediante la oxidacion del nitroazul de tetrazolium
(NBT) o de la Dihidrorodamina 123 (DHR). En el HIES existen niveles muy elevados de IgE
(>2.000 UI/mL) y ausencia de células Ty17 (Milner, 2008).

Sospecha de IDPs con defectos en la inmunidad innata: los pacientes con infecciones
invasivas severas por cepas de baja virulencia de Mycobacteria sp y Salmonella sp tienen
defectos en los componentes de la via IL-12/23-IFNy. Las infecciones recurrentes por
Streptococcus pneumoniae y Staphylococcus sp estan asociadas a defectos en la via de las
moléculas TLR (receptor Toll-like): IRAK-4, MyD88 y NEMO. Los pacientes con deficiencia en
IRAK-4 y MyD88 tienen respuestas inflamatorias muy disminuidas sin fiebre ni reactantes de
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la fase aguda. La deficiencia en NEMO tiene un amplio espectro clinico con mucha variacion en
las alteraciones inmunolégicas. Recientemente se ha descrito que la susceptibilidad a
encefalitis por Herpes simplex esta relacionada con mutaciones en TLR3 y UNC-93B, proteina
accesoria de éste.

Podemos determinar varios de los componentes de estas vias por citometria de flujo. Ademas,
debemos analizar la respuesta ex vivo de las células de los pacientes en respuesta a diferentes
estimulos: IFN-y versus fosforilacion STAT1 y produccién de IL-12; ligandos de TLR versus
regulacion a la baja de CD62L.

Sospecha de IDPs con defectos del complemento: los defectos en los primeros componentes
de la via clasica del complemento (C1l, C2 y C4) causan manifestaciones similares a las del
Lupus Eritomatoso Sistémico, pero con infecciones sinopulmonares recurrentes. Los déficits en
C3 causan un fenotipo indistinguible de las deficiencias de anticuerpos. Las alteraciones en los
componentes tardios que causan defectos en la generacion del complejo de ataque a la
membrana (C5-C9) dan lugar a una susceptibilidad incrementada a las infecciones por
Neisseria sp: meningitis, sepsis o artritis gonococica. Los defectos en la via alternativa
(properdina, factor B y factor D) causan infecciones severas por Neisseria sp y otras bacterias.
La deficiencia en factor H se asocia al Sindrome Urémico Hemolitico Atipico o glomerulonefritis
y asociado a una deficiencia en C3 secundaria, a infecciones piogénicas recurrentes.
Finalmente el defecto en C1 inhibidor esterasa causa Angioedema Hereditario, mientras que los
defectos en DAF y CD59 se dan en pacientes con Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna.

El mejor test para determinar los defectos en la via clasica es el ensayo de la actividad
hemolitica del complemento (CHS50), mientras que para la via alternativa lo es el AHS5O0.
Defectos en ambos test son indicativos de deficiencias en los elementos comunes de las dos
vias (C3-C9).

El diagnéstico definitivo de todas las IDPs se establece con la identificacion del defecto
genético responsable siempre y cuando sea posible, ya que todavia existen algunas en que se
desconoce el gen implicado. Una vez identificada la mutacion, el analisis genético también nos
permite estudiar a la familia para identificar a los individuos portadores de la enfermedad y
realizar diagnosticos prenatales a partir de DNA obtenido por muestreo de vellosidades

coribénicas o amniocentesis.

El tratamiento de las IDPs depende del tipo de enfermedad, pero todos se basan en evitar las
infecciones y paliar los sintomas relacionados. En los déficits de anticuerpos se administran
inmunoglobulinas, bien sean intravenosas (IVIG) o subcutaneas (SGID) como tratamiento
sustitutivo, siendo ambas efectivas en la reduccion de la incidencia de infecciones. Los defectos
de neutrofilos requieren profilaxis sostenida con antibioticos y antifingicos. Se ha visto que la
administracién de IFN-y puede reducir la incidencia de las infecciones severas en algunos de
estos pacientes. En las IDPs con afectacion de los linfocitos T el uso profilactico de
antifingicos, terapia sustitutiva con inmunoglobulinas y el tratamiento agresivo contra
cualquier infeccion son las armas mas efectivas para evitar las temidas infecciones por
microorganismos oportunistas.

Pero el Uinico tratamiento curativo disponible de las IDPs es el trasplante de progenitores
hematopoyéticos (TPH), ya sean de médula 6sea o de sangre de cordén umbilical. Su éxito
dependera del grado de identidad HLA del donante, del tratamiento acondicionador previo y de
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la precocidad del propio trasplante. La mejor opciéon siempre es un hermano HLA idéntico. El
tratamiento acondicionador depende de la enfermedad de base y esta regulado por criterios
especializados. En cuanto al tiempo, la precocidad es el mayor aliado y por ello se han llegado
a realizar trasplantes intrauterinos (Touraine, 1989).

La terapia génica es también una terapia curativa, pero los inconvenientes surgidos en
pacientes con X-SCID sometidos a este tratamiento han frenado el desarrollo de esta potente
herramienta terapéutica. En la actualidad existen ensayos en marcha en SCIDs, pero también
en WAS y CGD (Hacein-Bey-Abina, 2010).

2.6.- IDPs ligadas al X

En la ultima clasificaciéon de las IDPs (Notarangelo, 2009) se describen 11 entidades con
herencia ligada al X:
-X-SCID (Inmunodeficiencia Severa Combinada ligada al X), causada por mutaciones en la
cadena gamma comun del receptor de la IL-2 (gen IL-2RG).
-XHIM (Hiper IgM ligado al X), por alteraciones en CD40L (gen TNFSFS5).
-XLA (Agammaglobulinemia ligada al X), por deficiencias en Btk (gen BTK).
-WAS (Sindrome de Wiskott-Aldrich), por mutaciones en WASP (gen WAS).
-X-DKC (Disqueratosis Congénita ligada al X), por defectos en la disquerina (gen DKCI).
-XLP (Sindromes linfoproliferativos ligados al X), causados por mutaciones en SAP, gen
SAP/SH2DI1A (XLP-1) y XIAP, gen XIAP (XLP-2).
-IPEX (Inmunedisregulacion, Poliendocrinopatia y Enteropatia ligadas al X)), por
alteraciones en FOXP3 (gen FOXP3).
-XLN (Neutropenia ligada al X), también por mutaciones en WASP (gen WAS).
-X-CGD (Enfermedad Granulomatosa Croénica ligada al X), por alteraciones en gp91prhox (gen
CYBB).
-EDA-ID (Displasia Ectodérmica Anhidrética con Inmunodeficiencia), por defectos en
NEMO-IKKy (gen NEMO).
-Deficiencia en Properdina, por déficit en el factor del complemento properdina (gen CFP).

Todos estos genes se distribuyen a lo largo de ambos brazos del cromosoma X (Figura [.2).

BTK
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Figura [.2. Ideograma del cromosoma X dénde se indican los locus de los genes implicados en IDPs.
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Tal y como se ha mencionado anteriormente, las mutaciones en los genes codificados en el
cromosoma X tienen consecuencias muy diferentes en hombres y mujeres: un varén portador
de una copia defectuosa de un gen ligado al X esta enfermo, mientras que una mujer con
defectos en genes codificados por el cromosoma X, al tener una de las 2 copias inactivadas es
un mosaico en el cual la fraccién de células que contiene el cromosoma X activo con la
secuencia nativa del gen es suficiente para mantener las funciones del tejido. Por ello, las
mujeres heterocigotas para las enfermedades ligadas al X suelen ser portadoras silentes. Sin
embargo, si por azar predominan las que tienen activo el cromosoma X con la copia mutada,
pueden ser sintomaticas.

En el caso de algunas IDPs ligadas al X, la situacién es atin mas compleja. Las mujeres
portadoras de algunas enfermedades ligadas al X, como la Agammaglobulinemia ligada al X
(XLA), no presentan una inactivacion aleatoria del cromosoma X en las células B pero si en el
resto de tipos celulares. Una mujer portadora de XLA no posee linfocitos B cuyo cromosoma X
activo tenga la copia mutada del gen BTK porque la fraccién de precursores que contenia el
cromosoma X activo con la copia mutada no pudo desarrollarse y diferenciarse normalmente.
Este fenémeno se denomina inactivaciéon sesgada del cromosoma X. Si el producto del gen
afectado no es imprescindible para el desarrollo de una poblaciéon celular, la inactivacién sera
aleatoria. En el caso de las mujeres portadoras de XLA, los monocitos presentan un patrén de
inactivacion aleatorio del cromosoma X a pesar de expresar la proteina BTK.

Lo mismo sucede en los linfocitos T CD4+ de las portadoras del Sindrome de hiper-IgM ligado
al X (XHIM) o de los linfocitos T de las portadoras de Sindrome de Wiskott-Aldrich (WAS), pero
no de Trombocitopenia ligada al X (XLT), a pesar de estar producidas ambas por mutaciones en
el gen WAS. El porqué hay que buscarlo en el grado de afectacién de la proteina WASP: si la
proteina esta gravemente alterada o ausente, los pacientes presentan fenotipo WAS y en las
mujeres portadoras los linfocitos T con la copia mutada no llegan a periferia porque tienen una
gran desventaja frente a los que expresan la copia nativa; si existe una funcion residual de la
proteina WASP, los pacientes presentan un fenotipo XLT y en las mujeres portadoras se
encuentran en periferia linfocitos T que expresan el cromosoma con la copia mutada porque no

tienen desventaja en su desarrollo.
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3.- Inmunodeficiencias Severas Combinadas

Las Inmunodeficiencias Severas Combinadas (SCID) son un grupo heterogéneo de
inmunodeficiencias en las que esta afectada tanto la inmunidad celular como la humoral.
Tienen una incidencia estimada de 1 de cada 100.000 nacimientos y se caracterizan por una
severa deplecion de los linfocitos T, ya que estan provocadas por defectos en su desarrollo y/o
funcién y, segiin la entidad, pueden estar afectados también los linfocitos B y/o las células NK.
Los pacientes con SCID sufren infecciones de aparicién temprana que suelen estar causadas
por organismos oportunistas como Pneumocystis jiroveci, Aspergillus sp o Herpesviradae. La
migracion trasplacental de linfocitos T maternos aloreactivos es un fenémeno comun que
provoca la enfermedad del injerto contra el huésped (graft versus host disease, GVHD).

La forma mas frecuente de SCID es la ligada al sexo (X-SCID; MIM: 300400) con 1 afectado
por cada 200.000 nacimientos, la mitad de todas las SCID. Se caracteriza por una ausencia de
linfocitos T y NK e hipogammaglobulinemia, a pesar de la presencia en numeros normales e
incluso elevados de linfocitos B (T-B+NK-). Esta causada por alteraciones en la cadena gamma
comun del receptor de la IL-2 (IL-2Ryc) que esta codificada en Xql12-13.1 (Noguchi, 1993b;
Puck, 1993). Este receptor esta constitutivamente expresado en los linfocitos T, B y las células
NK, asi como en las células mieloides y eritroblastos. La IL-2Ryc forma parte del receptor de la
IL-2, pero también de los receptores de la IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 e IL-21, participando en su
senalizacion intracelular.

Otras formas de SCID pueden presentar un fenotipo similar pero una herencia autosémica
recesiva, como la deficiencia en JAK3 (MIM: 600802; T-B+NK-) (Notarangelo, 2000). JAK3 es un
miembro de la familia de las proteinas kinasa asociadas a Janus que juega un papel crucial en
la sefializacién de las citocinas hematopoyéticas IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 e IL-21 ya que es la
Unica enzima asociada a la molécula IL-2Ryc. En el Déficit en la cadena alfa de la IL-7 (IL-7Ra)
(MIM: 608971) las manifestaciones clinicas son similares pero tienen un numero normal de
células NK (T-B+NK+), ya que este receptor no esta implicado en el desarrollo de estas células.
La Disgenesia Reticular (MIM: 267500) es la forma de SCID mas severa ya que estan afectados
tanto el linaje mieloide como el linfoide. Esta causada por mutaciones en la adenilato kinasa
AK2 (Lagresle-Peyrou, 2009; Pannicke, 2009) que dan lugar a niveles indetectables de
granulocitos y células T y normales de células B y monocitos con hipogammaglobulinemia y
sordera bilateral neurosensorial.

Existen SCID T-B-NK+ que tienen una radiosensibildad celular incrementada y estan
causadas por mutaciones en Artemis (MIM: 602450), una proteina implicada en la reparacion
del DNA. Ademas, esta la Deficiencia en Adenosin Deaminasa (ADA; MIM: 102700) y la
Deficiencia en la Fosforilasa de Nucleétidos Purinas (PNP; MIM: 613179) que causan SCID en
la que estan ausentes tanto los linfocitos T, como los B y las NK. Las SCID causadas por
alteraciones en los genes RAG (MIM: 601457) tienen las manifestaciones clinicas tipicas de las
SCID con ausencia de linfocitos T y B, pero no de NK (T-B-NK+). Las recombinasas RAG-1 y
RAG-2 estan implicadas en el reordenamiento de los segmentos V(D)J de los genes de los
receptores de la célula T (TCR) y de la célula B (BCR o Ig) y por ello s6lo estan afectadas estas
lineas linfoides.

El Sindrome de Omenn (OS; MIM: 603554) es una SCID autosémica recesiva caracterizada por

la temprana apariciéon de erupciones cutaneas generalizadas, eritrodermia exudativa, nodulos
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linfaticos aumentados, hepatoesplenomegalia, infecciones respiratorias graves y/o diarrea,
hiponatremia con edema, eosinofila y niveles elevados de IgE. El Sindrome de Omenn fue
descrito en 1965 pero no fue hasta 1998 cuando se descubrié que estaba causado por
mutaciones en los genes RAG (Villa, 1998). En estos pacientes las recombinasas RAG tienen
una expresion y funcién parcial que permite algin reordenamiento de TCR y con ello la
generacion de linfocitos T oligoclonales con expansion periférica y de caracter autoreactivo
(Rieux-Laucat, 1998). En total, un 20% de los pacientes con SCID tienen mutaciones en los
genes RAG. La misma mutaciéon en los genes RAG puede dar lugar a un SCID T-B-NK+ o a un
OS, incluso dentro de la misma familia (de Saint Basile, 1991), por lo que otros elementos
como los factores epigenéticos deben de ser necesarios para generar el fenotipo Omenn.
Recientemente se han descrito mutaciones hipomorficas en otros genes responsables de SCID,
como ADA, Artemis, IL7RA, que dan lugar a fenotipo Omenn (Giliani, 2006). La explicacion
tendria los mismos argumentos que en el caso de las mutaciones en RAG.

3.1.- Manifestaciones clinicas e inmunolégicas de las SCID

Los pacientes con X-SCID desarrollan durante el primer afio de vida candiadiasis oral,
diarreas cronicas y/o pneumonias intersticiales. Los patdégenos responsables suelen ser
Pneumocystis jiroveci, Candida albicans, Pseudomonas sp y otras bacterias gram negativas y
gram positivas, asi como el virus respiratorio sincitial, herpesvirus y hongos. Estos nifos
tienen un timo extremadamente pequefio (atrofia timica) y también estan menguados los
organos linfoides secundarios como las amigdalas. A nivel inmunolégico, existe una grave
linfopenia, con bajos niveles de linfocitos T y células NK y normales o elevados de linfocitos B.
Estas células B son inmaduras y poseen caracteristicas fenotipicas de las células B del cordén
umbilical. Los niveles séricos de inmunoglobulinas reflejan la presencia de IgG maternas y una
ausencia de IgM, IgA e IgE. A menudo estos pacientes tienen linfocitos de origen materno que
alteran el contaje linfocitario. Si estos linfocitos T maternos estan activados pueden provocar
exantemas, exfoliaciones cutaneas y eosinofilia. De todas formas, el nimero de linfocitos T, By
NK no es uniforme en todos los pacientes, estando sujeto a modificaciones por la naturaleza de
la alteracion genética en IL-2RG y otros factores genéticos y medioambientales. Se han descrito
pacientes X-SCID con niveles bajos de linfocitos B o normales de células NKs (Pepper, 1995) y
con presencia de timo (Poliani, 2009).

Los pacientes con deficiencia en JAK3 son indistinguibles de los pacientes con X-SCID en
cuanto a manifestaciones clinicas e inmunologicas se refiere. La diferencia radica en que estos
pacientes ademas de nifios pueden ser ninas debido a la herencia autosémica recesiva.

Los pacientes con Disgenesia Reticular presentan una profunda neutropenia asociada a una
linfopenia de células T, mientras que el linaje B no esta afectado. El nimero de monocitos es
normal, asi como el de plaquetas y eritrocitos. Ademas, los pacientes sufren sordera bilateral
neurosensorial. Se observa una deplecion del tejido linfoide, donde hay una escasez de células
en los organos hematopoyéticos primarios y secundarios, que deja ver el tejido reticular
prominente, del cual deriva el nombre de la enfermedad (de, 1959). La falta de neutroéfilos en
estos pacientes es la responsable de la incidencia de infecciones severas mucho mas
tempranas, si cabe, que en otras formas de SCID, ya que ademas de la inmunidad adaptativa,

tanto la celular como la humoral, esta comprometida la inmunidad innata.
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La presentacion clinica de los pacientes con SCID por deficiencia en RAG son infecciones
respiratorias graves, diarreas crénicas, candiadiasis oral y dermatitis eczematoide. Los
parasitos intracelulares como Listeria sp y Legionella sp, y el virus de Epstein-Barr y el
citomegalovirus pueden causar complicaciones letales. Estos pacientes presentan linfopenia
con ausencia de linfocitos T y B propios, de manera que casi todas las células circulantes son
NK. Tras la desaparicién de las Igs maternas, se da una profunda hipogammaglobulinemia. La
persistencia de los linfocitos T maternos es comun y puede llevar a manifestaciones clinicas de
GVHD. Hay una ausencia de 6rganos linfoides secundarios.

Los pacientes con OS desarrollan poco después del nacimiento eritrodermia generalizada con
descamacién. Los infiltrados masivos de las capas superiores de la dermis le dan un aspecto
caracteristico (paquidermia) que se acompana de alopecia. Posteriormente, tienen las tipicas
infecciones de las SCID, acompanadas de linfoadenopatias, hepatoesplenomegalia, anemia e
hipoproteinemia. La linfopenia no es habitual. A pesar de tener nédulos linfaticos grandes, su
arquitectura esta alterada. Los linfocitos T tienen niveles normales o elevados y el cociente
CD4/CD8 esta alterado. Estos linfocitos T circulantes expresan marcadores de activaciéon y/o
memoria (HLA-DR, CD45RO, CD25, CD95, CD30) pero las respuestas proliferativas a
mitégenos y antigenos estan muy disminuidas, ya que son células T funcionalmente
defectuosas. Por ello, a pesar de tener células T son extremadamente inmunodeficientes y son
susceptibles a infecciones bacterianas, virales y fingicas. Las manifestaciones clinicas pueden
confundirse con las de un SCID con linfocitos T maternos autoreactivos, por ello debe
determinarse que los linfocitos T sean propios del paciente. Un dato diferencial importante es
que no se detectan linfocitos B ni en sangre periférica ni en oérganos linfoides. También
presentan eosinofilia y niveles elevados de IgE pero ausentes de los otros isotipos. Existe un
sesgo hacia Th2, que lleva a la produccién incrementada de IL-4 y la IL-5, que se supone son
responsables de la elevada sintesis de IgE y de la eosinofilia, respectivamente. Algunos
pacientes presentan un fenotipo intermedio entre SCID y OS.

3.2.- Vias de senalizacion a través de IL-2Ryc

El receptor de la IL-2 esta formado por la cadena y, que es comun a otros receptores, la
cadena B3, que se expresa constitutivamente en linfocitos T, y la cadena a, que se expresa en
linfocitos T tras su activacion, incrementando la afinidad del receptor por la IL-2 unas 100
veces. Ademas, IL-2-Ryc forma parte de los receptores de la IL-4 (Kondo, 1993), IL-7 (Noguchi,
1993a), IL-9 (Kimura, 1995), IL-15 (Giri, 1994) e IL-21 (Habib, 2002). El papel que ejerce en
cada uno de ellos varia. Asi, en el IL-7R es imprescindible para que se generen sefales para el
desarrollo de los progenitores linfociticos a partir de las células hematopoyéticas
indiferenciadas, por ejemplo, promoviendo la expresion de las recombinasas RAG-1 y RAG-2
(Muegge, 1993). En el IL-15R es necesario para generar senales requeridas para el desarrollo
de las células NK. En la senalizaciéon a través de IL-21R es importante tanto para la inmunidad
innata como la adaptativa, bien incrementando las funciones efectoras de las células NK,
aumentando la produccién de IFN-y o potenciando la respuesta de los linfocitos T y B frente a
antigenos especificos. En el caso del [L-4R y del IL-9R se desconoce cudl es su papel fisiologico.
Tras la activaciéon a través de cualquiera de estas citocinas en la superficie celular, IL-2-Ryc
transmite una senal de activacion intracelular gracias a su asociacion con JAK3, un miembro
de la familia Janus de tirosinas kinasa (Johnston, 1994). Residuos especificos de JAK3 son
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fosforilados activando asi a proteinas de la familia STAT, STAT3 y STATS, que dimerizaran y

migraran al nuiicleo donde ejerceran su funciéon como factores de transcripcion (Figura 1.3).
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Figura I.3. Esquema de la union de IL-2Ryc (yc) a las citocinas y receptores con los que interactua y de su senalizacién
a través de JAK3 y STATS.

3.3.- Bases moleculares del X-SCID y la Deficiencia en JAK3

El locus responsable de X-SCID fue mapeado por analisis de ligamiento en la parte proximal
del brazo largo del cromosoma X en 1987 (de Saint Basile, 1987). Ese mismo afio se descubri6
que las mujeres que eran portadoras obligadas de la enfermedad so6lo expresaban el
cromosoma X no mutado en sus linfocitos T. Esta inactivacién sesgada refleja una desventaja
selectiva en la proliferacion, diferenciacion o supervivencia de progenitores linfocitarios que no
contienen el producto normal del gen. Esta inactivacion es sesgada tanto en los linfocitos Ty B
como en las células NK, pero es aleatoria en granulocitos, monocitos y otros tejidos (Puck,
1987). Por tanto, el producto de ese locus es necesario para el desarrollo linfoide de las células
pluripotenciales de la médula ésea, pero no para el mieloide. Pero no fue hasta 1993 cuando 2
grupos (Noguchi, 1993b; Puck, 1993) demostraron que el gen que codifica la cadena gamma
comun del receptor de la IL-2 (IL-2RG), que habia sido clonado el afio anterior (Takeshita,
1992), estaba localizado en el locus del X-SCID. Se encontraron mutaciones deletéreas en este
gen en pacientes con X-SCID, demostrando asi que IL-2RG es el gen afectado en esta patologia.
IL-2RG codifica la cadena gamma comun del receptor de la IL-2 (IL-2-Ryc). Este gen esta
localizado en Xql13.1 y se expande a lo largo de 4,14 Kb agrupado en 8 exones (Figura [.4). Su
transcripcion genera un mRNA de 1.451 nucleétidos que se traduce en una proteina de 369

19



Introduccion

aminoacidos y 42 KDa de peso molecular. Es una proteina tipo I que forma parte de la familia
de los receptores de citocinas. Contiene 4 cisteinas conservadas en el extremo extracelular (N-
terminal), la caja WSXWS tipica de los receptores de citocinas, un gran dominio hidrofébico
transmembrana y una parte intracelular con secuencias homélogas a SH2 en su extremo C-

terminal.

— o v o ] 18 K

Figura [.4. Esquema del gen IL-2RG, que codifica IL-2-Ryc (www.ensembl.org).

La correspondencia uno a uno existente entre IL-2-Ryc y JAK3 hizo sospechar que los
pacientes con fenotipo clinico de X-SCID pero con una herencia autosémica recesiva podian
tener mutaciones en JAK3 (Macchi, 1995). El gen JAK3 esta codificado en el cromosoma 19
(19p13.1) y se expande a lo largo de 23,25 Kb distribuido en 24 exones (Figura I.5)
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Figura [.5. Esquema del gen JAK3 (www.ensembl.org).

Se transcribe en un mRNA de 5.432 nucleétidos que se traduce en una proteina de 1.124
aminoacidos y 125 KDa de peso molecular, perteneciente a la familia Janus de tirosinas
kinasas. Esta familia esta formada por 4 miembros: JAK1, JAK2, JAK3 y Tyk2. Todos ellos
comparten una estructura similar, con un dominio kinasa C-terminal, denominado JH1, un
dominio tipo kinasa mas proximal (JH2) y otras 5 regiones homoélogas en N-terminal (JH3-
JH7). La expresion de JAK3 esta restringida a células hematopoyéticas, y esta implicada en la
diferenciacion linfoide.

3.4.- Analisis mutacional del gen IL-2RG

Se han reportado mutaciones en IL-2RG responsables de X-SCID en todos los grupos raciales.
Existen bases de datos de mutaciones en IL-2RG disponibles en internet, como por ejemplo
http:/ /www.genome.gov/DIR/GMBB/SCID. Se han descrito tanto mutaciones nonsense

(cambio a codén STOP) como mutaciones missense (sustitucion de aminoacido). Las
mutaciones missense pueden alterar dominios esenciales de la proteina, como las cisteinas
extracelulares o el motivo WSXWS entre otros. En algunos pacientes se han detectado
inserciones, deleciones o mutaciones de splicing responsables de la patologia, ya que alteran la
pauta de lectura de la proteina.

Las mutaciones en este gen no estan uniformemente distribuidas, sino que existen hot spots
mutacionales (puntos calientes donde la frecuencia de mutaciones es mayor de lo esperado),
cinco de ellos relacionados con dinucleétidos CpG y situados en los exones 5 y 6. Todos son
sustituciones de diferentes Argininas: p.Arg224Trp, p.Arg226Cys, p.Arg226His, p.Arg285GIn y
p-Arg289STOP.

La mayoria de las mutaciones reportadas comprometen severamente la expresion de IL-2-Ryc,

y si la permiten, la molécula no es funcional. Existen casos excepcionales en los que la

20



Introduccion

proteina conserva parte de su funcién y da lugar a una sintomatologia mas leve con nimeros
normales de linfocitos T (DiSanto, 1994).

3.5.- Analisis mutacional del gen JAK3

La identificacién de mutaciones en el gen JAK3 como responsables de SCID T-B+NK- se basé
en el analisis de genes candidatos. Se han descrito todo tipo de mutaciones en homocigosis y
en heterocigosis compuesta, que se extienden a lo largo de todo el gen: mutaciones missense,
nonsense, deleciones, inserciones y alteraciones de splicing. Las mutaciones missense y las
pequenas deleciones que conservan la pauta de lectura han permitido analizar la funcion de
los diferentes dominios de JAK3. Existen bases de estas mutaciones disponibles en internet,
como la http://bioinf.uta.fi/JAK3base en las que estan registradas todas ellas.

3.6.- Bases moleculares de la Disgenesia Reticular

En el afio 2009 se describié que mutaciones en el gen que codifica la adenilato kinasa 2 (AK2)
son las causantes de la Disgenesia Reticular (Lagresle-Peyrou, 2009; Pannicke, 2009). Se
identifico gracias al analisis de desequilibrio de ligamiento en multiples familias con individuos
afectados, que delimité una region en el cromosoma 1, 1p31-p34, que contenia dicho gen.

El gen AK2 tiene casi 29 Kb (Figura 1.6) y codifica 2 mRNAs diferentes por splicing alternativo,
que dan lugar a dos proteinas que se diferencian en el extremo carboxiterminal:

-AK2A, de 239 aminoacidos y 26 KDa de peso molecular, que esta codificada por los 6
primeros exones que generan un mRNA de 1.021 bp.
-AK2B, de 232 residuos y 25 KDa, en el que del sexto ex6n pasamos por un sitio de splicing

criptico a un séptimo situado en 3’, con un mRNA de 3.586 bp.
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Figura [.6. Esquema del gen AK2 (www.ensembl.org).

AK2 se expresa en el espacio intermembranoso mitocondrial de una gran variedad de tejidos,
como higado, rin6én, bazo y corazéon (Noma, 1998). AK2 también se expresa en la stria
vascularis de la coclea del oido interno, de ahi la sordera bilateral neurosensorial asociada a la
Disgenesia Reticular (Lagresle-Peyrou, 2009). La localizacion de AK2 en el espacio
intermembranoso mitocondrial sugiere un papel en el abastecimiento de la energia necesaria
para la proliferaciéon de los precursores hematopoyéticos y/o en el control de la apoptosis
celular. Estudios en Drosophila y €l pez zebra indican que AK2 tiene un papel importante
durante el desarrollo (Pannicke, 2009).

3.7.- Analisis mutacional del gen AK2

Hasta la fecha, s6lo se han publicado las mutaciones descritas en los articulos originales
donde se asociaban por primera vez las alteraciones en dicho gen con la Disgenesia Reticular
(Lagresle-Peyrou, 2009; Pannicke, 2009). Se trata de mutaciones en homocigosis missense,
nonsense, deleciones que van desde 1 base a SKb, mutaciones de splicing y heterocigotos
compuestos de este tipo de mutaciones.
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3.8.- Bases moleculares del SCID T-B- y OS

Tanto las inmunoglobulinas como los TCRs poseen 2 dominios estructurales: una region
constante, que media las funciones efectoras, y una regién variable, que forma el bolsillo de
unién al antigeno. Estos dominios variables se generan mediante un fenémeno de
recombinacién dirigido denominado recombinacion V(D)J que tiene lugar entre un grupo de
segmentos génicos denominados V (variabilidad), D (diversidad) y J (unién, joining). Este
mecanismo consiste en cortar y pegar fragmentos de DNA y es llevado a cabo por un complejo
multiproteico del que forman parte, entre otros, las recombinasas RAG-1 y RAG-2 y Artemis. El
dimero RAG es necesario y suficiente para iniciar el proceso (McBlane, 1995).

El conocimiento de estas proteinas llevo a pensar que los pacientes SCID con deficiencia en la
recombinaciéon V(D)J (SCID T-B-NK+) podrian tener mutaciones en los genes RAG (Schwarz,
1996). El descubrimiento de pacientes con SCID y OS dentro de la misma familia llevé a
analizar los genes RAG en OS, mostrando que estos pacientes también tienen mutaciones en
los genes RAG (Villa, 1998).

Los genes RAG-1 y RAG-2 estan ambos localizados en 11pl3, separados por unas 15 Kb.
Ambos tienen 2 exones, aunque la regiéon codificante esta s6lo en el segundo. El gen RAG-1,
que abarca 11,75 Kb, se transcribe a un mRNA de 6.582 bp que se traduce a una proteina de
1.043 residuos y 119 KDa (Figura 1.7a). El gen RAG-2 con 6,32 Kb de longitud, da lugar a un
mRNA de 2.412 bp y una proteina de 527 aminoacidos y 59 KDa (Figura 1.7b).
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Figura 1.7. Esquema de los genes RAG-1 (a) y RAG-2 (b) (www.ensembl.org).

Estas proteinas estan muy conservadas a lo largo de la evolucién. Ambas tienen secuencias de
localizacién nuclear en el extremo N-terminal, un dominio de dimerizacién, un core catalitico y

dominio de union al DNA situado en C-terminal.

3.9.- Analisis mutacional de los genes RAG-1 y RAG-2

Por tanto, las mutaciones en RAG son responsables del SCID T-B-NK+ pero también del OS.
La diferencia clinica radica en el tipo de mutaciones. Este fenémeno ha sido descrito en otras
IDPs como por ejemplo el Sindrome de Wiskott-Aldrich, la Trombocitopenia ligada al X y la
Neutropenia ligada al X, que estan causadas todas ellas por alteraciones en el gen WAS.
Existen bases de datos de mutaciones de los genes RAG-1 y RAG-2 disponibles en internet,
como por ejemplo http://bioinf.uta.fi/RAG1base y http:/ /bioinf.uta.fi/RAG2base, entre otras.
Las mutaciones en RAG que son responsables de SCID son alteraciones que anulan

totalmente la capacidad recombinasa de estas proteinas, ya sean mutaciones nonsense (codéon

STOP), missense (cambio de aminoacido), inserciones o deleciones. Las células pre-B y pre-T
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no sobreviven durante el desarrollo linfocitario si no reciben sefales de supervivencia a través
de sus receptores pre-B y pre-T, respectivamente. En el caso de una deficiencia completa en
RAG, la recombinaciéon V(D)J no puede iniciarse, por lo que las cadenas IgM y TCR no se
sintetizan y no estan disponibles para formar el receptor pre-B ni el pre-T. Estos precursores
linfocitarios no recibiran senales de supervivencia y moriran. De ahi la linfopenia T y B de
estos pacientes.

Sin embargo, el OS esta causado por mutaciones hipomorficas, es decir, que las proteinas
conservan parte de su actividad recombinasa. Por ello, estos pacientes presentan linfocitos T
oligoclonales en periferia. Se trata principalmente de mutaciones missense. En general, los
pacientes con SCID tienen 2 alelos nulos, mientras que los de OS pueden tener 2 alelos
parciales o 1 parcial y 1 nulo.

Las mutaciones de los pacientes con SCID y OS han ayudado a dilucidar el papel de
determinados residuos dentro de la proteina. Existen pacientes con OS que tienen una
delecién en el extremo 5’ de RAG-1 que llevan a un corrimiento en la pauta de lectura y la
aparicion de un STOP. Sin embargo, existe una recombinacion V(D)J residual. Se ha visto que
es debido a una proteina truncada que se genera a partir de una metionina intermedia que
conserva parte de su actividad generando un repertorio restringido (Noordzij, 2000).

Se ha descrito un nuevo grupo de pacientes con deficiencia en RAG que tienen algunas, pero
no todas, las caracteristicas clinicas e inmunologicas del OS, por lo que son denominados
SCID/OS atipicos o Omenn-like. Son portadores de almenos una mutacion missense: existe
una recombinaciéon V(D)J parcial responsable del desarrollo de algunas células T e incluso B
(de Villartay, 2005). Por tanto, se cree que la presencia de una actividad parcial de RAG debe
de ser un pre-requisito para el OS, pero que otros factores epigenéticos son necesarios para
que se desarrolle esta enfermedad (Corneo, 2001).

3.10.- Diagnostico de las SCID

El diagnéstico de X-SCID debe de ser considerado en nifios varones con una grave linfopenia,
bajos niveles de linfocitos T y células NK, niveles normales o elevados de linfocitos B e
hipogammaglobulinemia (con variabilidad de la IgG que es de origen materno). En la
exploracion por rayos X no debe existir sombra timica. En la mitad de los casos se constata
una historia familiar de herencia ligada al sexo. En un paciente con manifestaciones clinicas
tipicas de X-SCID pero con un elevado numero de linfocitos T debe indagarse su origen, ya que
podrian ser de origen materno y confundir el diagnéstico. Existen anticuerpos monoclonales
contra la molécula IL-2Ryc, por lo que puede ser detectada en la superficie de linfocitos y
monocitos por inmunofluorescencia, aunque la interpretacion de los resultados es dificil debido
a los bajos niveles de expresion de esta proteina. Ademas, la presencia de linfocitos T maternos
puede interferir. Por otro lado, algunas formas mutadas de la proteina pueden expresarse a
niveles equivalentes a las formas nativas, por lo que sélo el analisis genético confirmara el
diagnéstico.

En nifas y en varones una vez descartada la forma ligada al X, se considerara el analisis de
otros genes candidatos, como JAK3 o IL7RA. En el caso de la deficiencia en JAK3 se puede
evaluar la fosforilacién de STATS tras la activacion con IL-2. En el caso de que la linfopenia
vaya acompanada de neutropenia se debe plantear el diagnoéstico de Disgenesia Reticular y el

consecuente estudio del gen AK2.
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El diagnostico de SCID por deficiencia en RAG se considerara en pacientes, tanto ninos como
ninas, con una grave linfopenia, bajos niveles de linfocitos T y B pero normales de células NK,
hipogammaglobulinemia y dermatitis eczemoide. También puede haber linfocitos T de origen
materno. En el caso del OS, la eritrodermia generalizada, la eosinofilia, los niveles elevados de
IgE en ausencia de linfocitos B, y los linfocitos T oligoclonales autoreactivos, seran claves para
orientar el diagnéstico. Unicamente el estudio de los genes RAG-1 y RAG-2 confirmara estas
entidades.

En las familias en las que se haya identificado la mutacion responsable de estas patologias, se
pueden realizar diagnoésticos prenatales mediante el analisis de DNA obtenido en un muestreo

de vellosidades corionicas.

3.11.- Tratamiento y pronodstico de las SCID

Todas las SCID son enfermedades muy graves en la que la mayoria de los pacientes mueren
en los primeros anos de vida. Son enfermedades fatales a no ser que el sistema inmune sea
reconstituido, bien mediante un trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) de médula
O0sea o de sangre de cordon umbilical o por la correccion de células hematopoyéticas autologas
por terapia génica. Desde el diagnéstico hasta la recuperacion total del TPH, se administran
inmunoglobulinas intravenosas (IVIG) y tratamientos profilacticos con antibiéticos,
antifingicos y antivirales para garantizar la cura total. Los pacientes que reciben el TPH poco
después del nacimiento tienen una mejor evolucién: un implante mas rapido, pocas infecciones
post-TPH y menos GVHD. En los pacientes con OS es especialmente importante el TPH precoz,
ya que permanecen en estado critico debido a los problemas cutaneos e intestinales
relacionados con sus células T autoreactivas. Ademas, estas células T pueden evitar un
implante correcto de las células del donante por lo que el acondicionamiento debe de ser muy
agresivo.

La X-SCID fue la primera enfermedad que se cur6é con un TPH de médula ésea en el anno 1968
(Gatti, 1968). Fue de un hermano HLA idéntico y marcé el inicio de estas terapias. También fue
la primera en realizarse un TPH haploidéntico con células T deplecionadas (Shearer, 1985). El
diagnéstico temprano, los nuevos antibiéticos y los cuidados de soporte han hecho posible la
evolucién del X-SCID de fatal a curable. Un 90% de estos nifios que reciben un TPH sobreviven
(Buckley, 2004). Ademas, también fue la primera enfermedad tratada exitosamente con terapia
génica (Cavazzana-Calvo, 2000). Se realiz6 en enfermos que no tenian un donante HLA
compatible. El protocolo consistié en exponer ex vivo células de la médula 6sea del paciente a
retrovirus que contenian el cDNA de IL-2Ryc y reinfundirlas posteriormente. La terapia fue un
éxito y se repitié en otras series. Pero un acontecimiento inesperado frené esta terapia en seco:
algunos de los pacientes tratados desarrollaron leucemias de los clones de células T que
habian incorporado la construccién retroviral cerca de un oncogen. Uno de ellos murié como

consecuencia de la leucemia (Hacein-Bey-Abina, 2003).
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4.- Sindromes de hiper-IgM

Los Sindromes de hiper-IgM (HIGM) son enfermedades congénitas caracterizadas por
infecciones recurrentes por gérmenes patéogenos o saprofitos, con niveles séricos muy bajos de
IgG, IgA e IgE y normales o elevados de IgM (Notarangelo, 1992). Son consecuencia de distintos
defectos moleculares que llevan a un fallo en la generacién del repertorio de anticuerpos
(Figura 1.8). La mas comun es la forma ligada al X (XHIM o HIGM-1; MIM: 308230) que esta
causada por mutaciones en el gen que codifica la proteina CD40L que se expresa en la
superficie de las células T CD4+ activadas (Aruffo, 1993). Las mutaciones en la molécula con la
que interacciona CD40L, denominada CD40 y que se expresa constitutivamente en las células
B, causan el HIGM-3 (Ferrari, 2001) (MIM: 606843). El1 HIGM-2 (MIM: 605258) y el HIGM-5
(MIM: 608106) estan causados por mutaciones en las enzimas AID (Citosin deaminasa
inducida por activacién) (Revy, 2000) y UNG (Uracil DNA glicosilasa) (Imai, 2003b)
respectivamente, y que estan selectivamente expresadas en las células B de los centros
germinales. Se desconoce cual es la causa del HIGM-4 (MIM: 608184) aunque se supone que se
trata de un defecto posterior a la actividad de la enzima AID en la generacion de los
anticuerpos y que esta relacionado con la reparacion del DNA (Peron, 2007). Todas estas otras

formas de HIGM tienen una herencia autosémica recesiva.

Figura [.8. Esquema sobre los diferentes tipos de hiper-IgM y el defecto molecular responsable.

Otra forma de hiper-IgM ligado al X es el que esta asociado con la Displasia Anhidrotica
Ectodérmica con Inmunodeficiencia (XHM-ED o EDA-ID; MIM: 300291) que esta causada por
mutaciones en el gen que codifica el modular esencial de NF-kB (NEMO), también denominado
IKKy. NEMO es un factor requerido en varias vias de transduccion, entre ellas la que se activa
por la interaccion CD40-CD40L (Zonana, 2000).

4.1.- Generacion del repertorio de anticuerpos

La generacion del repertorio de anticuerpos requiere dos pasos sucesivos. El primer paso es

independiente de la interaccién antigeno-célula T y tiene lugar en la médula ésea. Alli, los
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linfocitos B inmaduros reordenan los segmentos génicos V (variabilidad), D (diversidad) y J
(unién, joining) de sus inmunoglobulinas gracias a lo cual se forma un segmento integrado
funcional V(D)J que estad separado de la region constante p (Cp) por un intrén. Un
procedimiento similar ocurre con las cadenas ligeras k y A. Posteriormente se transcribe y el
RNA se procesa para dar lugar a un mRNA funcional que se traducira en la proteina IgM. De
esta manera se genera un primer repertorio de anticuerpos formado exclusivamente por IgM.

El segundo paso es dependiente de la interaccion antigeno-célula T y tiene lugar en los
organos linfoides secundarios. El antigeno es presentado por el linfocito B en un contexto de
MHC II al linfocito T CD4+ que lo reconoce a través de su TCR. El reconocimiento del antigeno
junto con la interaccion de moléculas coestimuladoras provoca la activaciéon del linfocito T
CD4+ que pasa a expresar CD40L en su superficie. CD40L interacciona con CD40 que se
expresa de forma constitutiva en la célula B. Esta interaccién conduce a la proliferacion de las
células B, a su diferenciaciéon y a la formacion de centros germinales. Los linfocitos T CD4+
activados secretan citocinas para incrementar la proliferacion y para determinar el isotipo de
inmunoglobulinas que se van a generar. Es en los centros germinales donde se dan de forma
exclusiva dos fenémenos genéticos que llevan a esta generacion del segundo repertorio de
anticuerpos. El primero de ellos es el cambio de isotipo de las inmunoglobulinas (CSR o class
switch recombination) que tiene lugar a través de un proceso de recombinacién entre dos
regiones S (switch) diferentes que estan localizadas por encima de cada regién C en el gen que
codifica las inmunoglobulinas (Figura [.9). El cambio de la region Cp por una region constante
de otro isotipo de inmunoglobulina (Cy, Ca, Cg) es lo que conduce a la produccién de IgG, IgA e
IgE que contienen la misma regién V especifica (Kinoshita, 2000). En este proceso intervienen

diferentes enzimas como por ejemplo AID y UNG.
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Figura 1.9. Esquema simplificado del proceso de cambio de isotipo de las inmunoglobulinas (CSR), en este caso de IgA.

El segundo evento genético es la hipermutacién somatica (SHM), que consiste en generar
mutaciones puntuales en las regiones V de las inmunoglobulinas para mejorar la afinidad de
los anticuerpos (Jacobs, 2001). En este proceso también interviene AID, aunque con la
participacion de otros cofactores diferentes a UNG. Este paso precede a la seleccion de las
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células B: seleccion positiva si tienen un receptor con alta afinidad por el antigeno o seleccion
negativa si tienen un receptor con una baja afinidad por el antigeno o una especificidad para
un auto-antigeno. Algunas de las células B activadas no secretaran inmunoglobulinas si no

que se transformaran en células B memoria.

4.2.- Manifestaciones clinicas e inmunoldgicas de los Sindromes HIGM

Los Sindromes de hiper-IgM son inmunodeficiencias humorales. El XHIM y el HIGM-3 también
son inmunodeficiencias combinadas ya que, ademas de estar comprometida la funcién de las
células B, estan afectadas las células T. Por ello, los pacientes con XHIM y HIGM-3 comparten
caracteristicas que los diferencian de los pacientes con HIGM-2, HIGM-4 y HIGM-S5, y
viceversa.

Los primeros sintomas de los pacientes con HIGM aparecen a edades muy tempranas. Son
comunes las infecciones recurrentes en el oido y en todo el tracto respiratorio y
gastrointestinal. En el XHIM y el HIGM-3 son frecuentes las infecciones por microorganismos
oportunistas, como la neumonia causada por Pneumocystis jiroveci (Levitt, 1983) y la diarrea
créonica asociada a Cryptosporidium (Stiehm, 1986), que también es el responsable de las
colangitis esclerosantes que padecen estos pacientes (DiPalma, 1986). También se han
reportado casos de hepatitis crénica e incluso cirrosis por infeccién del virus de la hepatitis B o
C (Levy, 1997). Las infecciones oportunistas no suceden en los otros tipos de HIGM porque la
inmunidad mediada por células esta intacta (Revy, 1998).

La neutropenia es una alteracion hematologica comtn en el XHIM y el HIGM-3. En la mayoria
de los casos esta causada por un bloqueo en la fase promielocito-mielocito en el desarrollo de
los neutrofilos (Notarangelo, 1992). Las ulceras orales y las proctitis son habituales debido a la
neutropenia cronica o ciclica. Ademas, los pacientes con XHIM tienen un elevado riesgo de
padecer neoplasias, especialmente linfomas y canceres del tracto gastrointestinal, sobretodo
hepaticos (Hayward, 1997).

La hiperplasia linfoide (esplenomegalia, hepatomegalia y linfoadenopatias) distingue al HIGM-2
y al HIGM-5 de las otras formas de hipogammaglobulinemias primarias. Esta hiperplasia es
consecuencia de los grandes centros germinales que surgen como resultado de una
proliferacién continua de células B que no son capaces de generar una respuesta de
anticuerpos adecuada (Revy, 2000). Por el contrario, los nédulos linfaticos de los pacientes con
XHIM e HIGM-3 carecen de centros germinales debido a la falta de interaccion entre CD40 y
CDA40L en las areas extrafoliculares, lo que lleva a un reclutamiento insuficiente de precursores
en estos centros (Ferrari, 2001).

Todas las formas de hiper-IgM se caracterizan por tener niveles muy bajos de IgG, IgA e IgE,
niveles normales o elevados de IgM y un ntimero normal de células B circulantes. Los niveles
elevados de IgM son resultado de una sintesis policlonal y se ven incrementados con la edad,
sobretodo si se ha retrasado el inicio de la terapia sustitutiva con inmunoglobulinas
intravenosas (Levy, 1997).

Los niveles de anticuerpos especificos del isotipo IgM son normales. La vacunacion con
antigenos T dependientes lleva a una disminucion en la produccion de IgM tanto en la
respuesta primaria como en la secundaria, pero la producciéon de anticuerpos IgG especificos
en una inmunizacion posterior es inexistente o muy baja (Nonoyama, 1993). También se ha
observado que los fenémenos de hipermutacion somatica (SHM) y de reordenamiento génico
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(CSR) tienen una menor frecuencia en estos pacientes (Chu, 1995), por lo que los anticuerpos
producidos en respuesta a la vacunaciéon son de menor afinidad. La incapacidad que tienen
estos pacientes para generar respuestas de anticuerpos de alta afinidad, asi como de generar
respuestas IgG e IgA especificas para antigenos T dependientes, es una consecuencia directa
de su defecto genético, ya que la célula B no puede cambiar de isotipo ni transformarse en una
célula B memoria.

Las células B de los pacientes con HIGM expresan en su superficie IgM y/o IgD, pero no otros
isotipos, tanto en sangre periférica como en nédulos linfaticos (Levitt, 1983). En algunos casos
hay una coexpresiéon de IgM e IgG que se atribuye a un procesamiento alternativo de los largos
transcritos de mRNA generados en ausencia de recombinaciones para el cambio de isotipo
(Akahori, 1990). Se ha demostrado que las células B de los pacientes con XHIM son
integramente funcionales ya que son capaces de producir IgG, IgA e IgE en cultivos in vitro
estimulados con anti-CD40 (o CD40L soluble) con la combinacion adecuada de citoquinas.

4.3.- Bases moleculares del XHIM

El locus del XHIM fue localizado en Xq26.3-27 (Padayachee, 1992). Posteriormente se clono el
gen CD40L y se localiz6 en la misma region del cromosoma X (Graf, 1992). Estos hechos
llevaron a la conclusién de que mutaciones en el gen CD40L causan el XHIM (Allen, 1993;
Aruffo, 1993; DiSanto, 1993; Fuleihan, 1993; Korthauer, 1993). El gen CD40L, denominado
actualmente TNFSFS5, tiene unas 12 Kb y esta organizado en 5 exones (Figura 1.10).

 +  + + 0

=i} 12.20 Kb =

Figura I.10. Esquema del gen TNFSF5, que codifica CD40L (www.ensembl.org).

El mRNA tiene una pauta de lectura de 783 bp que codifican una proteina de membrana tipo
IT de 261 aminoacidos. El dominio extracelular tiene en total 215 residuos, el transmembrana
24 y el intracelular 22. Esta glicoproteina de 39 KDa forma parte de la familia de los TNF
debido a que la parte extracelular contiene un dominio homélogo comun a todos los miembros.
El pertenecer a esta familia originé el cambio del nombre del gen a TNFSF5. La unidad
funcional es un homotrimero (Karpusas, 1995) y los residuos 189-209 parecen ser criticos
para su unién a CD40 (Peitsch, 1993).

Varios estudios han demostrado la importancia de la interaccion CD40-CD40L en la
inmunidad humoral. Se ha visto que CD40L recombinante mimetiza al anticuerpo monoclonal
anti-CD40 siendo ambos capaces de estimular la proliferacion de células B en presencia de
PMA y de inducir la sintesis de inmunoglobulinas (Lane, 1993; Spriggs, 1992). Ademas, los
anticuerpos contra CD40L pueden bloquear la activacion T dependiente de las células B
(Noelle, 1992).

CD40L también actiia como factor de crecimiento de las células T, siendo una molécula
coestimuladora tanto para las células T aff como para las y6 (Armitage, 1993). CD40L es
también esencial para la activacion de la funcion efectora de los macréfagos por parte de las
células T (Stout, 1996).
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TNFSFS5 es un gen fuertemente inducible que se expresa principalmente en las células T CD4+.
Los linfocitos T CD4+ en reposo no expresan CD40L. Para la expresion del gen TNFSF5 es
necesaria la activaciéon de la PKC (proteina kinasa C) y el incremento del calcio intracelular
(Fuleihan, 1994). Esto se consigue in vitro con la estimulacién con PMA y ionomicina.

La expresion de CD40L esta estrechamente regulada a lo largo de todo el desarrollo del
individuo. Los timocitos humanos CD4+ CD8+ inmaduros de nifios menores de 2 afnos no
expresan CD40L después de la activaciéon. Por el contrario, los timocitos maduros CD4+, pero
no los CD8+, si expresan CD40L. Las células timicas epiteliales y las células dendriticas
expresan CD40, sugiriendo que la interaccion CD40-CD40L podria tener un papel en el
desarrollo de las células T. De hecho, la seleccion negativa por antigenos y superantigenos
expresados endogenamente es bloqueada con la administraciéon de anticuerpos anti-CD40L,
ilustrando el papel de CD40L en la seleccion timica (Foy, 1995). La capacidad de las células T
para expresar CD40L aparece en el primer mes de edad y alcanza su maximo en la
adolescencia tardia (Brugnoni, 1994).

4.4.- Analisis mutacional del gen TNFSF5

Las mutaciones responsables del XHIM se distribuyen a lo largo de todo el gen TNFSF5 y son
muy heterogéneas. La mayoria estan localizadas en el exén 5 que es donde esta casi todo el
dominio homoélogo al TNF (Hollenbaugh et al., 1992). Existen bases de datos de mutaciones

disponibles en internet, como por ejemplo http://bioinf.uta.fi/CD40Lbase/.

Un amplio estudio de la Sociedad Europea de Inmunodeficiencias (ESID) realizado en 53
familias con XHIM revel6 que las alteraciones mas comunes son las mutaciones missense
(cambio de aminoéacido), seguidas de las mutaciones nonsense (codén STOP), las deleciones, las
inserciones y las mutaciones en las regiones de splicing (Notarangelo, 1996). Estudios
posteriores han demostrado que la frecuencia de las mutaciones en las regiones de splicing es
mayor que la de las deleciones e inserciones. Se ha observado que familias aparentemente no
relacionadas comparten mutaciones, por lo que se cree que existen hot spots mutacionales,
como por ejemplo los residuos 140 y 254.

Las mutaciones missense pueden afectar a la organizacion del monomero de CD40L, a la
formacién del homotrimero funcional o a su unién a CD40. El efecto de las sustituciones de
aminoacidos en la expresiéon y funcién de CD40L se ha establecido mediante experimentos de
mutagénesis dirigida y ha contribuido a definir el papel que juega cada residuo en el
plegamiento y ensamblaje de la molécula y en su unién a CD40.

Las inserciones y deleciones son menos frecuentes que las otras mutaciones. En una familia

se ha descrito una deleciéon de mas de 10 Kb por delante del ex6n 4 (Seyama, 1998).

4.5.- Diagnoéstico del XHIM

El diagnostico de XHIM debe considerarse en nifios con infecciones asociadas a bajos niveles
séricos de IgG, IgA e IgE, pero elevados o normales de IgM. Las células T CD4+ activadas de
estos pacientes no expresan moléculas funcionales de CD40L. Esto puede ser demostrado
estimulando in vitro los linfocitos T con PMA y ionomicina y analizando su expresiéon con
anticuerpos anti-CD40L. Existen una serie de factores criticos que se deben tener en cuenta
cuando se hace un diagnéstico de XHIM mediante este ensayo. Primero, se deben incluir
controles de activacion de las células T, como CD69, para descartar la CVID puesto que un
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subgrupo de estos pacientes tiene defectos en la expresion de CD40L porque esta afectada toda
la activacion de las células T (Farrington, 1994). Segundo, puesto que CD40L se expresa en las
células T CD4+ activadas se debe analizar la proporcion de linfocitos T CD4+, ya que los
pacientes con deficiencia en MHC de clase II fallan al expresar CD40L porque tienen una
proporciéon disminuida de estas células (Callard, 1994). Y tercero, se debe tener en cuenta la
edad del individuo ya que la expresiéon de CD40L en las células T neonatales activadas esta
fisiol6gicamente reducida (Brugnoni, 1994). Por este motivo, esta prueba es insuficiente para
diagnosticar el XHIM en recién nacidos.

Esta técnica puede dar falsos negativos ya que los anticuerpos pueden llegar a reconocer
formas mutadas de la proteina. La confirmacién definitiva del diagnostico de XHIM se alcanza
a través de estudios genéticos. La busqueda de mutaciones a nivel del gen TNFSF5 permite
diagnosticar incluso aquellos casos en los que la prueba funcional daba un resultado normal.
A diferencia de otras IDPs ligadas al X, las mujeres portadoras del XHIM tienen un patron de
inactivacion del cromosoma X totalmente aleatorio. En estas portadoras existen dos
subpoblaciones de linfocitos T circulantes, una que expresa el alelo CD40L normal y otra el
mutado. Las portadoras del XHIM que tienen una menor proporcion de células T con CD40L
normal no tienen ninguna clinica ni ningin defecto inmunolégico, lo que indica que la
expresion limitada de CD40L es suficiente para inducir el cambio de isotipo y una normal
generacion de células B memoria (Hollenbaugh, 1994).

A pesar de que la identificacion de estas dos subpoblaciones de células T CD4+ activadas
(CD40L+ y CD40L-) podria ser utilizada para detectar mujeres portadoras de la enfermedad, la
variabilidad de la inactivacion aleatoria del cromosoma X limita la fiabilidad de este ensayo.
Por este motivo, la deteccion de mujeres portadoras se debe llevar a cabo mediante el analisis
de la secuencia del gen TNFSF5. En estas familias se pueden realizar diagnosticos prenatales
mediante el analisis de dicho gen en el DNA obtenido en un muestreo de vellosidades

coribénicas.

4.6.- Tratamiento y pronéstico del XHIM

El pronéstico a largo plazo de los pacientes con XHIM es peor que el de otras formas de
hipogammaglobulinemias congénitas puesto que se trata de una inmunodeficiencia primaria
combinada: ademas de la inmunidad humoral esta comprometida la inmunidad celular.

S6lo un 20% de los pacientes alcanzan la tercera década de vida y el 75% de estos pacientes
tienen complicaciones hepaticas. La infeccion por Pneumocystis jiroveci tiene un impacto muy
importante en la morbilidad y mortalidad durante los cinco primeros afios de vida, mientras
que las afectaciones hepaticas contribuyen a la mortalidad tardia (Hayward, 1997; Levy, 1997).
El tratamiento comtn para todos estos pacientes es la infusién regular de inmunoglobulinas
intravenosas. Con ello se reduce la severidad y frecuencia de las infecciones, se normalizan los
niveles de IgM (en especial si el tratamiento se ha iniciado en una edad temprana) y puede
llegar a corregirse la neutropenia. Si la neutropenia es muy severa se administra G-CSF
recombinante (Wang, 1994).

Pero en ocasiones este tratamiento no es suficiente y se requiere el trasplante de progenitores
hematopoyéticos (TPH), ya sean de médula 6sea o de sangre de cordén umbilical (Thomas,
1995).
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5.- Agammaglobulinemia ligada al X

La Agammaglobulinemia ligada al X (XLA; MIM: 300755) fue descrita en el afno 1952 por el Dr.
Odgen Bruton, motivo por el cual también se le conoce como Enfermedad de Bruton. Bruton
describié el caso de un varén de 8 afios de edad que desde los 4 era muy susceptible a las
infecciones bacterianas, particularmente a las causadas por Streptococcus pneumoniae. El
analisis del suero mediante electroforesis mostré una ausencia total de inmunoglobulinas
(Bruton, 1952). Por ello Bruton la denominé agammaglobulinemia, aunque posteriormente se
ha visto que algunos pacientes con XLA si tienen niveles considerables de inmunoglobulinas.
Ademas, Bruton inici6 el tratamiento sustitutivo con inmunoglobulinas subcutaneas,
demostrando asi su eficacia.

En los afios 50 no estaba clara la relacién entre los linfocitos y las células plasmaticas. Los
estudios sobre la XLA fueron cruciales para desvelarla, ya que mas de una década después se
demostré que la XLA estaba causada por un bloqueo en la diferenciacion de los linfocitos B que
implicaba una ausencia de células plasmaticas (Smith, 1997).

La XLA esta considerada el prototipo de inmunodeficiencia primaria y fue la primera
enfermedad humana que afecta el sistema inmune en la que se identificé el defecto
responsable. El gen implicado fue aislado simultaneamente por dos grupos en el ano 1993 y
codifica una tirosina kinasa citoplasmatica que fue designada como tirosina kinasa de la
Agammaglobulinemia de Bruton (BTK) (Tsukada, 1993; Vetrie, 1993).

A pesar de que la proteina Btk también se expresa en otros linajes hematopoyéticos aparte del
de los linfocitos B, no existen evidencias demostradas de que defectos en estas otras células
contribuyan al fenotipo XLA. La XLA es una enfermedad ligada al X tipica, en la que los
varones afectados heredan el gen mutado de su madre, que es una portadora sana de la
enfermedad. Los linfocitos B de las mujeres portadoras de la enfermedad expresan
mayoritariamente el cromosoma X con la copia nativa del gen BTK. Sin embargo, en los otros
linajes hematopoyéticos la inactivacion es aleatoria (Conley, 1998a). Este hecho demuestra que
Btk es esencial para la diferenciacion y supervivencia de los linfocitos B pero no para los otros

linajes.

5.1.- Manifestaciones clinicas e inmunolégicas de la XLA

La incidencia de la XLA es de 1 cada 200.000 varones. El debut de la enfermedad suele
producirse durante el primer aiio de vida cuando la IgG de transferencia materna ha sido ya
catabolizada. Algunos pocos pacientes permanecen asintomaticos hasta la adolescencia.

Al igual que sucede en otras inmunodeficiencias de anticuerpos, las manifestaciones clinicas
predominantes de la XLA son infecciones bacterianas recurrentes del tracto respiratorio y
gastrointestinal que pueden llegar a ser crénicas. Los sintomas mas frecuentes son neumonia,
otitis media y diarrea, asi como sinusitis, conjuntivitis y pioderma, causadas principalmente
por Dbacterias pidégenas como Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae y
Staphylococcus aureus. La diseminacién de la infeccion puede causar septicemia, meningitis,
artritis séptica u osteomielitis (Sideras, 1995).

Lo que distingue la XLA de otros defectos humorales es la frecuencia incrementada de
infecciones croénicas provocadas por enterovirus que causan meningoencefalitis. La encefalitis

cronica progresiva causada por infecciones enterovirales es una complicacion muy grave de la
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XLA que puede ser letal; de hecho es la causa mas frecuente de mortalidad en los pacientes
con XLA. Las otras causas de mortalidad son enfermedad pulmonar croénica, amiloidosis,
septicemia con osteomielitis y enfermedad inflamatoria intestinal (Ochs, 1996).

No son importantes otro tipo de infecciones viricas ni tampoco fingicas ni protozoarias, lo que
indica que la inmunidad celular no esta comprometida. Por otro lado, no existe predisposicion
a enfermedades autoinmunes, reacciones alérgicas o tumores.

El defecto en el linaje B provoca una ausencia de linfocitos B y de células plasmaticas en todos
los o6rganos. Los organos linfoides secundarios estan reducidos en tamano y carecen de
foliculos y centros germinales. El analisis de la médula 6sea en estos pacientes muestra la
existencia de un bloqueo en la maduracién entre la célula pre-B temprana Cp-negativa y la
célula pre-B Cp-positiva (Nomura, 2000). La severidad en el bloqueo es variable por lo que
algunos pacientes pueden tener células pre-B aunque su capacidad proliferativa esté
comprometida (Campana, 1990).

Los datos de laboratorio caracteristicos de la XLA reflejan el defecto en el linaje B: nuimero
muy reducido de linfocitos B y ausencia de todos los isotipos de inmunoglobulinas séricas. Los
linfocitos T muestran un incremento relativo. Raramente los pacientes con XLA pueden tener
un numero normal o casi normal de linfocitos B y de inmunoglobulinas. En estos pacientes
esta recomendado el estudio del espectro de anticuerpos asi como de las respuestas de

anticuerpos antigeno-especificas.

5.2.- Bases moleculares de la XLA

El defecto genético de la XLA fue identificado a través de dos estrategias diferentes: el clonaje
posicional de la regién cromosémica implicada en la enfermedad y la investigaciéon de nuevas
proteinas tirosina kinasa expresadas en linfocitos B. Esta nueva proteina que fue denominada
tirosina kinasa de la Agammaglobulinemia de Bruton (BTK) y que esta codificada por el gen
BTK, es la proteina alterada en la XLA. Fue la primera proteina tirosina kinasa citoplasmatica
implicada en enfermedad humana hereditaria.

El gen BTK esta localizado en el brazo largo del cromosoma X en la region Xg22.1. Tiene 19
exones que se extienden a lo largo de 36,7 Kb (Figura [.11). Codifica un mRNA de 2.579 bp que
se traduce en una proteina de 659 aminoacidos y un peso molecular de 77 KDa.

= 374 Kb Fewemesimnd

Figura I.11. Esquema del gen BTK, que codifica Btk (www.ensembl.org).

Btk forma parte de la familia de proteinas tirosina kinasa Tec. Contiene 5 dominios proteicos.
Desde el extremo C terminal esta SH1 (Src homologyl), dominio kinasa de unos 280 residuos;
SH2, dominio de unos 100 aminoacidos que se une a residuos tirosina fosforilados; SH3, que
interactia con regiones ricas en prolina y que tiene 65 residuos; TH (Tec homology) de
aproximadamente 80 aminoacidos que se une a iones Zinc?*; y PH (Pleckstrin homology) de 140
residuos que permite la localizacion de la proteina en membrana a través de su unién a grupos
fosfatidil-inositol (Pawson, 1995).
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Btk se expresa en todas las células hematopoyéticas a excepcion de los linfocitos T y las
células plasmaticas. Se ha observado que las células CD34+, que son las células precursoras
hematopoyéticas, expresan BTK, indicando asi que el gen BTK se activa durante la

diferenciacion temprana.

5.3.- Aspectos funcionales de BTK

En la maduracion de los linfocitos B se distinguen diferentes etapas, siendo el linfocito pre-B
una de ellas. Este linfocito pre-B tiene un receptor inmaduro, el pre-BCR, que debe
ensamblarse adecuadamente para poder transmitir sefales al interior de la célula. Estas
sefiales permitiran la seleccién de la cadena pesada (Cp) y el reordenamiento de las cadenas
ligeras del receptor del linfocito B maduro (BCR) (Conley, 2000). La estimulacién del pre-BCR
provoca la formacion de un complejo de senalizacion de membrana en el que esta Btk (Guo,
2000). La activacién de Btk lleva a un incremento en la concentracion de Ca2* intracelular que
provoca una progresion en el ciclo celular y con ello el avance hacia la siguiente etapa de
maduracion: la célula pre-B temprana Cp-negativa pasa a célula pre-B Cp-positiva. Btk es
imprescindible para que tenga lugar este proceso.

Btk interacciona con multitud de receptores tanto en el linfocitos B como en las otras células
hematopoyéticas donde se expresa, desarrollando gran variedad de funciones (Lindvall, 2005)

(Figura I.12).
Receptor Fc BCR TLR Integrina
Receptor Receptor asociado
tirosina kinasa a proteina G
Receptor Receptor
de Muerte Citoquinas

Incremento / \\A> Expresion
del Ca?* Génica

Reorganizacion Proliferacion y Supervivencia y
del citoesqueleto Diferenciacion Apoptosis

Figura I.12. Modelo esquematico de la sefializacion a través de Btk y de las funciones en las que esta implicada.

Como ya se ha mencionado anteriormente, Btk es critica en pasos clave del linaje B:
proliferacion, desarrollo, diferenciacion, supervivencia y apoptosis. Btk forma parte del
complejo de senalizacion del BCR del linfocito B maduro. Tras la estimulacién del BCR, Btk
incrementa la concentracion de Ca2?* intracelular a través de la activacién de la PLCy. El
incremento de Ca?* provoca una serie de eventos celulares como la activacién de factores de
transcripcion especificos y el reordenamiento del citoesqueleto para entrar en la fase S del ciclo
celular. Para ello, Btk esta unida directa o indirectamente a proteinas como WASP, Akt, Ras,
JNK, Bcl-2 o Bcl-x que participan en vias tan diversas como la cascada de las MAPK, rutas
antiapoptoéticas o reguladoras del citoesqueleto. Ademas, Btk influye sobre procesos que
suceden dentro del nucleo celular modificando factores de transcripcion como STATS y TFI-II

mediante fosforilacion de sus tirosinas o uniéndose directamente a ellos para formar un
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complejo que se localiza en el ntucleo, que es lo que sucede con el factor de transcripcion
Bright. También participa en la via del NF-kB cuando hay estimulacién a través del BCR y tras
la unién del LPS a los TLRs. Es necesario que Btk mantenga una actividad y un tiempo de
accioén 6ptimos, por lo que existen mecanismos de retroalimentaciéon negativos.

También se han descrito interacciones de Btk con otros receptores de membrana del linfocito
B como el receptor de la IL-5 o el receptor de la IL-10.

Ademas, Btk interacciona con el receptor Fce de los mastocitos, el cual media la liberaciéon de
sus granulos via IgE en respuesta al alérgeno. De hecho, parece jugar un papel importante en
la eficiencia de la respuesta. Y también participa en la activacion de las plaquetas para su

agregacion.

5.4.- Analisis mutacional del gen BTK

Las primeras mutaciones identificadas en pacientes con XLA eran sustituciones de
aminoacidos del dominio kinasa SH1 (Vetrie, 1993). Sin embargo, posteriormente se ha visto
que las mutaciones estan distribuidas a lo largo de todo el gen, afectando a todos los dominios
de la proteina. En 1994 se cre6 una base de datos con todas las mutaciones descritas en el gen
BTK, denominada BTKbase (http://bioinf.uta.fi/BTKbase). Esta base es accesible desde

Internet y es actualizada constantemente.

Se han descrito todo tipo de mutaciones en el gen BTK: mutaciones missense (con cambio de
aminoacido), nonsense (con apariciéon de un codén STOP), deleciones, inserciones y mutaciones
que afectan al splicing.

Al igual que en otras IDPs ligadas al X, muchas de las mutaciones que afectan a un solo
aminoacido incluyen una diana CpG (Lindvall, 2005). Las mutaciones missense se encuentran
mayoritariamente en el dominio SH1 y especialmente en la region mas C terminal. Este tipo de
mutaciones también existen en los dominios PH y SH2, pero son muy minoritarias en TH y
SH3. Sin embargo, las mutaciones nonsense estan igualmente distribuidas a lo largo del gen.
La mayoria de inserciones y deleciones llevan a la pérdida de la pauta de lectura y con ella la
aparicion de un codon STOP. Las grandes deleciones pueden afectar a varios exones e intrones
e incluso a genes vecinos, como el gen TIMMS8A. La afectacion de estos dos genes da lugar a
pacientes con XLA que padecen manifestaciones sensoriales y neurolégicas (Richter, 2001).

No se han podido establecer correlaciones entre el genotipo y el fenotipo de los pacientes con
XLA. Existe incluso una variacion fenotipica entre individuos pertenecientes a la misma familia
y que tienen la misma mutacién. Por eso se cree que hay otros factores genéticos y ambientales
que contribuyen al fenotipo final.

Las mujeres portadoras de mutaciones en el gen BTK son sanas y no muestran signos de XLA.
Esto es debido a una fuerte seleccion a favor de los linfocitos B que expresan el cromosoma X
que contiene el gen BTK nativo (Conley, 1986). Estos linfocitos B tienen una ventaja en la
seleccion pero también en la posterior diferenciacion, lo que hace muy improbable que incluso
en mujeres en los que el patréon de inactivacion fue muy sesgado a favor de gen mutado estén
afectadas. Sin embargo, se ha descrito el caso de una mujer con XLA con una mutacién en
heterocigosis heredada de su padre (Takada, 2004). Existen otras posibilidades teéricas que
pueden dar lugar a mujeres con XLA como por ejemplo translocaciones del cromosoma X,
Sindrome de Turner o disomia uniparental (Conley, 1992).
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5.5.- Diagnéstico de la XLA

El diagnéstico de XLA es mas que probable en varones con un numero muy reducido de
linfocitos B (<1% de linfocitos) y bajos niveles de inmunoglobulinas. Puede haber una herencia
ligada al sexo con mas de una generaciéon afectada (2 de cada 3 casos) o ser esporadicos
causados por una mutacién de novo (1 de cada 3). Los niveles de proteina Btk se pueden
analizar mediante técnicas de citometria de flujo y de western blot. Debido a la ausencia casi
total de linfocitos B en los pacientes con sospecha diagnéstica de XLA, estas técnicas de
deteccion de proteina deben realizarse sobre otros tipos celulares que contengan dicha
proteina, como por ejemplo los monocitos. Estas técnicas también sirven para la deteccion de
portadoras, ya que se observa una expresion bimodal de la proteina en los monocitos. El
diagnostico de XLA debe confirmarse por analisis del gen BTK.

En las formas menos graves de la enfermedad el ntimero de linfocitos B y los niveles de
inmunoglobulinas estan parcialmente disminuidos, por lo que pueden confundirse con
Sindrome de hiper-IgM (HIGM), Inmunodeficiencia Comun Variable (CVID) o Sindrome
Linfoproliferativo ligado al X (XLP).

En el diagnéstico prenatal en familias con la mutacién ya identificada se puede analizar el
DNA procedente de vellosidades coriénicas.

5.6.- Tratamiento y pronodstico de la XLA

Como en otras inmunodeficiencias de anticuerpos, la terapia sustitutiva con
inmunoglobulinas es esencial (Roifman, 1985). Se pueden conseguir niveles normales de IgG
en plasma con altas dosis de inmunoglobulinas intravenosas o subcutaneas. Es importante
que estos pacientes reciban las dosis adecuadas ya que asi pueden evitar las infecciones
fatales por enterovirus, ya que una vez se ha adquirido meningoencefalitis enteroviral suele ser
resistente a la terapia (Liese, 1992). Los pacientes que reciben un tratamiento adecuado
permanecen libres de infeccion la mayor parte del tiempo. Cuando no es asi, durante las
infecciones bacterianas reciben antibiéticos. Suele ser necesaria una administracion
prolongada, aunque en muchos casos no es posible erradicar el agente infeccioso
completamente.

Otra opcion real para los pacientes con XLA, no exenta de riesgos, es el transplante de
progenitores hematopoyéticos (TPH) de médula ésea o de sangre de cordén umbilical.

La terapia génica aparece como un posible tratamiento de futuro. En teoria es una enfermedad
compatible con esta terapia ya que la adquisicién de la proteina nativa comporta una ventaja
evolutiva para el linfocito B. Sin embargo, podria ser peligroso debido a la actividad kinasa de
Btk ya que se ha visto que la sobreexpresiéon de otras kinasas puede llevar a la formaciéon de
tumores (Heisterkamp, 1990).

Con todo, el pronéstico de los pacientes con XLA ha mejorado mucho en los ultimos afios con

el uso de la terapia sustitutiva con inmunoglobulinas y el tratamiento antibiético.
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6.- Sindrome de Wiskott-Aldrich

La primera descripcion del Sindrome de Wiskott-Aldrich (WAS; MIM: 301000) publicada en
1937 definia claramente el fenotipo clinico de esta enfermedad: 3 hermanos varones, pero no
sus hermanas, presentaban poco después del nacimiento trombocitopenia, diarreas
sanguinolentas, eczema e infecciones recurrentes del oido (Wiskott, 1937). Diecisiete anos
después, Aldrich describe una gran familia con multiples varones afectados, demostrando asi
la herencia ligada al X de esta enfermedad (Aldrich, 1954). Posteriormente, se describi6 la
progresiva linfopenia, la ausencia de hipersensibilidad retardada y la andémala produccion de
anticuerpos in vivo (Blaese, 1968; Cooper, 1968). Muchos estudios indicaban que se trataba de
un defecto de los linfocitos T (Molina, 1993). Esta idea se vio reforzada con el descubrimiento
de que la proteina WAS (WASP), proteina mutada en este sindrome, juega un papel esencial en
la remodelacion del citoesqueleto posterior a la activaciéon a través del receptor de la célula T
(TCR) (Barda-Saad, 2005), contribuyendo a la formacién de la sinapsis inmunolégica entre la
célula T y las células presentadoras de antigeno (Dupre, 2002). Mas tarde se vio que las
mutaciones en WASP también afectan a la funcion de las células B (Park, 2005), de las NKs
(Orange, 2002) e incluso de las células dendriticas (de Noronha, 2005). En la actualidad
sabemos que WASP es una proteina reguladora del citoesqueleto que se expresa en las células
CD34+, por lo que todas las células de origen hematopoyético tendran afectada su
funcionalidad.

Los pacientes con WAS tienen trombocitopenia con plaquetas pequenas (Grottum, 1969).
Presentan eczema, probablemente de origen alérgico puesto que va acompanado de eosinofilia
y de elevados niveles de IgE (Berglund, 1968). Ademas, existe un riesgo incrementado de
enfermedades autoinmunes y tumores, principalmente linfomas (Kildeberg, 1961).

La Trombocitopenia ligada al X (XLT; MIM: 313900) es una entidad parecida al WAS pero
mucho menos grave. La caracteristica comun es la trombocitopenia con plaquetas pequefias
(Villa, 1995), que puede ser intermitente (Notarangelo, 2002). El eczema, si lo presentan, es
poco severo. Las funciones inmunologicas estan menos alteradas, siendo incluso normales, y
no hay ni alteraciones autoinmunes ni riesgo incrementado de tumores.

La Neutropenia ligada al X (XLN; MIM: 300299) es una enfermedad completamente distinta a
las dos anteriores, que se caracteriza por neutropenia congénita severa acompafada de
infecciones bacterianas recurrentes, pero al igual que ellas esta causada por alteraciones en el
gen WAS, que codifica la proteina WASP (Devriendt, 2001). En WAS y XLT hay una pérdida de
funcion de la proteina, total en el primer caso y parcial en el segundo, mientras que en la XLN
hay una ganancia de funcién.

6.1.- Manifestaciones clinicas e inmunolégicas del WAS y XLT

La incidencia de WAS se estima entre 1 y 10 casos por cada millon de individuos, aunque se
cree que podria ser mayor. Se desconoce la incidencia real de la XLT, ya que muchos son
diagnosticados de Trombocitopenia Idiopatica (ITP).

Las manifestaciones del WAS y la XLT suelen estar presentes en el nacimiento en forma de
petequias, contusiones y diarreas sanguinolentas. Debido a la pérdida de sangre, tienen
anemia. El eczema, medio y localizado o severo y generalizado, es una manifestacién temprana

del WAS. Los pacientes con XLT tienen eczemas leves y transitorios o ausencia de ellos (Imai,
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2004). Algunos pacientes con WAS desarrollan alergias a alimentos o farmacos que pueden
causarles choques anafilacticos.

El hallazgo mas persistente en el diagnodstico, tanto en el WAS como en la XLT, es la
trombocitopenia con plaquetas pequeinas. El recuento de plaquetas es muy variable en estos
pacientes (5-50-10°2/L). El volumen plaquetar medio es la mitad del de los individuos control
(3,8-5 fl versus 7-10,5 fl) dando lugar a una disminucién del plaquetocrito. La esplenoctomia
incrementa el numero de plaquetas y su volumen, pero sin llegar a valores normales.
Probablemente es porque, aunque se disminuye su destruccion, no se logra normalizar su vida
media, que en el WAS y la XLT estda muy disminuida. A pesar de todo, la incidencia de
sangrados graves es relativamente baja teniendo en cuenta las pocas plaquetas que tienen, lo
que sugiere que las que hay funcionan correctamente. Las mujeres portadoras de WAS tienen
sus plaquetas totalmente normales. Este hecho se explica por la inactivaciéon sesgada del
cromosoma X (Fearon, 1988). En cambio, en la XLT la inactivaciéon es aleatoria, por lo que
algunas mujeres portadoras tienen trombocitopenia leve y son diagnosticadas de ITP (Inoue,
2002).

La inmunodeficiencia de los pacientes con WAS puede ser posterior a la observacion de la
trombocitopenia y el eczema. Debido a que la inmunodeficiencia del WAS es tanto celular como
humoral, las infecciones son una manifestacion muy comun. Las mas frecuentes son otitis
media, sinusitis, neumonia, sepsis y diarreas de origen bacteriano. También son frecuentes,
pero menos, las infecciones virales por varicela y herpes simplex, las fingicas por Candida sp y
las infestaciones por Pneumocystis jiroveci. En todas ellas encontramos niveles elevados de
proteina C reactiva. Los pacientes con XLT carecen de infecciones severas y recurrentes.

El grado de inmunodeficiencia de los pacientes con WAS varia entre familias y depende
mayoritariamente de la mutaciéon y de su efecto en la expresion de WASP (Imai, 2004). Durante
la infancia el nimero de linfocitos circulantes de estos pacientes puede ser normal, pero ira
disminuyendo debido a un incremento en la muerte celular de las células T (Ochs, 1980). En
los individuos con XLT no hay linfopenia (Rawlings, 1999). En los pacientes con WAS la
funcion de las células T esta comprometida debido a un defecto a la sefnalizacién via TCR,
aunque el grado depende de la dosis del estimulo y de la fuerza de coestimulacién. Por ello, la
respuesta a mitégenos no esta muy afectada, pero la respuesta a aloantigenos esta deprimida
(Ochs, 2006). Ademas, las pruebas de hipersensibilidad retardada estan alteradas en casi
todos los pacientes con WAS. Por otro lado, las células T de estos pacientes tienen la
morfologia alterada, teniendo muy pocas proyecciones tipo microvilli en su superficie, y
malformaciones intrinsecas, indicando que la regulaciéon del citoesqueleto es crucial.

En los pacientes con WAS los niveles séricos de IgG son normales, los de IgM bajos y los de
IgA e IgE elevados. La respuesta de anticuerpos es normal frente a algunos antigenos, pero
insuficiente frente a otros. Los pacientes con XLT tienen una respuesta de anticuerpos
equivalente a los individuos control.

En todos los pacientes con WAS y en muchos con XLT la citotoxicidad celular mediada por las
células NK esta comprometida debido a una capacidad reducida de estas células para formar
conjugados con las células diana, localizar la perforina y senalizar via CD16. Sin embargo, el
porcentaje de estas células NK es normal o incluso mayor que en la poblaciéon sana para
intentar compensar la funcién defectuosa (Gismondi, 2004).

Las mutaciones en WASP también afectan a macrofagos, neutroéfilos, células dendriticas,
células de Langerhans y otras células de origen mieloide como los osteoclastos.
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La alteracibn en las células B contribuye tanto a la inmunodeficiencia como a la
autoinmunidad, sobretodo de tipo hematologico. Las manifestaciones mas comunes son
anemia hemolitica autoinmune, vasculitis, nefropatia, puUrpura, enfermedad inflamatoria
intestinal y neutropenia.

En el WAS los tumores pueden aparecer durante la infancia pero son mas habituales en la
adolescencia y en la edad adulta. El mas frecuente es el linfoma de células B EBV+, siendo su
pronéstico muy malo. Es destacable senalar que hasta la fecha no se ha reportado ningtn caso
de tumores en pacientes con WAS que hayan sido sometidos a un trasplante de progenitores
hematopoyéticos (TPH).

6.2.- Bases moleculares del WAS/XLT

El gen WAS se delimité en la region Xpl1.22-Xp11.3 a través del estudio de familias con
multiples miembros afectados de WAS (Kwan, 1991). Posteriormente se aislé por clonaje
posicional y se demostré que mutaciones en este gen causaban WAS y XLT (Derry, 1994).

El gen WAS tiene 12 exones distribuidos a lo largo de 7,61 Kb de DNA genémico (Figura I.13).
Se transcribe un mRNA de 1.821 bp que se traduce en una proteina de 502 aminoacidos y 54
KDa de peso molecular.

F— Forward simnd TE1 Kb —

Figura I.13 Esquema del gen WAS, que codifica WASP (www.ensembl.org).

WASP se expresa constitutivamente en el citoplasma de todas las células hematopoyéticas,
especialmente en las zonas préximas a la membrana celular, siendo responsable de funciones
claves: es un importante regulador del citoesqueleto de actina. La importancia de WASP varia
en los diferentes estadios de diferenciacion de las células, siendo mayor en las fases mas
avanzadas. Se ha postulado que la inactivacion totalmente sesgada del cromosoma X en las
mujeres portadoras de WAS que se da en todas las células de origen hematopoyético podria ser
debido a que las células con el cromosoma mutado activo no podrian migrar del higado fetal a
la médula 6sea de manera adecuada, viéndose desplazadas por aquellas con el cromosoma
nativo activo (Lacout, 2003).

WASP es un miembro de la familia de las proteinas que regulan la reorganizacion del
citoesqueleto de actina (Fachetti, 1998). Contiene tres dominios claves: VCA, GBD y WH1. La
polimerizacién de la actina es iniciada por las proteinas relacionadas con la actina (Arp, actin
related protein). WASP interacciona a través de VCA con Arp2 y Arp3, que forman el complejo
Arp2/3 y que provoca la nucleacion de la actina y la consecuente formacion de los filamentos.
En el citoplasma WASP esta autoinhibida debido al secuestro del dominio VCA por GBD
(dominio de union a GTPasa). Cuando CDC42 se une a GBD, la tirosina 291 se fosforila y VCA
queda libre para que Arp2/3 se unan e inicien la nucleacion de la actina (Figura I.14). De esta
manera, se promueve la proliferacién, la fagocitosis, la quimiotaxis y la formaciéon de
estructuras adherentes y sinapsis inmunologicas. WASP se une por su dominio WH1 a la

proteina WIP (WASP interacting-protein) que la protege de su degradacion. La importancia
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clinica de WIP es muy elevada ya que se ha descrito una paciente con fenotipo WAS con
mutaciones en el gen que codifica esta proteina (Thrasher, 2010).

WASP autoinhibida WH1 - H GBD
rrr
VCA P
Arp2 .
Actina
GIE monomérica
e O
WASP activada WHL - Y GBD - - VCA
@ Arp2 Filamento
v G de Actina

Figura I.14. Esquema de los dominios de la proteina WASP y la implicacién en su autoinhibicién y activacion.

La reorganizacién de la actina es esencial para los cambios en la forma de la célula, su
movimiento y la formacion de sinapsis. La activacién del TCR en la célula T reclutara a WASP
para permitir la formacion de la sinapsis inmunolégica (Barda-Saad, 2005). Ademas, la
defectuosa polimerizacion de la actina promueve la apoptosis de los linfocitos T de los
pacientes con WAS. También los linfocitos B tienen alterada la morfologia, la migracién y la
adhesion y en las NK hay defectos en la formacién de la sinapsis con la célula diana.

Los monocitos, macréofagos, osteoclastos y células dendriticas de pacientes con WAS tienen
defectos en la adhesioén y orientacién en gradientes quimiotacticos por carecer de podosomas y
filpodios, ambas estructuras de filamentos de actina (Badolato, 1998). También esta afectada
la fagocitosis y la quimiotaxis.

Por otro lado, WASP inicia cascadas para la integracion de senales que llevan a la
translocacion nuclear de factores de transcripcion como NF-AT y NF-kB durante el contacto
célula-célula, lo cual podria ser independiente de su papel en la reorganizacion del

citoesqueleto.

6.3.- Analisis mutacional del gen WAS

Se han realizado estudios mutacionales en grandes series de pacientes con WAS y XLT.
Existen bases de datos con todas las mutaciones descritas hasta el momento, la mas completa

disponible en internet es http://homepage.mac.com/kohsukeimai/wasp/waspbase.html. Las

alteraciones mas comunes son mutaciones missense, con cambio de aminoacido, mutaciones
que afectan al splicing, pequenas deleciones y mutaciones nonsense, con aparicion de un
codon STOP. Inserciones, mutaciones complejas y largas deleciones completan el resto de los

pacientes.
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Las mutaciones missense se localizan principalmente en los exones 1-4. Las situadas en el
dominio WHT1 provocan fenotipo XLT. En 2 familias no relacionadas, ambas con XLT, se ha
descrito una mutacion puntual que afecta al codon STOP (STOP503Ser). Las mutaciones de
splicing son mas frecuentes en los intrones 6-11 y dan lugar a multiples productos que a
menudo incluyen pequenas cantidades de transcrito normal. Inserciones y deleciones suelen
afectar a menos de 10 nucleétidos, comportando un cambio en la pauta de lectura y la
aparicion de un codon STOP prematuro. Las mutaciones complejas son raras y abarcan dobles
mutaciones missense, mutaciones puntuales seguidas de una delecion o combinacién de
deleciones e inserciones. Las grandes deleciones pueden afectar a varios genes e incluso a toda
la regién codificante.

Existen 6 hot spot mutacionales. Tres son mutaciones puntuales en la regiéon codificante que
afectan a dinucledtidos CpG: 168C>T (que hace que la Treonina 45 sea sustituida por una
Metionina), 290C>N/291G>N (que provoca que la Arginina 86 esté reemplazada por una
Serina, Glicina, Cisteina, Histidina o Leucina) y 665C>T (que hace que aparezca un codén
STOP en la Arginina 211). Los otros 3 son hot spot mutacionales en sitios de splicing: IVS6+5
g>a (que da lugar tanto a productos normales como alterados que incorporan 38 nucleé6tidos
del intréon 6 apareciendo un codon STOP), IVS8+1 g>n (que da lugar a la delecion del exén 8
con la consiguiente pérdida de la pauta y la formacién de un codén STOP prematuro) y IVS8+1
hasta +6 del gtga (con el mismo resultado que el anterior). Estas 6 mutaciones representan
una cuarta parte de todas las familias incluidas en la base de datos. Tres de estas mutaciones
(168C>T, 290C>N/291G>N y IVS6+5 g>a) permiten la sintesis de pequefas cantidades de
proteina WASP funcional, dando lugar al fenotipo XLT. Mientras que las otras 3 (665C>T,
IVS8+1 g>n y IVS8+1 hasta +6 del gtga) no se encuentra WASP funcional, siendo responsables
de WAS.

Estudios recientes han reportado mosaicismos somaticos debidos a reversiones espontaneas
de las mutaciones o segundas mutaciones que reestablecen la funcién de WASP (Ariga, 1998).
Estas reversiones afectan tanto a células B como T, pero solo las alteraciones en las células T
alcanzan valores significativos en sangre periférica. Esto demuestra que una copia normal del
alelo WAS supone una ventaja en el crecimiento y supervivencia de las células T, pero no de las
B. También se ha observado este fené6meno en células NK (Lutskiy, 2005). Estos datos sugieren
que la terapia génica podria normalizar las poblaciones de células T y NK.

6.4.- Correlacion fenotipo-genotipo en WAS y XLT

Las mutaciones en el gen WAS dan lugar a 3 fenotipos distintos:

-El clasico WAS, con la triada trombocitopenia con microplaquetas, infecciones recurrentes
como resultado de inmunodeficiencia y eczema (Wiskott, 1937).

-La XLT, caracterizada principalmente por trombocitopenia con plaquetas pequenas (Villa,
1995), que puede ser intermitente (Notarangelo, 2002).

-La XLN, sin caracteristicas clinicas de WAS ni XLT y que se corresponde con mutaciones
missense en el dominio de unién de GTPasa de WASP que implican una activacion constitutiva
de WASP (Devriendt, 2001).

Para distinguir los fenotipos clinicos WAS y XLT, existe un sistema de puntuacién del 1 al 5,
en orden de gravedad. La correlacion fenotipo-genotipo mas consistente se observa al dividir

los pacientes en 2 categorias: aquéllos con mutaciones que permiten la expresion de WASP de
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tamano correcto, aunque sea en cantidades reducidas, desarrollan XLT; y aquéllos cuyos
linfocitos no expresan WASP o sélo expresan formas truncadas, padecen WAS.

Existen excepciones a esta regla, lo que dificulta predecir el curso clinico de cada paciente
basandose s6lo en el tipo de mutacién del gen WAS. Es importante considerar la complejidad
de la enfermedad, las diferencias en el estilo de vida y los cuidados médicos, la exposicion a
microorganismos no habituales y la influencia de otros genes que afectan a la predisposicion a
alergias, autoinmunidad y tumores. La puntuacién del fenotipo antes de los 2 afios de edad no
es significativa, ya que puede sugerir un fenotipo menos grave del que da lugar la mutacion
identificada.

6.5.- Diagnostico de WAS y XLT

El diagnéstico de WAS/XLT debe considerarse en cualquier niflo con petequias, hematomas y
trombocitopenia con plaquetas pequenas congénitas o que aparecen poco después del
nacimiento. El eczema apoya el diagnéstico de WAS. Hay que tener en cuenta que las
infecciones y las alteraciones inmunolégicas pueden estar ausentes en un principio. La
linfopenia, que es caracteristica del WAS, puede aparecer o no durante la infancia, pero se
desarrollara invariablemente durante la adolescencia.

La deteccion de alteraciones en WASP se puede realizar mediante citometria de flujo o western
blot, pero los pacientes con cierta expresion de la proteina nativa pueden pasar inadvertidos. El
analisis genético nos permite establecer el diagnéstico definitivo. Una vez identificada la
mutacion en la familia, las portadoras pueden detectarse por analisis genético mutacional. De
igual forma se puede realizar el diagnéstico prenatal a partir de DNA extraido de vellosidades
coriénicas o amniocitos (Giliani, 1999).

Los estudios sobre la inactivacion del cromosoma X en mujeres portadoras de WAS indican
que el cromosoma normal esta preferentemente activo en todas las lineas hematopoyéticas,
incluyendo las células CD34+ (Wengler, 1995). En familias con XLT la inactivacion del
cromosoma X suele ser aleatoria aunque se han identificado algunas mujeres con sintomas de
WAS (Parolini, 1998) o XLT (Inoue, 2002) debido a una inactivacion muy sesgada del
cromosoma X a favor del que contenia el gen WAS mutado.

6.6.- Tratamiento y pronostico del WAS y XLT

La esperanza y la calidad de vida de estos pacientes se ha visto mejorada gracias a los avances
en la terapia antimicrobiana que incluye farmacos antivirales y antifangicos, y el uso
profilactico de inmunoglobulinas intravenosas (IVIG). El diagnéstico temprano es lo mas
importante para una profilaxis y un tratamiento efectivos.

El eczema requiere una terapia agresiva con esteroides topicos o puntualmente sistémicos.
Para evitar posibles alergias, estos pacientes tienen una dieta muy controlada. Debido a la
dieta restringida y a la pérdida de sangre necesitan tratamiento profilactico con hierro para
evitar la anemia cronica. S6lo en hemorragias severas se realizaran transfusiones de plaquetas.
Las manifestaciones autoinmunes pueden requerir una inmunosupresion mas fuerte de lo
normal ya que pueden ser refractarias a las terapias convencionales.

La Unica terapia curativa para el WAS es el transplante de progenitores hematopoyéticos
(TPH). La opcion preferente son los hermanos HLA idénticos. Los donantes no relacionados no

son recomendados en pacientes con mas de 8 anos de edad (Filipovich, 2001).

41



Introduccion

La observacion de que algunos pacientes mejoran debido a una reversion espontanea de la
mutacion del gen WAS en los linfocitos T, B y NK demuestra que un alelo WAS nativo confiere
suficiente ventaja en la supervivencia y crecimiento celular (Ariga, 2001; Konno, 2004). Por
ello, se piensa que este sindrome podria ser genéticamente corregido.

6.7.- Neutropenia ligada al X

Tal y como se ha mencionado anteriormente, existe una tercera entidad causada por
mutaciones en el gen WAS, denominada Neutropenia ligada al X (XLN), que se caracteriza por
una intensa neutropenia congénita que se acompana de infecciones bacterianas recurrentes,
mielodisplasia y/o otras citopenias (Devriendt, 2001).

Las mutaciones responsables de XLN estan localizadas en el dominio de unién a GTPasa
(GBD) de la proteina WASP e implican una ganancia de funcién: son mutaciones missense de
caracter activador. Hasta la fecha se han descrito 4 mutaciones responsables de esta patologia:
p-Leu270Pro, p.Ser270Pro, p.lle276Ser y p.11le294Thr (Thrasher, 2010).

Estas mutaciones activarian de manera descontrolada la polimerizacion de la actina, que
llevaria a una respuesta alterada del citoesqueleto y a una inestabilidad genémica de la célula
(Westerberg, 2010). La XLN demuestra la importancia de una regulacion estricta de WASP a
través de su autoinhibicion, ya que todas las mutaciones actilan impidiendo la interaccion
intramolecular normal con su extremo C terminal (Figura [.14). Como consecuencia, la
autoinhibicion de WASP esta comprometida y la polimerizaciéon de actina esta disregulada
tanto en actividad como en localizacién celular (Ancliff, 2006).

La mielodisplasia es variable y se debe a un paro parcial en el desarrollo mieloide. La funcién
mieloide se ve afectada porque el ensamblaje de podosomas y la polaridad celular estan
alterados y la fagocitosis de antigenos particulados esta anulada. La neutropenia caracteristica
se da porque los neutréfilos son las células con un ritmo de renovacién mas elevado y por ello

son los mas afectados (Thrasher, 2010).
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7.- Disqueratosis Congénita

La Disqueratosis Congénita (DKC) es un sindrome hereditario poco frecuente que presenta
una marcada heterogeneidad clinica y genética. Se caracteriza por alteraciones mucocutaneas
en forma de pigmentacion anormal, distrofia de las ufias y leucoplaquia oral, fallo de la médula
Osea y predisposicion a cancer (Dokal, 2000).

En los ultimos diez afnos se ha demostrado que la DKC es un abanico de enfermedades
causadas por defectos en el mantenimiento de los telémeros, y de hecho se la considera una
enfermedad de inestabilidad cromosémica. Todos los pacientes con DKC se caracterizan por
tener telomeros muy cortos. Los casos caracterizados genéticamente presentan mutaciones en
genes que codifican para componentes del complejo de la telomerasa (DKCI1, TERC, TERT,
NOP10 y NHP2) cuya funcién es elongar los telomeros, o en el complejo de la shelterina (TINF2)
que se encarga de proteger los extremos teloméricos. El analisis mutacional de los genes que
codifican proteinas implicadas en estos procesos ha llevado al reconocimiento de formas
cripticas de la enfermedad con presentaciones de anemia aplasica y mielodisplasia.

La DKC presenta diferentes tipos de herencia genética. La forma ligada al X (X-DKC; MIM:
305000), también denominada Sindrome de Zinnsser-Cole-Engman, esta causada por
mutaciones en el gen DKCI que codifica la proteina disquerina (Heiss, 1998). También existen
formas autosémicas dominantes (AD-DKC; MIM: 127550) y recesivas (AR-DKC; MIM: 224230),
donde el fenotipo asociado es extremadamente variado (Drachtman, 1995).

7.1.- Manifestaciones clinicas e inmunoldgicas de la DKC

La primera descripcion de la DKC fue realizada en 1910 por Zinsser (Zinsser, 1910) y desde
entonces multitud de enfermedades han sido englobadas bajo este nombre. La triada clasica de
la DKC son pigmentacion anormal de la piel, distrofia de las ufias y leucoplaquia oral. Ademas,
existe un fallo progresivo de la médula 6sea que provoca inmunodeficiencia y una
predisposiciéon a cancer. Con el paso de los afios se ha observado que no todos los pacientes
con DKC presentan manifestaciones mucocutaneas como presentacién inicial y que el fallo de
la médula é6sea y las alteraciones en otros sistemas pueden presentarse antes de las
manifestaciones mucocutaneas mas clasicas. Normalmente hay una progresion de alteraciones
desde la distrofia del ectodermo hasta alteraciones hematopoyéticas (hipoplasia de la médula
osea y displasia). Sin embargo, los pacientes con AD-DKC presentan anemia aplasica antes de
las alteraciones mucocutaneas mientras que la presentacion es mas clasica en la X-DKC.
Existe mucha variabilidad en cuanto a las manifestaciones clinicas, la edad de aparicién y la
severidad de la enfermedad, incluso dentro de una misma familia (Walne, 2009). Las
principales causas de mortalidad en estos pacientes son la inmunodeficiencia causada por el
fallo en la médula 6sea, complicaciones pulmonares y cancer.

El rasgo universal de la DKC es que los pacientes tienen los telémeros cortos en comparaciéon
con individuos control de su misma edad (Vulliamy, 2001b). Pero los telomeros cortos no son
exclusivos de la DKC, ya que otros sindromes como la Ataxia Telangiectasia, el sindrome de
Bloom o el de Werner también pueden tenerlos acortados (Blasco, 2007). Sin embargo, los
pacientes con DKC tienden a tener los telomeros mas cortos que los pacientes con otras
alteraciones en el contexto de fallo de la médula 6sea (Du, 2009).
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7.2.- El complejo de la telomerasa

Los telomeros son las regiones terminales de los cromosomas que estan formados por largas
repeticiones de la secuencia TTAGGG. Para preservar su integridad, estan protegidos por
complejos proteicos, entre los que estan la telomerasa, el complejo ribonucleoproteico H/ACA y
la shelterina (Figura I.15). Sin esta actividad protectora los telémeros estarian incorrectamente
procesados por las vias de reparacion del DNA (Chan, 2002).

Telomerase
TERE - AD-DE, AR, MDE, PHH,
PF, ET
TERT - AD-DC,
T|N2 = AD-DLC, 'l.H-DC. MPF-
500, HH, RS
PP
POT 3 o Dysharin - X-linked
& —-L; i 0O, X-linkod HH
TREq TRrz RAP i i’*—"""‘“
Shelterin NOP10 - AR-DC
AR-DEC

Figura I[.15. Esquema del complejo de la telomerasa, donde se indican los componentes y las patologias consecuencia
de su alteracion (Walne, 2009).

La telomerasa es una polimerasa especializada que ahade repeticiones teloméricas (TTAGGG)
al extremo 3’ de la cadena de DNA después de cada ciclo de replicacion. Debido a la naturaleza
semiconservativa de la replicacion del DNA, la telomerasa es esencial para mantener la
longitud de los telémeros en las células en divisiobn continua. La telomerasa esta muy
restringida a ciertos tipos celulares, como las lineas germinales, las células madre y su
progenie inmediata y las células T activadas y los monocitos. En aquellas células en las que la
telomerasa no esta presente, el acortamiento de los telémeros forma parte del proceso normal
de envejecimiento celular ya que sin la telomerasa, los telomeros se acortan en cada ronda de
replicacion hasta alcanzar una longitud critica donde las células entran en senescencia
(Blasco, 2007). La telomerasa es una ribonucleoproteina formada por 2 componentes
principales: TERT y TERC. TERT, la transcriptasa reversa de la telomerasa, es el componente
catalitico que anade las repeticiones y TERC, el RNA de la telomerasa, es su molde.

El complejo ribonucleoproteico H/ACA esta formado por 1 molécula de RNA y 4 proteinas:
disquerina, GAR1, NOP10 y NHP2. Estas proteinas estan altamente conservadas y se asocian a
la conservacion de los teléomeros, a la biogénesis del ribosoma y al splicing del pre-mRNA
(Meier, 2005).

La shelterina determina la estructura terminal de los telomeros, ya que esta implicada en la
generacion de los t-loops y controla la sintesis de DNA telomérico por parte de la telomerasa.
Esta formada por 6 proteinas: TRF1, TRF2, TIN2, RAP1, TINT1 y POT1 (de Lange, 2005).

7.3.- Bases moleculares de la DKC

Hasta 1998 se desconocia que genes estaban implicados en la patologia de la DKC. A partir de
entonces, se han identificado 6 genes causantes de esta enfermedad, pero aun asi, se
desconoce la causa genética de la mitad de los pacientes con esta patologia.
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En 1986 la DKC fue mapeada en el cromosoma X, en Xq28, mediante técnicas de analisis de
desequilibrio de ligamiento (Connor, 1986); pero no fue hasta 1998 cuando por analisis de
genes candidatos en esta region, se identifico que mutaciones en el gen DKCI, que codifica la
disquerina, son responsable de esta enfermedad (Heiss, 1998).

El gen DKCI se extiende a lo largo de casi 15 Kb y esta formado por 15 exones que se
transcriben a un mRNA de 2.577 bp. Este se traduce a una proteina de 514 aminoacidos y 57
KDa de peso molecular (Figura [.16).

(TR Fowm sl oty -

Figura 1.16. Esquema del gen DKC1, que codifica la disquerina ( www.ensembl.org).

Como ya se ha mencionado anteriormente, la disquerina es una proteina extremadamente
conservada que forma parte del complejo ribonucleoproteico H/ACA que esta implicado en la
biosintesis del rRNA, el ensamblaje de los ribosomas y el mantenimiento de los telomeros.

Al igual que sucede en otras enfermedades ligadas al sexo, las mujeres portadoras del alelo
DKC1 mutante presentan una inactivacion sesgada del cromosoma X, ya que las células que
expresan el defecto genético presentan una desventaja en la proliferacion y/o supervivencia.

La busqueda de mutaciones en DKCI demostré que la DKC no es una enfermedad homogénea
y que otros sindromes con presentacion superpuesta podian compartir el mismo tipo de
alteraciones genéticas. El Sindrome de Hoyeraal-Hreidarsson (HH) es una enfermedad severa
multisistémica que afecta principalmente a varones y que se caracteriza por retraso en el
crecimiento prenatal, microcefalia, hipoplasia cerebelar y anemia aplasica (Horyerad, 1970;
Hreidersson, 1988). Se vio que estos pacientes presentan mutaciones en DKCI, demostrando
que el HH es una variante severa de la DKC (Knight, 1999). En muchos casos los pacientes con
HH no viven lo suficiente para presentar las alteraciones mucocutaneas de la DKC. Sin
embargo, no sblo las mutaciones en DKCI causan HH.

Posteriormente, se describié que mutaciones en TERC, el componente RNA de la telomerasa,
dan lugar a formas autosémicas dominantes de DKC (Vulliamy, 2001a); también se han
identificado mutaciones en este gen como responsable de anemia aplasica y mielodisplasia.

La identificacion de mutaciones en DKCI y TERC como causantes de DKC establecié que la
principal causa de esta enfermedad es la deficiencia en la via del mantenimiento de los
telomeros. Por ello, a partir de ese momento se estudiaron otros componentes del complejo de
la telomerasa para determinar las bases genéticas de los pacientes sin caracterizar.

El siguiente gen con mutaciones fue TERT, el componente enzimatico de la telomerasa, que da
lugar a una forma autosémica dominante de la enfermedad. Al igual que en el caso de TERC, la
presentacion clinica no es necesariamente de DKC, sino que muchos pacientes presentan
anemia aplasica, a pesar de que otros presentan un fenotipo puro de DKC. Las mutaciones en
TERC y TERT también se ha determinado en otros sindromes como la Fibrosis Pulmonar
Idiopatica (Armanios, 2007), lo que sugiere que esta enfermedad podria ser también una
enfermedad por alteraciones en el mantenimiento de los telomeros (Cronkhite, 2008).

La primera forma autosomica recesiva de la DKC caracterizada genéticamente fue la
deficiencia en NOP10, un componente del complejo ribonucleoproteico H/ACA. Sélo se ha

descrito una mutacién en el gen NOPI10 en una Unica familia de Arabia Saudi (Walne, 2007).
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Posteriormente se identificaron mutaciones en el gen NHP2 como responsables de AR-DKC
(Vulliamy, 2008).

Ese mismo ano se describio que mutaciones en el gen TINF2, que codifica la proteina TIN2 del
complejo de la shelterina, son responsables de AR-DKC, HH, Anémia Aplasica y Sindrome de
Revesz (Savage, 2008). Este sindrome se superpone en muchas de sus manifestaciones a la
DKC y se caracteriza por retinopatia exudativa bilateral, hipoplasia de la médula 6sea, distrofia
de las uias, cabello ralo, hipoplasia cerebelar y retraso en el crecimiento (Revesz, 1992).

En un estudio publicado en el annio 2009 se estableci6o que un 30% de los pacientes con DKC
presentaban mutaciones en DKCI, un 10-15% en TINF2, un 5-10% en TERC, un 5% en TERT,
<2% en NHP2y <1% en NOPI0 (Walne, 2009).

7.4.- Analisis mutacional del gen DKC1

Se han descrito diferentes tipos de mutaciones en el gen DKCI. En la web

http://telomerase.asu.edu/diseases.html se encuentran detalladas todas ellas, ya que ademas

del tipo de mutacion esta indicada la presentacién clinica asociada y la referencia del articulo
en la que se describi6. En esta web también esta el analisis mutacional de los otros genes
implicados en DKC.

En DKCI se han identificado mutaciones missense (cambio de aminoacido), pequenas
inserciones y deleciones y mutaciones que afectan al splicing. Sin embargo, no hay descritas
mutaciones nonsense (generacion de codon STOP). Se postula que las mutaciones missense se
toleran mejor que las alteraciones en la pauta de lectura, bien por deleciones, inserciones o
mutaciones de splicing, ya que limitan pero no abolen la actividad de la telomerasa.

La tolerancia a la reduccion y pérdida de la funcion de la telomerasa disminuye con cada
generacion. Esta anticipacion, o progresion de los sintomas con la proxima generaciéon, es
caracteristica de las enfermedades por deficiencia en la telomerasa y es debida a que los
telomeros parentales estan ya erosionados y cuando pasan a su descendencia ésta ya empieza
con los telomeros mas cortos. El incremento en la severidad de los sintomas esta ligado al
descenso progresivo de la longitud de los telémeros.

Las mutaciones causan una reduccién en la actividad de la telomerasa llevando a una
limitacion en la capacidad proliferativa de las células madre. Esta reducciéon en la capacidad
proliferativa de las células con un grado de renovacién alto lleva a las alteraciones
mucocutaneas y a bajos contajes en las células de la sangre, tanto hematies como leucocitos,

dando lugar a la anemia aplasica.

7.5.- Tratamiento y pronodstico de la DKC

Actualmente no existe tratamiento curativo para la DKC. La variabilidad en la presentaciéon
clinica dificulta el diagnoéstico y el fallo en la médula ésea que causa inmunodeficiencia es la
principal causa de mortalidad prematura. Se han usado esteroides y factores de crecimiento
para mejorar la funcién hematopoyéica, pero el tinico tratamiento curativo a largo plazo de
estas alteraciones es el trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH). La mortalidad
asociada en los pacientes trasplantados de DKC mucho mayor si la comparamos con la
asociada a otros sindromes con fallo en médula 6sea (Walne, 2009).
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8.- Sindrome Linfoproliferativo ligado al X

El Sindrome Linfoproliferativo ligado al X (XLP) es una inmunodeficiencia de disregulaciéon del
sistema inmune en la que hay una respuesta inadecuada al virus de Epstein Barr (EBV), que
provoca mononucleosis infecciosa fulminate, disgammaglobulinemia y linfomas malignos.
También se conoce como Enfermedad de Duncan, y fue descrita por primera vez en 1975
(Purtilo, 1975). Posteriormente, se descubri6 que algunos de estos pacientes tenian
alteraciones en el gen SH2DI1A, que codifica la proteina SAP (Coffey, 1998). En el afio 2006 se
identific6 como responsable de esta patologia mutaciones en otro gen diferente denominado
XIAP, que codifica un inhibidor de la apoptosis (Rigaud, 2006). A partir de este momento el XLP
se subdividi6é en dos entidades, el XLP-1 (MIM: 308240) causado por alteraciones en SAP y el
XLP-2 (MIM: 300635), debido a mutaciones en XIAP. Aun asi, entre un 30-50% de los pacientes
con manifestaciones clinicas de XLP no tiene mutaciones en ninguno de estos 2 genes. En el
ano 2009 se describieron 2 ninas con fenotipo XLP que tenian mutaciones en una kinasa
relacionada con SAP, denominada ITK (Huck, 2009).

El EBV es el agente causante de la mononucleosis infecciosa, que suele ser una enfermedad
linfoproliferativa policlonal autolimitada con un pronéstico bueno en individuos sanos. E1 EBV
también se ha asociado a canceres como el linfoma de Burkitt o el carcinoma nasofaringeo
(Ott, 1992; zur Hausen, 1970), siendo su incidencia mucho mayor en individuos
inmunocomprometidos. Antes de la infeccion por el EBV la mayoria de los individuos con XLP
son clinicamente sanos. La infeccion primaria por este virus lleva a una proliferacion
incontrolada de linfocitos que puede provocar mononucleosis infecciosas severas y
frecuentemente fatales, disgammaglobulinemia y/o trastornos linfoproliferativos
(mayoritariamente de células B). No obstante, la disgammaglobulinemia y los linfomas
malignos se pueden desarrollar en los individuos con XLP aunque nunca hayan estado
expuestos al EBV (Grierson, 1993; Strahm, 2000). Esto indica que estas manifestaciones
clinicas del XLP no son especificas del EBV y que este virus puede actuar solamente como un
potente activador de las manifestaciones mas tempranas y serias, como por ejemplo la
mononucleosis infecciosa fatal. Hasta la fecha ninguno de los pacientes con XLP-2 ha

desarrollado linfomas.

8.1.- Manifestaciones clinicas e inmunolégicas del XLP

Las manifestaciones clinicas clasicas del XLP-1 son mononucleosis infecciosa fulminante,
disgammaglobulinemia y linfomas de células B. No son fenomenos excluyentes y suelen darse
en este orden. Ademas pueden desarrollar anemia aplasica, vasculitis linfoide necrotizante y
granulomatosis linfomatoide pulmonar (Seemayer, 1995).

La mononucleosis infecciosa fulminate es la forma mas grave de la mononucleosis infecciosa
aguda. Muchos de estos pacientes fallecen durante el primer mes de la infeccién por el EBV
(Coffey, 1998). Los signos y sintomas son similares, aunque mucho mas severos, que en la
infeccion en adolescentes y adultos sanos (Markin, 1987). Las células B transformadas por el
EBV, junto con los linfocitos T CD4+ y los CD8+, invaden numerosos é6rganos llegando a la
infiltracion y a la destruccién de érganos hematopoyéticos, higado, timo, cerebro, corazén y
otros tejidos (Sullivan, 1989). La destruccion del higado suele llevar a una hepatitis fulminante
y la de la médula ésea al sindrome hemofagocitico asociado al virus. Este conjunto de sintomas
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se conoce como Sindrome Hematofagocitico Linfohistiocitico (HLH). La incapacidad de los
pacientes con XLP para eliminar las células infectadas por el EBV lleva a una activacion
prolongada de las células citotoxicas que secretan gran cantidad de citocinas proinflamatorias
que a su vez, activan a los macréfagos, llevando al escenario del sindrome HLH.

La disgammaglobulinemia ocurre frecuentemente después de la infeccion por el EBV. Existen
varios grados, aunque habitualmente se presenta como una reduccién progresiva del nivel de
inmunoglobulinas con la edad (Grierson, 1991).

Los linfomas malignos se dan aproximadamente en un 30% de los pacientes con XLP-1, a
menudo en combinacién con disgammaglobulinemia y/o mononucleosis fulminante. La edad
media a la que se les diagnostica el linfoma es 4-6 afos (Grierson, 1987). La mayoria de los
linfomas malignos son linfomas de células B no Hodgkin extra-nodales, normalmente de tipo
Burkitt, y muchos de ellos situados en la regién ileocecal (Harrington, 1987). La prevalencia de
linfomas malignos en el XLP-1 es mayor que en cualquier otra inmunodeficiencia primaria y
200 veces mayor que en la poblacion general (Grierson, 1987).

En la infeccién aguda por el EBV hay una gran respuesta de linfocitos T CD8+ frente a las
células B transformadas por el virus. Mas del 10% del total de células B pueden estar
infectadas y ser transformadas por el EBV durante esta fase. En esta situacion muchas células
T CD8+ circulantes se convierten en células T citotoxicas efectoras activadas, que se pueden
detectar en sangre periférica. Por ello, en la mayoria de los pacientes con XLP hay una
disminucion de la relacion entre las células T CD4+ y las CD8+, o ratio T4/T8, debido a un
mayor numero de estas Ultimas. Los pacientes con XLP son mas vulnerables al EBV pero no a
otros herpesvirus como el citomegalovirus, el virus del herpes simple o el virus de la varicela-
zoster.

Los primeros pacientes descritos con mutaciones en XIAP presentaban manifestaciones
clinicas muy similares a las anteriormente descritas, a excepcion de los linfomas (Rigaud,
2006). Sin embargo, series posteriores reportan pacientes deficientes en XIAP con una clinica
de HLH familiar recurrente y esplenomegalia, en muchos casos no asociada a infecciéon por el
EBV. Pueden desarrollar o no disgammaglobulinemia y no se ha descrito ningin caso de
linfoma. Por ello, algunos autores proponen la deficiencia en XIAP como una forma de HLH

ligada al sexo y no como una forma de XLP (Marsh, 2010).

8.2.- Bases moleculares del XLP

El locus del XLP-1 fue localizado en Xg25 (Skare, 1987) mucho antes de saber que el gen que
estaba alterado era SH2DIA, que posteriormente pas6é a denominarse SAP (Coffey, 1998). El
gen SAP/SH2D]1A tiene 4 exones que se extienden a lo largo de mas de 26 Kb (Figura 1.17) y su
transcripcion da lugar a un mRNA de 2.450 bp.
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Figura .17 Esquema del gen SAP/SH2DI1A (www.ensembl.org).

Codifica una proteina de 15 KDa denominada SAP (SLAM associated protein) que esta
relacionada con los receptores transmembrana de los linfocitos denominados SLAM (signaling

lymphocytic-activation molecule). SAP es una proteina intracelular de 128 aminoacidos formada
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por un dominio SH2 y una corta cola de 24 aminoacidos (Morra, 2001). SAP se expresa ya
durante el desarrollo inmunolégico temprano y se encuentra en las células NK, NKT y linfocitos
T CD4+ y CD8+. Pero sélo las células NKT estan ausentes en las deficiencias en SAP.

El gen XIAP también esta localizado en Xg25. Se extiende a lo largo de 54 Kb agrupadas en 7
exones (Figura [.18), que se transcribe en un mRNA de 8.591 bp, y se traduce en una proteina

de 497 residuos y 57 KDa de peso molecular.

34 756 Pavaal el m=—

Figura [.18. Esquema del gen XIAP ( www.ensembl.org).

XIAP, también denominado BIRC4, pertenece a la familia de inhibidores de la apoptosis (IAP)
que se caracteriza por la presencia de dominios baculovirus IAP repetidos (BIR). Los dominios
BIR tienen unos 70 aminoacidos y contienen una secuencia conservada de cisteinas e
histidinas que coordinan un atomo de Zinc?*. XIAP presenta 3 dominios BIR: BIR-2 inhibe las
caspasas 3y 7 y BIR-3 la caspasa 9. XIAP también tiene un dominio RING en C terminal que
posee una funcién ligasa de la ubiquitina E3. XIAP se expresa en muchas células humanas,
incluidas todas las células hematopoyéticas.

8.3.- Papel de SAP en la respuesta inmunitaria

SAP es una molécula adaptadora que controla la senalizacion a través de la familia de
receptores transmembrana SLAM, cuya expresion es diferencial en las diferentes poblaciones
de células hematopoyéticas: SLAM (CD150), 2B4 (CD244), Ly-9 (CD229), CD84 y NTB-A. A su
vez, estos receptores pertenecen a la familia de receptores CD2.

La interaccion de SAP con SLAM es constitutiva, pero las interacciones con los otros
receptores dependen de la estimulacion del propio receptor, que viene determinada por las
fosforilacion de sus motivos tirosina de la cola citoplasmatica. A su vez, SAP interacciona con
kinasas de la familia Src (Fyn, Lck), que fosforilan a los receptores SLAM y a otras moléculas
senalizadoras. Tanto SAP como algunos receptores SLAM se localizan en la sinapsis

inmunologica durante la activacion de la célula T (Figura 1.19).
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Figura I.19. Vias de senalizacion en las que participa SAP.
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Ademas, SAP puede potenciar la senalizacion a través del TCR y de los receptores NK
desplazando fosfatasas inhibidoras como SHP-1 y SHP-2 (Figura [.19).

A través de la interaccion con los receptores SLAM, SAP potencia el desarrollo de las células
NKT, ayuda a la célula T en su desarrollo en los centros germinales para permitir una
produccién de anticuerpos eficientes y mata las células B transformadas por EBV por la
accion de las células T citotoxicas y NKs. También es necesario para el mantenimiento de la
homeostasis de la célula T a través del mecanismo de muerte celular inducida por reactivacion
(RICD). El RICD es un mecanismo autoregulador de apoptosis que mantiene la homeostasis
inmune restringiendo el pool de células T efectoras.

Las células NKT son células que coexpresan marcadores de células NK y de células T, asi
como un TCR invariante consistente en la cadena TCRVa24 y la TCRVB11, que reconoce
glicoesfingolopidos presentados por la molécula CD1d. Estas células secretan una gran
variedad de citocinas y se cree que juegan un papel importante en la respuesta antitumoral y
antimicrobiana, asi como una funcion reguladora en los procesos autoinmunes. La deficiencia
en SAP bloquea la ontogenia de estas células (Pasquier, 2005). Los pacientes con XLP-1
carecen de estas células y las portadoras muestran una inactivacion sesgada del cromosoma X
en las células NKT, pero no en las otras células (Tabata, 2005). Los primeros pacientes
descritos con XLP-2 tampoco tenian NKT, pero los casos clinicos mas recientemente publicados
si las presentan (Marsh, 2009).

SAP no se expresa en linfocitos B, no obstante, su expresion en las células T CD4+ es
absolutamente necesaria para la maduracion de la célula B, la formacion del centro germinal y

la produccién efectiva de anticuerpos.

8.4.- Analisis mutacional del gen SAP/SH2D1A

Se han identificado diferentes tipos de mutaciones en el gen SAP/SH2DIA: macro y micro
deleciones, que pueden afectar a algunos nucledtidos o a todo el gen; mutaciones que
interfieren en la transcripcién o el splicing del mRNA; mutaciones nonsense (codén STOP),
siendo p.ArgSS5STOP la mas frecuente; y mutaciones missense (sustituciones aminoacidicas),
que pueden alterar la estabilidad de SAP, causando una disminuciéon en la expresion, o bien
interferir en las interacciones especificas con las proteinas diana (Sumegi, 2002).

No se ha establecido una correlacion entre el tipo de mutacién y el fenotipo clinico de la
enfermedad. Mutaciones idénticas muestran diferentes fenotipos dentro de la misma familia y
no se han detectado diferencias significativas en los fenotipos o la severidad de la enfermedad
basadas en el tipo o la localizacion de la mutacion (Sumegi, 2002). Esto implica que otros
factores genéticos y ambientales, ademas de la infeccién por el EBV, son importantes para
determinar las manifestaciones de la enfermedad.

8.5.- Diagnostico del XLP

El diagnostico del XLP debe considerarse en varones con una respuesta inadecuada a la
infeccion por EBV. Se basa en el analisis mutacional de los genes SAP/SH2D1A y XIAP, aunque
la citometria de flujo o el western blot para estas proteinas pueden acelerar el diagnéstico. Hay
que tener en cuenta que la mitad de los pacientes con manifestaciones clinicas e

inmunolégicas de esta enfermedad carecen de mutaciones en estos genes.
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También se ha descrito el analisis de las células NKT en sangre periférica como aproximacion
en el XLP-1, pero no es valida para el XLP-2.

Las mujeres portadoras del XLP no tienen ninguna clinica asociada, por lo que su deteccion
debe llevarse a cabo mediante el analisis de la secuencia genética. En estas familias se pueden
realizar diagnésticos prenatales mediante el analisis de dicho gen en el DNA obtenido en un

muestreo de vellosidades corionicas.

8.6.- Tratamiento y pronéstico del XLP

Los pacientes con disgammaglobulinemia son tratados con inmunoglobulinas intravenosas,
mientras que las otras manifestaciones clinicas del XLP-1 s6lo se pueden prevenir con un
transplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) de médula o6sea (Williams, 1993) o de
sangre cordén umbilical (Vowels, 1993). La edad a la que se realice el transplante es critica y
debe hacerse antes de los 10 afios (Gross, 1996). No existe experiencia suficiente para avalar el
TPH en pacientes con XLP-2 (Filipovich, 2010).
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9.- Sindrome de Inmunedisregulacion, Poliendocrinopatia y
Enteropatia de herencia ligada al X

En 1982, Powell y colaboradores describieron una gran familia de 5 generaciones con muchos
varones afectados que presentaban desde edades muy tempranas multiples endocrinopatias,
enteropatias cronicas severas, dermatitis, anemia hemolitica autoinmune, neutropenia y
trombocitopenia por autoanticuerpos. Muchos de estos nifos morian antes de los 3 afos por
mala absorcién y retraso en el desarrollo, infecciones y otras complicaciones. La autopsia de
estos pacientes mostraba infiltrados linfocitarios en pulmones, érganos endocrinos como
pancreas y tiroides, e hiperplasia linfocitaria en noédulos linfaticos y bazo. Este sindrome fue
denominado Inmunedisregulacién, Poliendocrinopatia y Enteropatia con herencia ligada al X
(IPEX; MIM: 304790) (Powell, 1982; Wildin, 2002).

Mas de 20 anos antes de la descripcion inicial de esta enfermedad, se describio la cepa de
ratones scurfy, que se habia obtenido por mutacién espontanea, en la que los machos
presentaban caracteristicas fenotipicas muy similares al IPEX (Russell, 1959).

El gen responsable del IPEX fue mapeado en Xpl11.23-Xql13.3 por analisis de ligamiento
(Bennett, 2000). Por otro lado, a través de técnicas de clonaje posicional se descubrié que el
gen mutado en la cepa scurfy era el factor de transcripciéon Foxp3 (Brunkow, 2001). Como
consecuencia, el ortélogo humano FOXP3, que esta en Xpl1.23, fue reconocido como el gen
responsable del IPEX (Bennett, 2001b).

El analisis del modelo murino scurfy ha permitido demostrar que FOXP3 juega un papel
esencial en la generacion de las células T reguladoras CD4+ CD25+, dando pruebas de que la
falta de estas células es la causa directa de la temprana aparicion de multiples enfermedades
autoinmunes en la raton scurfy y en los pacientes con IPEX (Fontenot, 2003; Hori, 2003;
Khattri, 2003).

9.1.- Manifestaciones clinicas e inmunoldgicas del IPEX

Se desconoce cudl es la incidencia real del IPEX. La manifestacion clinica mas prominente en
estos pacientes es la diarrea severa de aparicion temprana provocada por la atrofia de los
microvillis y el infiltrado linfocitario en la mucosa del intestino delgado (Powell, 1982). Estos
sintomas gastrointestinales no remiten con manipulaciéon de la dieta.

Otra manifestacién de temprana aparicion es la diabetes insulino-dependiente, que incluso
aparece durante el periodo neonatal (Powell, 1982). En estos pacientes no se detecta insulina
en suero y suelen presentar autoanticuerpos contra los islotes de Langerhans. En las
autopsias se observa una inflamacion intersticial crénica con infiltrados linfocitarios y
ausencia de células en dichos islotes. Las enfermedades tiroideas son una complicacién comun
y pueden asociarse a autoanticuerpos contra la tiroglobulina o la fraccion microsomal del
tiroide (Powell, 1982). También son frecuentes la anemia hemolitica Coombs positiva, la
trombocitopenia autoinmune o la neutropenia de debut temprano o tardio con autoanticuerpos
especificos en suero.

Los pacientes con IPEX pueden presentar durante el crecimiento lesiones eritomatosas en todo
el cuerpo y posteriormente eczemas o dermatitis psoriasiforme localizada con infiltrado

linfocitario. Ademas, se han descrito alteraciones renales como glomerulonefritis y nefritis
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intersticial; y hepatoesplenomegalia y linfoadenopatias debido a los extensos infiltrados
linfocitarios.

Los pacientes con IPEX presentan susceptibilidad a infecciones graves como sepsis,
meningitis, pneumonitis y osteomielitis, incluso antes del tratamiento inmunosupresor
(Gambineri, 2008). Los patégenos mas comunmente identificados son Enterococcus sp,
Staphylococcus sp, citomegalovirus y Candida sp. Presentan reacciones agudas y severas a las
vacunaciones rutinarias.

La evaluacion inmunologica de los pacientes con IPEX no muestra alteraciones ni el contaje ni
en las subpoblaciones linfocitarias ni tampoco en los ensayos de proliferaciéon. Los niveles de
IgG e IgM son normales, pero los de IgA e IgE estan incrementados y van acompanados de
eosinofilia.

El punto clave de esta patologia es la presencia de autoanticuerpos. Muchos de los pacientes
presentan autoanticuerpos contra los islotes pancreaticos, la insulina o la descarboxilasa del
acido glutamico, la tiroglobulina o la fraccién microsomal, el musculo liso, etc.

Aunque los linfocitos de estos pacientes expresan CD4 y CD25, carecen completamente de las
células T reguladoras CD4+ CD25+ que expresan FOXP3, aunque tengan una mutacién que

permita expresion de la proteina mutada (Gavin, 2006).

9.2.- Bases moleculares del IPEX

Después de identificar una insercién de 2 bp en el gen Foxp3 del ratén scurfy (Brunkow,
2001), diferentes laboratorios reportaron que los pacientes con IPEX tenian una mutacion en el
gen humano FOXP3 (Bennett, 2001b; Chatila, 2000; Wildin, 2001).

El gen FOXP3 esta localizado en el brazo corto del cromosoma X (Xp11.23), se extiende a lo
largo de 14 Kb y consiste en 12 exones (Figura [.20). Se transcribe a un mRNA de 2.382 bp que
se traduce en una proteina de 431 aminoacidos y 48 KDa de peso molecular. FOXP3 tiene un
86% de homologia con la proteina murina.

S S | : = 1418 ik

Figura [.20. Esquema del gen FOXP3 (www.ensembl.org).

El gen FOXP3 se expresa predominantemente en tejido linfoide (timo, bazo y nédulos
linfaticos), particularmente en las células T reguladoras CD4+ CD25+ (Roncador, 2005).

FOXP3 es un miembro de la familia de factores de transcripcion FOX que se caracterizan por
la presencia de un dominio de unién al DNA altamente conservado, cuya funcion es potenciar o
inhibir la transcripciéon de genes. FOXP3 contiene en N terminal un dominio rico en prolinas,
luego un dominio dedo de Zinc y uno de cremallera de leucinas en la porciéon central,
implicados ambos en interacciones proteicas y en C terminal el dominio de unién al DNA. En
este Ultimo también se encuentra la sefial de localizaciéon nuclear.

Las funciones esenciales de todo factor de transcripciéon son el paso a nucleo y la unién al
DNA. FOXP3 posee ambas funciones en su dominio de unién al DNA, por lo que la integridad
de este dominio es muy importante, ya que su alteraciéon abolira ambas funciones. Para ser
funcionalmente activo, FOXP3 debe formar un homodimero y lo hace a través de la cremallera

de leucinas, por lo que mutaciones en esta region impiden la homodimerizacién.

53



Introduccion

Sin embargo, el IPEX podria ser mas heterogéneo genéticamente de lo que se presumia, ya que

algunos pacientes con IPEX no presentan mutaciones en FOXP3 y ademas, en una familia se
ha descrito una paciente con IPEX, sugiriendo la presencia de un locus autosoémico
responsable de la patologia (Owen, 2003; Wildin, 2002).

9.3.- Células T reguladoras CD4+ CD25+

En el ano 2001 se describié por primera vez que un subgrupo de células T CD4+ que
expresaban abundantemente el receptor a de baja afinidad para la IL-2 (CD25) estaban
asociadas a una supresion antigeno-especifica de respuestas de células T (Sakaguchi, 2001).
Estas células T reguladoras CD4+ CD25+ (T regs) representan entre un 5-10% de las células T
CD4+ que se desarrollan en el timo. Ademas de por la expresién de CD25, se caracterizan por
las moléculas CTLA-4 y GITR, aunque el marcador mas especifico es FOXP3. FOXP3 es el
mediador clave del desarrollo de las células T regs en el timo y si esta alterado las células T
regs no se desarrollan.

Tanto en las células T convencionales como en las células T regs, la activaciéon a través del
TCR lleva a la induccion del factor de transcripcion NFAT. En el caso de las células T
convencionales, NFAT se unira a AP-1 induciendo la transcripciéon de genes implicados en la
activacion de la célula T. Sin embargo en las T regs, NFAT se une a FOXP3 de manera que se
transcriben otros genes que estan implicados en la supresion inmunolégica (Figura 1.21) (Wu,
2006).

“; TCR ;3 TCR
CD28 CD28
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Ap-1 NFAT roxpa NFAT
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Activaciondelacélula T Activacionde la célula T reg
Activacion de la respuestainmunoldgica Supresion de la respuesta inmunoldgica

Figura [.21. Union diferencial de NFAT a AP-len células T convencionales y a FOXP3 en células T regs.

Los mecanismos exactos por los cuales estas células T regs ejercen su papel inmunosupresor
no estan totalmente esclarecidos. Algunos estudios sugieren una interaccion dependiente de
contacto célula-célula, mientras que otros demuestran que pueden ser independientes de este
contacto, por ejemplo a través de la produccion de citocinas inmunosupresoras como la IL-10 y
el TGF-B. Las T regs actian en trans de manera dominante, suprimiendo activamente la

activacion inmune, por lo que juegan un papel muy importante en el establecimiento y
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mantenimiento de la tolerancia a lo propio y la homeostasis inmune (Fontenot, 2005). Por ello,
la falta de estas células esta asociada a enfermedad autoinmune (Wei, 2004). Estas T regs son
esenciales en el control de las enfermedades cronicas y juegan un papel muy destacado en la
tolerancia a los trasplantes y parecen mantenerse en bajos niveles en lo pacientes con rechazo
(Zorn, 2005).

Las T regs son las guardianes de la tolerancia inmunolégica a lo propio y FOXP3 es el
mediador del mecanismo genético de la tolerancia dominante. Las mutaciones en FOXP3
interfieren en este proceso, generando linfocitos T autoreactivos responsables directos de las
manifestaciones autoinmunes del IPEX (van der Vliet, 2007).

9.4.- Analisis mutacional del gen FOXP3

La familia inicialmente descrita por Powell en 1982 presentaba una mutacién puntual en la
region de poliadenilacion (AAUAAA>AAUGAA), situada entre las posiciones 878-883 y después
del codon STOP, que impide una correcta traduccion de la proteina (Bennett, 2001a).

Existen bases de datos con las mutaciones del gen FOXP3 disponibles en internet, como por

ejemplo http://bioinf.uta.fi/FOXP3base. Estan descritas mutaciones missense en sus

dominios funcionales de cremallera de leucinas, de unién a DNA y del rico en prolinas, asi
como mutaciones nonsense, deleciones y mutaciones que afectan al splicing. Una de estas
deleciones empieza antes del exén 1, con lo que no se puede iniciar el procesamiento del

transcrito.

9.5.- Diagnotico del IPEX

Debido al amplio espectro de manifestaciones clinicas, el diagnéstico de IPEX debe ser
considerado en cualquier varén joven que presente diarreas intratables, atrofia en los
microvillis intestinales y retraso en el crecimiento. La presencia de rash eritomatoso o
eczemoide o una dermatitis psoriatica apoya el diagnéstico. La diabetes insulino-dependiente
de apariciéon temprana y/o hipotiroidismo en un paciente con sintomas gastrointestinales y
eczema es patognomonica de IPEX. La anemia hemolitica autoinmune, la neutropenia y la
trombocitopenia no estan siempre presentes. Una historia familiar positiva basada en la triada
de diarreas severas y retraso en el crecimiento por atrofia intestinal, enfermedad de la piel tipo
eczema y diabetes de debut temprano permite un diagnéstico mas precoz.

El diagnostico de IPEX se confirma demostrando la ausencia de células T reguladoras CD4+
CD25+ y por analisis mutacional del gen FOXP3. El analisis de este gen también permite la
detecciébn de mujeres portadoras y el diagnéstico prenatal en muestreos de vellosidades
coribnicas. La evaluacion inmunolégica complementaria dependera del tipo de presentacion
clinica: el tipo de autoanticuerpo a analizar y el lugar de los infiltrados linfocitarios.

Hay que tener en cuenta el diagnostico diferencial con otras inmunodeficiencias, como el
Sindrome Linfoproliferativo Autoinmune (ALPS), en la que hay infiltrados linfocitarios y
procesos autoinmunes hematopoyéticos; los APECED (Autoinmune Poliendocrinopatia,
Candidiasis y Displasia Ectodérmica); el Sindrome de Omenn (OS) que presenta rash
eritomatoso combinado con inmunodeficiencia y elevados niveles de IgE y eosinofilia; y el
Sindrome de Wiskott-Aldrich (WAS) que también presenta diarreas sanguinolentas, infecciones
bacterianas, eczema y trombocitopenia congénita. Sin embargo, existen otras manifestaciones

clinicas que los diferencian que se deben tener en cuenta al establecer la sospecha diagnéstica.
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9.6.- Tratamiento y pronéstico del IPEX

En los pacientes con IPEX es de vital importancia un tratamiento agresivo y temprano.
Muchos requieren nutriciéon parenteral e incluso transfusiones de hematies y plaquetas. La
inmunosupresion continuada a largo plazo es efectiva en algunos pacientes, pero soélo
parcialmente y por un periodo de tiempo limitado.

Al igual que ocurre en otras IDPs, el unico tratamiento curativo es el trasplante de
progenitores hematopoyéticos (TPH). Algunos pacientes con IPEX trasplantados consiguen una
remision completa de los sintomas tras el TPH (Mazzolari, 2005). Esta remision depende de que
el TPH se haya realizado antes de que existan dafos irreversibles en 6rganos como el pancreas
o el tiroides. Por ello es muy importante la precocidad en el TPH, aunque lleve un riesgo
inherente.

En general el pronéstico de los IPEX es malo y muchos mueren antes de los 2 afos de edad.
Las mutaciones que permiten la formacion de una pequena proporcion de mRNA de tamano
correcto, como las mutaciones de splicing o de la poliadenilacién, dan lugar a un fenotipo mas

leve de la enfermedad, aunque sin TPH acaban muriendo antes de los 10 afnos.
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10.- Enfermedad Granulomatosa Cronica

La Enfermedad Granulomatosa Crénica (CGD) es una inmunodeficiencia primaria que afecta a
1 de cada 250.000 individuos. Esta causada por un defecto en la cadena respiratoria implicada
en la destruccién de bacterias y hongos fagocitados por las células mieloides (neutrofilos,
eosinofilos, monocitos y macréfagos) (Holmes, 1967). Esta cadena respiratoria convierte el
oxigeno molecular (Oz) en el radical superéxido (O27), el cual es transformado en peréxido de
hidrégeno (H202), acido hipocloroso (HOCI) y radical hidroxilo (OH-) (Babior, 1973). Estos
derivados del oxigeno juegan un papel critico en la destruccion de las bacterias y hongos
fagocitados (Sbarra, 1959).

Como resultado del fallo en esta respiracion oxidativa, la mayoria de los pacientes con CGD
sufren infecciones severas recurrentes. Las mas comunes son neumonias, linfoadenitis,
abcesos cutaneos y hepaticos, osteomielitis y septicemias. Estas infecciones suelen aparecer
durante el primer ano de vida y son causadas principalmente por Staphylococcus aureus,
Aspergillus sp, bacterias entéricas gram negativas, Serratia marcenses y Pseudomonas cepacia.
Ademas, los pacientes con CGD tienen granulomas que pueden llegar a ser lo suficientemente
grandes para obstruir eséfago, estbmago, sistema biliar, uréteres o incluso vejiga urinaria.

A pesar de que todos los pacientes con CGD comparten la alteracion en la respiracién
oxidativa, el defecto molecular responsable varia. La respiracion oxidativa esta catalizada por el
complejo enzimatico denominado NADPH oxidasa que consta de 5 subunidades designadas
como phox, por phagocyte oxidase (Figura 1.22):

- p22rhox y op91phox que son las subunidades a y B del citocromo bsss.

- p40rhox_ p47phox v p67rhox que forman el componente citosoélico.

CITOPLASMA

FAGOSOMA

VESICULA
ﬁ Rac 1/2 SECRETORA

Rac 1/2

Figura 1.22. Esquema de los componentes de la NADPH oxidasa.

Cuando la célula mieloide es estimulada, el componente citosélico se une al citocromo bsss que
estda anclado en la membrana de los fagosomas, dando lugar a la forma activa del complejo
enzimatico NADPH oxidasa.
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La CGD esta causada por alteraciones en estos componentes. Las mutaciones en el gen CYBB
que codifica la proteina gp91rhex son responsables de la forma ligada al sexo (X-CGD; MIM:
306400) que afecta a un 70% del total de pacientes con CGD, la mayoria varones. El 30%
restante tienen una herencia autosémica recesiva y afecta por igual a varones y mujeres. Son
causadas por mutaciones en los genes CYBA, que codifica p22phex (MIM: 233690), NCF1, que lo
hace para p47rhox (MIM: 23370), y NCF2, para p67rhex (MIM: 233710). Recientemente, se ha
descrito un paciente con CGD debido a mutaciones en p40rhox (gen NCF4) (Matute, 2009).

Existen sindromes similares a la CGD que estan causados por defectos en el mecanismo de
activacion de la NADPH oxidasa (Deficiencia en Rac2; MIM: 608203) o por una carencia en el
aporte de sustrato para la oxidasa (Deficiencia en Glucosa-6-fosfato Deshidrogenasa, G6PD;

MIM: 305900) que deben considerarse en el diagnostico diferencial.

10.1.- Manifestaciones clinicas e inmunolégicas de la CGD

Teniendo en cuenta el papel esencial que tienen los productos generados en la respiracién
oxidativa en la defensa del huésped, no es de extrafar que los pacientes con CGD tengan una
gran variedad de infecciones bacterianas y fingicas de caracter recurrente. La mayoria ocurren
en organos que estan en contacto con el exterior: sistema respiratorio, tracto gastrointestinal y
piel, asi como los nédulos linfaticos que drenan estas estructuras. Las infecciones pueden
extenderse afectando a otros 6érganos como higado, huesos, riflones y cerebro. En dos terceras
partes de los pacientes con CGD los primeros sintomas aparecen en el primer ano de vida en
forma de infecciones, dermatitis y complicaciones gastrointestinales, como vémitos causados
por obstruccion del antro gastrico debido a los granulomas o diarrea sanguinolenta
intermitente por colitis (Johnston, 1977). La clinica es muy variable y puede haber confusion
con estenosis pilorica, alergia alimentaria o anemia deficiente en hierro. En general, los nifios
con X-CGD refieren una sintomatologia mas grave y anterior en el tiempo respecto a los
pacientes con formas autosomicas recesivas de la enfermedad, especialmente la deficiencia en
p47rhox (Winkelstein, 2000). En un pequefio grupo de pacientes el diagnostico se hace durante
la adolescencia debido a la menor gravedad de los sintomas (Liese, 1996).

Los patogenos mas frecuentes en estos pacientes son Staphylococcus aureus, Aspergillus sp y
bacterias entéricas gram negativas como Serratia marcenses, varias Salmonellas sp y
Burkholderia cepacia. La infeccion mas tipica de la CGD es la neumonia, mayoritariamente
causada por S. aureus, Aspergillus sp, B. cepacia y bacterias entéricas gram negativas. Abcesos
cutaneos y linfoadenitis forman el siguiente grupo de infecciones mas frecuentes y son
tipicamente causadas por S. aureus y microorganismos gram negativos como B. cepaciay S.
marcenses. Los abcesos hepaticos son también bastante comunes y el responsable suele ser S.
aureus. La osteomielitis es otra infeccion importante en CGD y puede derivarse de la expansion
hematologica del microorganismo (S. aureus, Salmonella sp, S. marcenses) o de la invasion
contigua del hueso que se da en la neumonia causada por Aspergillus cuando se expanden a
los cuerpos vertebrales. También hay que destacar los abcesos perirectales.

Las reacciones cronicas de las células inflamatorias forman los granulomas tipicos de la
enfermedad. La localizacion del granuloma determinara la sintomatologia: vémitos, disfagia,
disuria, hidronefrosis. Otra manifestacion de la inflamacién crénica en la CGD es una forma de
enfermedad inflamatoria intestinal que se parece a la Enfermedad de Crohn y que afecta a un

10% de estos pacientes.
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Los ninos con CGD suelen tener problemas en el desarrollo fisico, especialmente los de X-
CGD. Ademas, son tipicamente anémicos (8-10 g/dL) con eritrocitos microciticos. Ambos
parametros son debidos al caracter cronico de la enfermedad.

Los portadores de CGD suelen ser asintomaticos. La excepcién son aquellas mujeres
portadoras de X-CGD que tienen menos de un 10% de sus células mieloides con el cromosoma

nativo activado y por tanto, con la funcién oxidativa conservada (Mills, 1980).

10.2.- Complejo enzimatico NADPH oxidasa

El complejo NADPH oxidasa esta formado por una subunidad catalitica que siempre esta
unida a la membrana de los fagosomas y por una serie de componentes reguladores situados
en el citoplasma cuando la célula esta en reposo. Estos elementos reguladores se translocaran
a la membrana tras la activacion celular y se uniran a la subunidad catalitica para dar lugar a
la forma activa del complejo enzimatico (Figura 1.22).

El componente de membrana esta formado por la glicoproteina gp91phex y la proteina p22phox,
Ambas son transmembrana y juntas forman el citocromo bsss (Huang, 1995).

Los componentes citosélicos p47phox y p67rhox tienen dominios de interacciéon con otras
proteinas como las GTPasas pequefias Racl y Rac2 (Koga, 1999). El otro componente llamado
p40rhex parece estar implicado en la estabilizaciéon del complejo p47rhox/p67rhox en las células
en reposo y en el reclutamiento de dicho complejo durante la activacion del complejo oxidasa
(Fuchs, 1995).

Los compuestos reactivos del oxigeno generados gracias a la actividad NADPH oxidasa (Oq,
H,O,, HOCI- y OH") son los principales agentes bactericidas de las células mieloides. La
formacion de los granulomas en los pacientes con CGD puede ser debida al incremento en la
actividad proinflamatoria y a un defecto en la apoptosis de los neutrofilos. Este hecho seria
una consecuencia de la alteracién en el perfil de expresion génica, ya que se sabe que existen
genes cuya expresion esta regulada por las especies reactivas del oxigeno que son generadas,
entre otros, por el complejo NADPH oxidasa. Ademas, la disminuciéon en la producciéon de
mediadores antiinflamatorios por los neutréfilos y macrofagos de los pacientes CGD durante la
fagocitosis de bacterias, hongos o células apoptoticas podria contribuir a la persistencia de la

inflamacion en estos pacientes.

10.3.- Bases moleculares de la CGD

La deficiencia en NADPH oxidasa puede ser el resultado de diferentes defectos moleculares. En

primer lugar, puede haber una afectacion de cualquiera de los componentes de la enzima, por
ejemplo mutaciones en los genes que codifican gp91phox, p22phox  p47phox  pE7Phox o p4Qphox, La
alteracion en estos cinco genes explica la gran mayoria de los casos de CGD. De ellos, el 70%
son debidos a mutaciones en gp91lrhex y el 25% a defectos en p47rhox. Las alteraciones en
p22phox pp7rhox y p4Qrhox son muy poco frecuentes. Ademas, existen defectos en los procesos
posteriores a la activacion de la NADPH oxidasa, concretamente ha sido descrito un paciente
con una mutacién en Rac2 que tiene una sintomatologia parecida a CGD en combinacién con
defectos en la quimiotaxis y la degranulacion (Ambruso, 2000); o en procesos anteriores, como
por ejemplo la deficiencia en G6PD que impide la sintesis de NADPH, el sustrato de la reaccion,
y que provoca una forma leve de CGD.
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El gen CYBB que codifica gp91rhox tiene 13 exones repartidos en 33,45 Kb (Figura 1.23). Se
transcribe en un RNA mensajero de 4.324 bp que se traduce en una proteina de 570
aminoacidos y 91 KDa de peso molecular. Esta localizado en el cromosoma X, en Xp21.1. La
proteina gp91rhex tiene en su extremo N-terminal 6 dominios transmembrana que incluyen 3
sitios de N-glicosilacién. En el tercer y quinto dominio se sitilan 2 grupos hemo donde se une el
hierro (Wallach, 1997). La parte C-terminal es hidrofilica y contiene un grupo FAD y el dominio
de unién a NADPH.

T A

— Forward sirand 33.45 Kb

Y

Figura 1.23. Esquema del gen CYBB, que codifica gp91rhox (www.ensembl.org).

El gen CYBA que codifica p22rhex mide 7,76 Kb y tiene 6 exones (Figura 1.24). Se transcribe en
un mRNA de 687 bp que se traduce en una proteina de 195 aminoacidos de 22 KDa de peso
molecular. Se halla en el cromosoma 16, en 16q24. La proteina p22prhox en su extremo N-
terminal contiene hélices hidrofébicas que se cree que pueden ser dominios transmembrana.

El extremo C-terminal es la parte hidrofilica de la molécula.

——t 776 Kb Fewerse stmnd —

—_ 4+ M+

Figura 1.24. Esquema del gen CYBA, que codifica p22rhex (www.ensembl.org).

El gen NCF1 que codifica p47rhox se extiende a lo largo de 15,35 Kb que contienen 11 exones
(Figura 1.25). Se transcribe en un RNA mensajero de 1.396 bp que se traduce en una proteina
de 390 aminoacidos cuyo peso molecular es 47 KDa. Lo encontramos en el cromosoma 7, en
7q11.23. La proteina p47rhox tiene 2 dominios SH3 y una region rica en prolinas implicados en
la interaccién con p67rhex y el citocromo bssg (de Mendez, 1994). Ademas, incluye la regién PX

(homologa a phox).

F—+ i+ 1

— Forward sirand 15.35 Kb -

Figura 1.25. Esquema del gen NCF1, que codifica p47rhox (www.ensembl.org).

El gen NCF2 que codifica p67rhex mide 35,31 Kb y tiene 16 exones (Figura 1.26). Se transcribe
en un mRNA de 2.203 bp que se traduce en una proteina de 526 aminoacidos que pesa 67
KDa. Esta localizado en el cromosoma 1, en 1g25. Ademas de 2 dominios SH3 y una region
rica en prolinas, la proteina p67rhex contiene 4 regiones tetratricopeptidicas en el extremo C-

terminal que le permiten interaccionar con las GTPasa pequenas Racl y Rac2 (Nisimoto, 1997).
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4

35.31 Kb Revese simnd —

Figura 1.26. Esquema del gen NCF2, que codifica p67rhox (www.ensembl.org).

El gen NCF4 que codifica p40rhex tiene 10 exones que se expanden a lo largo de 17 Kb (Figura
1.27). Se transcribe en un RNA mensajero de 1.396 bp que se traduce en una proteina de 339
residuos y 40 KDa de peso molecular. Esta localizado en el cromosoma 22, en 22q12. Contiene
un dominio SH3 y uno PX y regiones de unién a p67prhox,

vl il Farmrd sivrd m—

Figura 1.27. Esquema del gen NCF4, que codifica p40rhox (www.ensembl.org).

10.4.- Analisis mutacional de los genes CYBB, CYBA, NCF1, NCF2 y
NCF4

La CGD es una enfermedad muy heterogénea, no sélo clinicamente si no también a nivel
molecular, incluso dentro del mismo subgrupo. Existen todo tipo de alteraciones, desde
grandes deleciones hasta mutaciones puntuales. La diversidad de estas mutaciones junto con

los multiples genes implicados explica la heterogeneidad clinica de esta enfermedad.

Enfermedad Granulomatosa Cronica ligada al X (X-CGD)

En la forma ligada al X se han descrito todo tipo de mutaciones en el gen CYBB, a excepcion
de la conversion génica. Existen basen de datos con las mutaciones reportadas disponibles en
internet, como por ejemplo http://www.uta.fi/imt/bioinfo/CYBBbase. El 31% de estas

mutaciones son deleciones o inserciones. Las deleciones pueden abarcar de 1 a 5.000.000 de
nucleétidos, afectando incluso a genes vecinos. De ahi que algunos pacientes con X-CGD
sufran otros sindromes como la Distrofia Muscular de Duchenne, Retinitis Pigmentosa o el
sindrome de McLeod. Las inserciones, sin embargo, suelen ser de pequeno tamano. Las
mutaciones puntuales representan el 69% restante y agrupan a alteraciones que afectan al
splicing (19%), mutaciones missense, con cambio de aminoacido (25%) y mutaciones nonsense,
con aparicién de un codén STOP (25%) (Vihinen, 2001). El porcentaje de mutaciones de
splicing es similar al encontrado en otras enfermedades, pero hay que tener en cuenta que, al
igual que sucede en ellas, esta infravalorado ya que en la mitad de los casos sé6lo se estudia el
DNA genoémico. En los pacientes con X-CGD la mayoria de las mutaciones nonsense aparecen
en secuencias CpG, no encontrandose ninguna forma de gp91lrhex truncada en sus células
mieloides. Las mutaciones missense pueden causar que gp91prhox sea mas o menos inestable
impidiendo su unioén a p22rhex, En ocasiones el complejo se une correctamente pero no es
funcional. El estudio de estas mutaciones puntuales ha permitido conocer el papel de cada uno
de los dominios de la proteina gp91rhex, También se han descrito alteraciones en el promotor de
CYBB responsables de la enfermedad. La mayoria de las mutaciones causantes de X-CGD son
Unicas en cada familia afectada de manera que sélo se han reportado 4 hot spots mutacionales
(Heyworth, 2001).
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Enfermedad Granulomatosa Cronica Autosomica Recesiva (AR-CGD)

Debido a su menor incidencia, el nimero de mutaciones caracterizadas responsables de AR-
CGD es mucho menor que el de X-CGD. La forma de AR-CGD mas frecuente es la alteracion en
p47rrox. La gran mayoria de estos pacientes tienen en homocigosis una delecion del
dinucleétido GT del tandem GTGT correspondiente a las 4 primeras bases del exén 2 del gen
NCF1 (Gorlach, 1997). La delecion GT esta causada por la recombinacién entre el gen NCFI y
su pseudogen, cuya homologia es superior al 99% pero con la delecion GT al principio del exon
2, entre otras diferencias. Esta delecion lleva a la aparicién de un codén STOP prematuro. Es
dificil identificar portadores de la delecibn GT puesto que los individuos normales son
"heterocigotos" para esta delecion al contener los pseudogenes. El resto de pacientes son
heterocigotos compuestos para esta mutacion o tienen otra mutacion en homocigosis

(http:/ /www.uta.fi/imt/bioinfo/NCF 1base). El espectro de mutaciones diferentes a la delecion

GT es tan diverso como en las otras CGD. Todas las mutaciones identificadas en el gen NCF1
comportan la ausencia de p47rhox,

Las mutaciones en p22rhex causantes de AR-CGD son también muy variadas, incluyendo
deleciones, inserciones, mutaciones de splicing, mutaciones nonsense y missense del gen CYBA

(http:/ /www.uta.fi/imt/bioinfo/CYBAbase). S6lo se ha descrito un hot spot mutacional, en el

nucleotido 354. Los pacientes pueden ser homocigotos para la misma alteraciéon genética o
heterocigotos compuestos.
Las mutaciones en p67rhex son las menos frecuentes (<3%) y también abarcan un amplio

espectro de variacion (http://www.uta.fi/imt/bioinfo/NCF2base). Al igual que en el caso

anterior, existen homocigotos para una mutacién y heterocigotos compuestos. Al principio del
intréon 4 existe un hot spot mutacional.

So6lo se ha descrito un caso con mutaciones en p40rhox, Se trata de un varén heterocigoto
compuesto para una mutaciéon con aparicion de codén STOP prematuro y la mutacion
missense p.Argl05GIn en el dominio PX (Matute, 2009).

10.5.- Correlacion fenotipo-genotipo en CGD

En general, la clinica de los pacientes deficientes en p22prhox y p67rhox es tan severa como la de

los deficientes en gp91rhex, Por el contrario, la de los pacientes deficientes en p47prhox es mucho
menos severa, probablemente debido a la formacién residual de aniéon superéoxido o peréxido de
hidrégeno de los neutroéfilos deficientes en p47rhox (Cross, 1994). Por otra parte, cabria esperar
que aquellos pacientes con una funcion residual de gp91rhox tuvieran una clinica mas benigna,
aunque no siempre es asi (Roos, 1992). Las mujeres portadoras de X-CGD pueden presentar
manifestaciones clinicas de la enfermedad similares a la de los pacientes hemicigotos, aunque
en general s6lo suelen verse afectadas aquellas que tienen menos de un 10% de sus fagocitos
con la capacidad oxidativa conservada (Roos, 1996). Se ha observado que polimorfismos en
genes implicados en la respuesta antimicrobiana independiente de oxigeno juegan un papel
importante en la clinica de cada uno de los pacientes (Clark, 2002; Foster, 1998). Estos genes
modificadores podrian explicar la variabilidad de la infeccion en CGD.

62



Introduccion

10.6.- Diagnostico de la CGD

El diagnéstico de CGD debe plantearse en pacientes con infecciones bacterianas y fingicas de
caracter recurrente. Como hemos visto anteriormente, la CGD esta causada por una disfuncion
del complejo enzimatico NADPH oxidasa de los fagocitos que impide generar ién superoéxido y
otras especies reactivas del oxigeno. Esta actividad enzimatica se puede medir a través del
consumo de oxigeno (mediante un electrodo), de la generacién de superoxido (por la reduccion
del citocromo c o del nitroazul de tetrazolium, NBT) o por la produccién de peréxido de
hidrégeno (por oxidacion del acido homovalinico).

En la actualidad, el método mas utilizado es el analisis mediante citometria de flujo, en el cual
se usa la Dihidrorodamina 123 (DHR) como detector fluorescente de la produccién de peroxido
de hidrogeno. Este sistema combina la ventaja de la sensibilidad con la posibilidad de usar
sangre total y por ello ha sustituido al tradicional NBT. Para confirmar el diagnéstico se debe
encontrar el defecto genético responsable. En funcion de las caracteristicas del caso clinico, el
estudio se decantara hacia uno o varios de los genes implicados.

Aunque el diagnéstico prenatal podria llevarse a cabo analizando la capacidad oxidativa de los
neutrofilos de la sangre fetal, lo mas practico es el analisis del DNA procedente de las células
del liquido amni6tico o las vellosidades coriénicas. Es un diagnéstico mucho mas precoz y

seguro en familias de riesgo una vez se haya identificado la mutacion.

10.7.- Tratamiento y pronodstico de la CGD

La mayoria de los pacientes con CGD sobreviven hasta la edad adulta, en particular los
deficientes en p47rhex, Para ello hay que minimizar el riesgo de infeccion. Los pilares del
tratamiento de la CGD son la prevencién de las infecciones con inmunizaciones (vacunas) y
evitando ciertas fuentes de patogenos; el uso profilactico de trimetoprim sulfametoxazol o
dicloxailina, para disminuir el nimero de infecciones bacterianas; la administracion de IFN-y
recombinante humano como profilactico; la utilizacién temprana y agresiva de antibibéticos
parenterales, incluso antes de saber el resultado del antibiograma; y el drenaje quirargico o
reseccion de infecciones recalcitrantes.

De estos cinco elementos el mas importante es la temprana intervencién de las infecciones
antes de que el sistema inmune del paciente se vea comprometido. Es muy importante
mantener el tratamiento el tiempo suficiente para haber erradicado la infeccién, puesto que si
llega a establecerse, incluso los antibiéticos mejor seleccionados pueden ser inefectivos.

En los casos de mayor gravedad se recurre al trasplante de progenitores hematopoyéticos
(TPH). Es el tnico tratamiento curativo. Su éxito depende de la ausencia de infeccién en el
paciente en el momento de la intervencién y del acondicionamiento mieloablativo. La decision

de un TPH precoz aumenta la esperanza de vida de estos pacientes.
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11.- Displasia Ectodérmica Anhidrotica con Inmunodeficiencia

Las principales caracteristicas de la Displasia Ectodérmica Anhidrética (EDA) son dimorfismo
facial, hipo o anodontia con incisivos en forma coénica, piel seca con hipo o anhidrosis (por un
defeco en las glandulas sudoriparas), e hipo o atricosis. Algunos pacientes sufren infecciones
recurrentes del tracto respiratorio pero de caracter benigno (Clarke, 1987).

La Displasia Ectodérmica Anhidrética con Inmunodeficiencia (EDA-ID) es una entidad
independiente. Se trata de pacientes varones con fenotipos menos graves de EDA pero con
infecciones severas a lo largo de toda su vida. Estas infecciones estan causadas principalmente
por bacterias piogenas como Streptococcus pneumoniae y Staphylococcus aureus (Abinun,
1996), y estan relacionadas con una deficiencia en la respuesta especifica de anticuerpos.

En los ultimos afnos se han llevado a cabo estudios que han permitido descubrir la base
genética de estos sindromes. En EDA sin inmunodeficiencia se han reportado mutaciones en el
gen que codifica la ectodisplasina A (EDA), una proteina transmembrana que es esencial para
el desarrollo de los apéndices ectodérmicos. Mutaciones en este gen, denominado EDA, causan
la forma ligada al X de esta enfermedad (X-EDA; MIM: 305100). Las formas de EDA
autosémicas dominantes (MIM: 129490) y recesivas (MIM: 224900) estan causadas por
alteraciones en el gen EDAR, que codifica el receptor de EDA (EDAR) y en el gen EDARADD, que
codifica la proteina dominio de muerte asociada a EDAR (EDARADD), respectivamente.

En el anno 2000 se describié un paciente con EDA-ID procedente de una familia afectada por
Incontinencia Pigmenti (IP; MIM: 308300) (Smahi, 2000). La IP es una genodermatosis que
segrega con una herencia dominante ligada al X y que causa mortalidad prenatal en los
varones, por lo que sélo estan afectadas las mujeres. Esta causada por mutaciones en el gen
IKBKG, también denominado NEMO, que codifica para el modulador esencial de NF-kB
(NEMO). Este paciente con EDA-ID, al igual que otros descritos posteriormente, tenia
mutaciones en NEMO que no suprimian totalmente su control sobre NF-kB (Zonana, 2000).
Las mutaciones hipomorficas en NEMO dan lugar a dos sindromes diferentes:

- Mutaciones missense (cambio de aminoacido) son responsables de EDA-ID (MIM: 300291).

- Mutaciones nonsense (aparicion de un codén STOP) causan una clinica mas severa con
osteopetrosis y linfoedema (EDA-ID-OL; MIM: 300301).

Posteriormente, se descubri6 un paciente con signos de EDA-ID, donde la inmunidad
comprometida era la de las células T. Se identifico6 una mutacion en heterocigosis el gen IKBA,
otra molécula implicada en la regulacion de NF-kB. Esta nueva EDA-ID (MIM: 612132) tiene

una herencia autosémica dominante (Courtois, 2003).

11.1.- Manifestaciones clinicas e inmunologicas de EDA-ID/IP

Los pacientes con EDA-ID tienen las mismas manifestaciones de los otros pacientes con EDA
pero menos severas: ausencia completa o parcial de glandulas sudoriparas, denticién anormal
y crecimiento escaso del pelo. La inmunodeficiencia esta caracterizada por infecciones
frecuentes, disgammaglobulinemia con bajos niveles séricos de IgG y elevados de IgM y una
respuesta de anticuerpos disminuida. Los pacientes con EDA-ID-OL presentan un fenotipo
mas severo que incluye osteopetrosis y linfoedema (Doffinger, 2001). La osteopetrosis esta
causada por un defecto en la funcién de los osteoclastos que provoca un exceso de masa 6sea y
el linfoedema por un desarrollo inadecuado de los vasos linfaticos.
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Las infecciones severas y recurrentes de los pacientes con EDA-ID aparecen en la infancia y se
desarrollan a lo largo de toda su vida: infecciones bacterianas del tracto respiratorio, piel y
tejidos blandos, huesos y tracto gastrointestinal, asi como meningitis y septicemias. Los
patogenos causales suelen ser bacterias gram positivas (S. pneumoniae, S. aureus) seguidas de
gram negativas (Pseudomonas sp, Haemophilus influenzae) y micobacterias. También se han
descrito infecciones por Pneumocystis jiroveci, citomegalovirus y adenovirus, lo que sugiere una
inmunodeficiencia mas severa y combinada. Los 2 tnicos pacientes descritos hasta el
momento con EDA-ID-OL sufrieron infecciones por Mycobacterium que les causaron la muerte
en el primer afio de vida (Doffinger, 2001; Dupuis-Girod, 2002).

Muchos pacientes con EDA-ID tienen disgammaglobulinemia con bajos niveles de IgG
(especialmente IgG,), mientras que los de los otros isotipos son variables. Los niveles de IgA
pueden ser elevados, probablemente por las infecciones respiratorias recurrentes. Algunos
pacientes tienen elevados niveles de IgM en suero (hiper-IgM asociado a EDA-ID) (Zonana,
2000). Esto es debido a que, a pesar de que la interaccion CD40-CD40L es correcta, las células
B no pueden proliferar ni realizar el switch de las inmunoglobulinas normalmente por lo que se
produce una gran cantidad de IgM para compensar la deficiencia en los otros isotipos. Si que
hay produccién de IgE, lo que indica que esta via es independiente de NEMO.

Otra alteracion de los pacientes con EDA-ID es la deficiente respuesta de anticuerpos a
antigenos polisacaridos y los bajos niveles de isohemaglutininas. Las células T proliferan
normalmente frente a mitéogenos y antigenos, pero muestran una respuesta celular
extremadamente reducida a IL-1, IL-18, LPS y CD40.

A diferencia de la EDA-ID que sé6lo afecta a varones, el 97% de los afectados con IP son
mujeres. El resto son varones con Klinefelter (XXY) o mosaicismos somaticos (Pacheco, 2006).
Los afectados de IP tienen alteraciones muy variables en los tejidos de origen ectodérmico: piel,
pelo, unas, dientes, ojos y sistema nervioso central (SNC). Los signos prominentes de la piel
son vesiculas inflamatorias perinatales, verrugas papulosas, un patron distintivo de
hiperpigmentacion y lesiones atroficas de la dermis que aparecen siguiendo las lineas de
Blashko. La lesion cutanea da lugar a areas hipopigmentadas. Estas manifestaciones aparecen
secuencialmente sin afectar a zonas previamente dafnadas. Otras -caracteristicas
dermatolégicas son alopecia, cejas y pestainas escasas, pelo aspero y unas con hiperqueratosis.
El 70% de las pacientes con IP tiene anomalias en los dientes que se aprecian muy bien
después del primer ano de vida (Carney, 1976). A diferencia de los defectos en la piel, son
permanentes y afectan tanto a los dientes de leche como a los definitivos. Puede darse una
ausencia total o parcial (hipo- o anodontia) con malformaciones de los dientes en forma conica
y/o erupcion tardia (Landy, 1993). La afectacion de los ojos es asimétrica y pueden afectar o no
a la retina. Las retinopatias, que aparecen en el primer afo de vida, son causadas por
hemorragias y pueden causar ceguera. Las alteraciones que no afectan a la retina son muy
variadas (cataratas, estrabismo, nistagmo) y aparecen mas tarde (Mayer, 2003). Las
manifestaciones en el SNC van desde encefalopatias a retraso mental. Se ha descrito que estos
pacientes pueden ser mas susceptibles a infecciones bacterianas, especialmente en la piel.

El fenotipo de IP es el resultado de un mosaicismo genético debido a la inactivacion del
cromosoma X. En estas enfermas existe un sesgo progresivo hacia la inactivacién del
cromosoma X mutado en todas las células. Los leucocitos de sangre periférica muestran una

inactivacion totalmente sesgada (Parrish, 1996).
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So6lo algunas de las madres de afectados de EDA-ID tienen caracteristicas de EDA o IP y
elevados niveles séricos de IgA; mientras que las madres de los dos nifios descritos con EDA-
ID-OL tienen fenotipo poco severo de IP.

11.2.- La via NF-kB en las EDA

Las mutaciones en la ectodisplasina A causan la forma ligada al X de EDA. Esta proteina es
un miembro de la superfamilia de los TNF. Las formas autosémicas de EDA estan causadas
por alteraciones en los genes EDAR (receptor de EDA, miembro de la superfamilia de los
receptores de TNF) y EDARADD (proteina dominio de muerte asociado a EDAR). EDA activa a
EDAR que usa a EDARADD como puente en la activacion de NF-kB, proceso que es
dependiente de NEMO, proteina alterada en EDA-ID e IP.

La activacion de NF-kB requiere la fosforilacion de sus inhibidores como la kinasa IKB, que
estan constitutivamente unidos a NF-kB impidiendo asi su entrada a nuicleo. La kinasa IKB
esta a su vez regulada por la kinasa IKK. IKK esta formada por las subunidades IKKa, IKKp e
IKKy. IKKa e IKKP tienen una funcién catalitica y fosforilaran a IKB. IKKy, también llamada
NEMO, es la subunidad reguladora de IKK. Cuando NEMO es estimulada a través de
EDARADD o de otras proteinas, permite que IKK fosforile a IKB, provocando su degradacion.
De esta manera, NF-kB entra en el nucleo y puede regular la expresion de genes implicados en
la inhibicién de la apoptosis, la defensa del huésped, la adhesion celular y las respuestas
inflamatorias y al estrés (Smahi, 2002) (Figura [.28).
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Figura 1.28. Esquema simplificado sobre la activacion de NF-kB.

NEMO es necesario para la activacion de IKK en respuesta a estimulos intra y extracelulares y
la consecuente liberacion de NF-kB (Rothwarf, 1998). NEMO es esencial para la funcion de NF-
KB y su ausencia da lugar a su completa inhibicién.

Las manifestaciones clinicas e inmunolégicas de los pacientes con EDA-ID e IP se justifican
por alteraciones en estas vias, incluida la sefializacion a través de EDA, la supervivencia de las
células del endotelio, la arquitectura capilar o la diferenciacién y funcion de los osteoclastos. El
grado de afectaciéon en funciéon de la mutacion determinara el fenotipo final, por ejemplo el
EDA-ID-OL.
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11.3.- Bases moleculares de EDA-ID/IP

La EDA-ID y la IP estan causadas por alteraciones en el gen NEMO. Mutaciones en este gen
también pueden causar Inmunodeficiencia sin manifestaciones de EDA (Niehues, 2004;
Orange, 2004).

El gen NEMO tiene 10 exones que se extienden a lo largo de 17,41 Kb (Figura 1.29). Se
transcribe en un RNA mensajero de 2.102 bp que se traduce en una proteina de 419
aminoacidos y 48 KDa de peso molecular. Esta localizado en el cromosoma X, en Xq28 (Smahi,
1994).

F— Forward strand 17.41 Kb =

Figura 1.29. Esquema del gen NEMO (www.ensembl.org).

La proteina NEMO es la subunidad reguladora de la kinasa IKK y carece de capacidad
catalitica. Esta compuesta por muchos dominios con estructura coiled-coil. La region N-
terminal es la encargada de interaccionar con las subunidades cataliticas de IKK, mientras que
el dedo de Zinc que posee en el extremo C-terminal es necesario para la activacion de NF-kB a

través de citoquinas y LPS.

11.4.- Analisis mutacional del gen NEMO

El Consorcio Internacional sobre Incontinencia Pigmenti celebrado en el ano 2000 demostro
que las mutaciones en NEMO son responsables de la IP. La alteracion mas comun es un
reordenamiento genémico que provoca una delecién intragénica desde el exon 4 al 10. Esta
mutacién esta presente en un 85% de los afectados de IP (Smahi, 2000). En un 70% de los
casos espontaneos se produce en la linea germinal paterna, indicando que tiene lugar por un
mal alineamiento intracromosémico durante la meiosis. El resto de mutaciones estan
distribuidas a lo largo de todo el gen (Courtois, 2006).

Las mutaciones hipomorficas del gen NEMO causan EDA-ID o EDA-ID-OL y estan localizadas
principalmente en el exén 10, afectando al extremo C terminal de la proteina. Al igual que en
otras IDPs existen bases de datos de mutaciones disponibles en internet, como por ejemplo
http:/ /bioinf.uta.fi/IKBKGbase. En pacientes con EDA-ID se han descrito inserciones de una

base en el ex6n 10 que provocan un cambio en la pauta de lectura con la consecuente
aparicion de un codon STOP prematuro (1167-1168insN y 1218insA), mutaciones nonsense
(p-Glu391STOP) y mutaciones missense también en el exén 10, afectando en su mayoria a la
Cisteina 417, un residuo clave en el dominio de dedos de Zinc del extremo C terminal. Los 2
pacientes descritos con EDA-ID-OL tienen la mutacion p.STOP420Trp, que provoca la
desaparicion del codén STOP generando una proteina de 27 aminoacidos mas, que es
inestable.

En el ano 2005 se describi6 una paciente con EDA-ID debido a una mutaciéon en NEMO. El
estudio de la inactivacion del cromosoma X en sangre periférica revel6 un sesgo progresivo
hasta que la inmunodeficiencia desaparecié. Se trata del primer caso documentado in vivo en el
que la seleccion actia contra el cromosoma X mutado en una enfermedad ligada al sexo
(Martinez-Pomar, 2005).
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En los ultimos anios se han descrito pacientes immunodeficientes con mutaciones en NEMO
que no presentaban ningun signo de EDA (Niehues, 2004). Todos ellos padecian infecciones
severas recurrentes por micobacterias.

11.5.- Diagnostico de EDA-ID e IP

Los pacientes con EDA-ID tienen infecciones severas y recurrentes a lo largo de toda su vida y
estan causadas principalmente por bacterias encapsuladas. En los pacientes con EDA-ID-OL
suelen ser micobacterias. Las manifestaciones clinicas de EDA en estos pacientes son menos
obvias que en los pacientes con EDA sin inmunodeficiencia.

Los pacientes con IP tienen manifestaciones clinicas muy evidentes desde el nacimiento. El
diagnostico de esta enfermedad se basa en la evolucion de las alteraciones en la piel junto con
las anomalias en la denticién, ojos o sistema nervioso central. Hay que tener en cuenta el
diagnéstico diferencial con la Hipomelanosis de Ito (MIM: 300337), que tiene una herencia
esporadica y se desconoce su base genética.

El diagnoéstico definitivo de todas estas enfermedades se realiza analizando la secuencia del
gen NEMO. Las mujeres portadoras de EDA-ID y EDA-ID-OL pueden tener algunas
caracteristicas de EDA o IP. La inactivacion del cromosoma X en estas mujeres esta
ligeramente sesgada, lo que sugiere que las mutaciones hipomérficas en NEMO no causan
muerte celular.

El diagnoéstico prenatal debe basarse en el estudio del gen NEMO a partir de DNA de
vellosidades coriénicas, puesto que una seleccion de sexo no descartaria la presencia de
algunos rasgos de la enfermedad.

11.6.- Tratamiento y pronéstico de EDA-ID e IP
La morbilidad y mortalidad de EDA-ID y EDA-ID-OL son muy elevadas. El tratamiento

consiste en la administracién de inmunoglobulinas intravenosas para evitar infecciones. No
obstante, no siempre es protectivo y debe combinarse con una profilaxis antibiética
individualizada para cada paciente, con especial atencion a las infecciones por micobacterias.

El tratamiento en la IP es sintomatologico: hay que prevenir la ulceraciéon en las lesiones de la
piel, tratar las alteraciones en los ojos para evitar el dano ocular y la pérdida visual. También

es necesario un examen neurolégico completo (Bruckner, 2004).
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12.- Deficiencia en Properdina

El sistema del complemento esta formado por una serie de proteinas séricas cruciales en la
defensa del huésped y en la inflamacion. El complemento también tiene un papel importante
en el aclaramiento y procesamiento de los inmunocomplejos (Schifferli, 1986).

El primer paciente con una deficiencia de complemento determinada genéticamente fue
descrito en 1960 (Silverstein, 1960). Desde entonces se han descrito deficiencias de casi todos

los componentes del sistema del complemento.

12.1.- El sistema del complemento

El complemento es especialmente importante para la respuesta inmunitaria durante las
primeras horas de la infeccién y para contener dicha infeccién en el lugar inicial. Si existe
diseminaciéon también contribuye al aclaramiento de los microorganismos del torrente
circulatorio. Existen al menos tres vias por las cuales se activa el complemento: la clasica, la

alternativa y la de las lectinas (Figura 1.30).

Inmunocomplejos Microorganismos
C1(C1q, C1r, C1s) MEL, MASP-1, MASP-2

c4 c2
cda ¢ Ncap 23« S cab

— G —
C3a l C3b
— Ch

C5a l

C5b, C6, C7, C8, C9
¢
Complejo de ataque a la membrana

Figura 1.30. Esquema de las 3 vias de activaciéon del complemento: la clasica (en amarillo), la alternativa (en rojo) y la

de las lectinas (en azul).

La activacion de la via clasica se inicia por complejos antigeno-anticuerpo. La union del
anticuerpo (IgGi, 1gG2, IgGs o IgM) con el antigeno forma un inmunocomplejo que se une y
activa al primer componente de la via (C1), que esta formado por Clq, Clr y Cls. Clqes el que
se une a la molécula pesada de la inmunoglobulina activando a Clr y éste a Cls. Cls activado
activa a C4 formandose C4a y C4b. C4b se une covalentemente a la inmunoglobulina del
inmunocomplejo o a la superficie celular donde esté el inmunocomplejo, como por ejemplo un
microorganismo. En paralelo, Cls también activa a C2, dando lugar a C2a y C2b. C2a se une a
C4b creando un complejo (C4b, 2a) denominado convertasa de C3 de la via clasica, porque es
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capaz de activar a C3 e iniciar el ensamblaje de los componentes terminales (C5-C9) para
formar el complejo de ataque a la membrana (MAC). Una activacién incontrolada de esta via da
lugar a una actividad exacerbada de C3 y de los componentes terminales, que provocaria
danos en el huésped. Por ello, existen elementos reguladores de la via, como el inhibidor de la
C1 esterasa (C1INH), que inhibe tanto a Clr como a Cls; el factor I, que inhibe a C4b; o el
factor acelerante de decaimiento (DAF) que promueve la disociacion de C2a del complejo C4b,
2a.

La activaciéon de la via alternativa puede darse independientemente de la participaciéon de los
anticuerpos. El factor C3 se hidroliza de forma espontanea, pudiéndose de esta manera unirse
al factor B. Esta union permite al factor D escindir el factor B en 2 fragmentos: el mayor de
ellos, Bb, se une covalentemente a C3 provocando la hidrélisis de C3 en C3a y C3b. C3b, Bb es
la convertasa de C3 de la via alternativa y tiene la capacidad de generar C3b que ira uniéndose
a las superficies celulares (opsonina) y a mas factor B que el factor D transformara en Bb y de
esta manera se ird amplificando la cascada. Los factores que modulan la actividad de la via
alternativa son la properdina, que estabiliza la union de Bb a C3b; el factor H, que compite con
el factor B por la union a C3b para asi desplazar a Bb del complejo enzimatico; y el factor I,
que inactiva el C3b unido a la célula por protedlisis dando lugar a iC3b, molécula incapaz de
unirse a C3b, Bb.

La via de las lectinas se inicia con la lectina de unién a manosas (mannose binding lectin,

MBI). Esta proteina tiene la capacidad de unirse a diferentes microorganismos y de activar C3
por la via clasica sin requerimiento ni de Clq ni de inmunoglobulina. MBL interacciona con
MASP-1 y MASP-2, moléculas homologas a Clr y Cls, que pueden cortar C4 y C2 generando
C4b,2a, es decir, la convertasa de C3 de la via clasica.

Como ya hemos descrito anteriormente, la hidrélisis de C3 da lugar a C3a y C3b, que se une
covalentemente a inmunocomplejos y superficies celulares. C3b, ademas de opsonizar, se
combina con sus convertasas para activar a C5, dando lugar a C5a y C5b. C5a es una
anafilotoxina y C5b se unira inmediatamente a C6 para iniciar la formaciéon del complejo de
ataque a la membrana (MAC), un complejo multimolecular de C5a, C6, C7, C8 y C9 que posee
actividad citolitica. La formacion del MAC esta regulada por el factor de restriccion homologo
(HRF), también conocido como proteina de union a C8 (C8bp), que es una proteina de
membrana integral que esta en células de sangre periférica para impedir la formacién e
insercion del MAC; y por HRF20 o CD&9, que inhibe el desplegamiento de C9 necesario para la

insercién en membrana.

12.2.- Manifestaciones clinicas e inmunolégicas de las deficiencias de
complemento

La expresion clinica de las deficiencias de complemento determinadas genéticamente es
variable y depende del papel del componente deficiente en la defensa normal del huésped y en
la inflamacion. Estos pacientes pueden tener una susceptibilidad incrementada a infecciones
bacterianas, enfermedades reumaticas, angiodema o ser asintomaticos.

Los pacientes con una deficiencia en C3 tienen una marcada susceptibilidad a infecciones por
bacterias cuya primera defensa del huésped es la opsonizacion, como Streptococcus
pneumoniae, Streptococcus pyogenes o Haemophilus influenzae. Los pacientes con una
deficiencia en Cl, C2 o C4 también tienen susceptibilidad a estas mismas bacterias
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encapsuladas, ya que estos componentes son necesarios para la activacion de la via clasica,
pero en menor grado, ya que mantienen la via alternativa intacta. Los pacientes con
deficiencias en C5-C9 tienen una susceptibilidad incrementada a infecciones por bacterias
gram negativas, como Neisseria meningitidis, ya que estas bacterias son muy susceptibles a la
accion del MAC. El tipo de infecciones mas comunes en todos estos pacientes son bacteremias,
meningitis e infecciones localizadas tipo sinusitis, otitis y neumonias.

Las manifestaciones reumaticas son mas frecuentes en pacientes con defectos en los primeros
componentes de la via clasica (C1, C2 y C4), ya que el riesgo de desarrollarse se correlaciona
con la incapacidad de estos pacientes para eliminar los inmunocomplejos. Existe gran variedad
de enfermedades reumaticas, incluyendo Lupus Eritomatoso Sistémico, Dermatomiosistis,
Esclerodermia, Vasculitis o Glomerulonefritis entre otras.

La deficiencia en el inhibidor C1 esterasa (C1INH) tiene manifestaciones clinicas muy
diferentes al resto de deficiencias genéticas del complemento, consistentes en angioedemas.
Los defectos en DAF y CD5S9 causan Hemoglobinuria paroxistica nocturna.

Se han descrito deficiencias de todos los componentes solubles del complemento y de muchas
de las proteinas reguladoras y de los receptores de membrana. La mayoria tienen una herencia
autosomica recesiva, pero la deficiencia en el inhibidor de la C1 esterasa tiene una herencia

autosémica dominante, y la deficiencia en properdina esta ligada al X (MIM: 321060).

12.3.- Deficiencia en Properdina

El gen de la properdina (CFP) es el Gnico gen del complemento localizado en el cromosoma X.
Se extiende a lo largo de 5,75 Kb y esta agrupado en 9 exones (Figura [.31). Se transcribe a un
mRNA de 1.592 bp que se traduce a una proteina de 469 residuos y 53 KDa de peso molecular.
Esta proteina contiene 6 unidades trombospondina y circula como un oligémero ciclico (Nolan,
1991).
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Figura [.31. Esquema del gen CFP, que codifica la properdina (www.ensembl.org).

La properdina es un componente de los granulos secundarios de los neutréfilos pero también
es sintetizada por monocitos, hepatocitos y linfocitos T. Su funcion es estabilizar las enzimas
de la via alternativa que activan C3 y C5 (C3b, Bb).

El suero de todos los pacientes con deficiencia en properdina es incapaz de mantener la
activacion de C3 por la via alternativa por lo que tienen una actividad bactericida reducida
frente a meningococos. Por ello, aproximadamente la mitad de los pacientes con esta
deficiencia padece enfermedades meningocécicas, demostrando la importancia de la via
alternativa en la defensa frente a Neisseria sp. Se han descrito casos aislados de Lupus
Eritomatoso Sistémico y Lupus Discoide.

Se han identificado diferentes tipos de mutaciones en estos pacientes, que se correlacionan
con los niveles de properdina en suero. Aquellos en los que no hay properdina tienen
mutaciones con apariciéon de un codon STOP prematuro, mientras que en los que los niveles

estan reducidos existen mutaciones missense (cambio de aminoacido). También se han
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descrito mutaciones missense que permiten una expresion normal de la proteina pero que
impiden su funcionalidad, por ejemplo la interacciéon con C3b (Fredrikson, 1996).

12.4.- Diagnostico y tratamiento de las deficiencias de complemento

Muchas de las deficiencias de la via clasica (C1-C9) pueden ser detectadas mediante un
ensayo hemolitico que comprueba la integridad funcional de la via. El mas tradicional y en el
que se basan muchos de los métodos actuales es el CH50, que determina la capacidad de un
suero problema para lisar hematies de cordero sensibilizados. Una deficiencia de cualquiera de
los componentes alterara el resultado de la prueba.

Las deficiencias de los componentes de la via alternativa (factores B, H, I y properdina) pueden
ser detectados usando un ensayo hemolitico que teste la actividad funcional de la via
alternativa (AHS0). Uno de ellos es el que usa eritrocitos de conejo como potente activador de la
via alternativa. Los pacientes con deficiencia en los componentes de la via alternativa, pero
también con deficiencia en C5-C9, no podran lisar los hematies de conejo.

La identificacion del componente especifico que esta alterado depende tanto de ensayos
funcionales como inmunoquimicos. El diagnéstico final se establecera por la identificacion del

defecto genético responsable.

12.5.- Tratamiento y pronéstico de las deficiencias de complemento

El tratamiento de las deficiencias de complemento se limita normalmente a cuidados de
soporte y relacionados con las manifestaciones clinicas que son secundarias a la deficiencia
especifica. Para prevenir las infecciones y/o modificar el curso de las mismas se han probado
dos estrategias. La primera consiste en vacunar contra los patéogenes mas comunes como S.
pneumoniae, H. influenzae y N. meningitidis. Esta estrategia tiene limitaciones por lo que existe
una segunda, que consiste en el uso de antibioticos profilacticos.

En cuanto a las enfermedades reumatologicas, se tratan de igual modo que en el resto de
pacientes, con inmunosupresores y antiinflamatorios.

El tratamiento de la deficiencia del inhibidor de la C1 esterasa es diferente del resto y consiste
en aminorar los sintomas y evitar las recurrencias del angiodema. En profilaxis a largo plazo se
usan androgenos atenuados y antifibrinoliticos. Sin embargo, el concentrado de C1 esterasa

inhibidor es el agente mas efectivo en el tratamiento de los ataques agudos (Agostoni, 1993).
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Hipétesis de trabajo y Objetivos

Las Inmunodeficiencias Primarias (IDPs) son enfermedades congénitas que afectan a la
funcionalidad y al desarrollo del sistema inmune. Aunque en los ultimos afos se ha
incrementado el nimero de pacientes identificados con estas patologias, todavia quedan
muchos por caracterizar genética y molecularmente de manera adecuada. Se encuentra
ampliamente documentado que el retraso en su diagnéstico provoca complicaciones muy
graves, a menudo irreversibles e incluso letales. Nuestra hipoétesis de trabajo se basa en que la
correcta evaluaciéon y el diagnostico temprano de estos pacientes en centros especializados, y
especialmente cuando se hace de manera integrada y coordinada, permite incrementar su
calidad de vida, ya que aceleran y facilitan una mejora en su tratamiento y seguimiento, asi
como en la prevencion de las complicaciones mas severas. En la presente Tesis nos hemos
querido centrar preferentemente en las Inmunodeficiencias Primarias ligadas al X dada su
particular herencia y su elevada prevalencia dentro de los diferentes grupos sindrémicos en los

que se encuadran las IDPs.

En consonancia con esta hipoétesis, los objetivos de la presente Tesis son:

1. Evaluar inmunolégicamente a pacientes con afectacion del sistema inmune con el fin de
establecer una firme sospecha diagnostica de una Inmunodeficiencia Primaria concreta
y, especialmente, en aquellas inmunodeficiencias en las que los datos sugieran una

herencia ligada al X.

2. Llevar a cabo los estudios funcionales, moleculares y genéticos precisos que permitan

alcanzar un diagnoéstico definitivo en todos los casos.

3. Identificar nuevas mutaciones no descritas previamente y responsables de
Inmunodeficiencias Primarias. Demostrar la relacion causal entre dichas mutaciones, el

defecto molecular y la patologia encontrada.

4. Extender el estudio genético a familiares para identificar individuos portadores de la
enfermedad, asi como pacientes no diagnosticados. Proporcionar herramientas que
faciliten un abordaje molecular que permita corregir dichas patologias: terapia génica,

seleccion de embriones sanos, etc.

5. Establecer relaciones fenotipo-genotipo en base a los pacientes y a sus mutaciones aqui

descritas.

6. Realizar estudios inmunolégicos, tanto funcionales como genéticos o moleculares, con
el fin de evaluar el seguimiento post-trasplante.

75






III. Material y Métodos

77






Material y Métodos

1.- Pacientes

Las muestras de pacientes inmunodeficientes procedian del Hospital de la Santa Creu i Sant
Pau, del Hospital Infantil Sant Joan de Déu, del Hospital de la Vall d'Hebron, del Hospital
Universitario de Canarias y del Hospital Marqués de Valdecilla, asi como de sus familiares. Los
individuos control eran donantes sanos procedentes del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau.
Las muestras de sangre total fueron obtenidas por puncién venosa periférica. En casos

seleccionados se trabajoé con muestras de biopsias.

2.- Lineas celulares

Las células transformadas por el virus de Epstein Barr (EBV) de pacientes y controles fueron
derivadas en el laboratorio de la Dra. Montse Planas. Estas células se cultivaron a 37°C, 5%
CO:2 y humedad saturante en medio RPMI (BioWhittaker, Noruega) suplementado con un 10%
de suero fetal bovino-FCS (BioWhittaker, Noruega), 1% glutamina (Gibco BRL, USA) y 1%
penicilina/estreptomicina (BioWhittaker, Noruega) a una concentracion de 400.000 células/mL.
En el estudio de la movilizacion de granulos citotoxicos en células NK se utilizé la linea celular
K562, una linea humana de origen mieloide (eritroleucemia) que carece de moléculas HLA de

clase I. Esta linea se cultivo en las mismas condiciones anteriormente descritas.

3.- Determinacion de los niveles de inmunoglobulinas

Los niveles de inmunoglobulinas IgG, IgA e IgM se valoraron mediante la técnica de
nefelometria, mientras que los de IgE total e IgE especifica se hicieron por ELISA. Las muestras
analizadas fueron sueros o plasmas separados por centrifugacion a 1.600g durante 10 minutos
de sangre coagulada (suero) o no coagulada (plasma).

Los niveles de IgG, IgM e IgA expresados en mg/dL se determinaron con el nefelometro
IMMAGE (Beckman Coulter, USA). Los de IgE total e IgE especifica, expresados en Ul/mL,
fueron obtenidos mediante el equipo ImmunoCap 250 (Pharmacia Diagnostics, Suecia).

4.- Separacion de poblaciones celulares de la sangre

4.1.- Obtencion de leucocitos (buffy coat)

La obtencién de leucocitos se realiz6 a partir de la centrifugacién de sangre fresca no
coagulada (heparina o EDTA) y la posterior lisis de hematies con solucion ACK (NH4Cl 150mM,
KHCO3 1mM, EDTA bisédico 0,1mM, pH 7,2):

1. Centrifugar la sangre a 1.600g durante 5 minutos.
Transferir el buffy coat (capa de leucocitos) a un tubo nuevo.
Anadir 10mL de ACK. Incubar durante 10 minutos, agitando de vez en cuando.

Centrifugar a 700g durante 5 minutos.

o~ w DN

Descartar el sobrenadante y lavar con 10mL de PBS (Tampén fosfato 10mM, NacCl
150mM, pH 7,2) centrifugando a 700g durante 5 minutos. Repetir el lavado.
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7.
8.

Resuspender el pellet en 2-3mL de PBS y repartirlo en eppendorfs previamente
rotulados.

Centrifugar a 16.000g durante 3 minutos. Descartar el sobrenadante.

Congelar los pellets celulares en N» liquido y guardar a —-80°C.

Esta técnica permiti6 tener pellets para extraer DNA, RNA o proteinas, segtiin las necesidades.

4.2.- Obtencion de células mononucleares

La obtencién de células mononucleares de la sangre se realizé mediante un gradiente de ficoll

(Lymphoprep Ficoll-Hypaque; Nicomed, Pharma As, Norway) obtenido por centrifugacién:

1.

a s~ wDn

10.
11.
12.

Diluir a la mitad la sangre fresca no coagulada, preferiblemente heparinizada, en PBS.
Poner 4mL de ficoll atemperado en tubos de 15mL, dos tubos por muestra.

Anadir la sangre diluida gota a gota sobre el ficoll.

Centrifugar 20 minutos a 850g a temperatura ambiente (RT).

Recoger la capa de células que queda por encima del ficoll (células mononucleares) y
transferir a un nuevo tubo de 15mL. Completar con 10mL de PBS estéril.

Centrifugar 10 minutos a 700g a 4°C.

Descartar el sobrenadante. Resuspender el pellet y anadir nuevamente PBS.

Coger una alicuota de la suspensién celular y realizar el contaje de células en camara
de Neubauer (Hycor biomedical inc., USA) mediante exclusiéon con azul de tripan (Trypan
Blue Solution 0.4%, Sigma, USA).

Centrifugar el resto de la suspension celular 5 minutos a 700g a 4°C.

Repetir los pasos 7 y 9.

Descartar el sobrenadante.

Resuspender el pellet de células en medio RPMI suplementado con un 10% de suero
fetal bovino-FCS, 1% glutamina y 1% penicilina/estreptomicina a la concentracién
deseada.

Mediante esta técnica obtuvimos células mononucleares en cultivo necesarias para llevar a

cabo la mayoria de pruebas funcionales. Para obtener pellets de células mononucleares para la

extraccion de RNA o proteinas, a partir del punto 11 se llevaron a cabo los siguientes pasos:

1.
2.
3.

Resuspender el pellet en 2-3mL de PBS y repartirlo en eppendorfs identificados.
Centrifugar a 16.000g durante 3 minutos. Aspirar el sobrenadante.
Congelar los pellets celulares en N; liquido y guardar a -80°C.

4.3.- Obtencion de neutrofilos

La obtencién de neutréfilos a partir de sangre heparinizada se realiz6 mediante una

sedimentacion diferencial en un gradiente de dextrano y sacarosa:
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1.

Disolver 1,5g de dextrano (Sigma, USA) mas 1,5g de sacarosa (Merck, Alemania) en un
volumen final de 50mL de suero fisiologico (Braun Medical, Espana).

En un tubo de vidrio mezclar 4mL de sangre y 1mL de tampoén dextrano-sacarosa.
Dejar sedimentar durante 1 hora.

Recuperar la fase superior del gradiente, de color blanquecino, que contiene los
neutrofilos.

Lavar con 10 mL de suero fisiologico y centrifugar 5 minutos a 300g.

Descartar el sobrenadante y resuspender en suero fisiolégico.
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7. Coger una alicuota de suspension celular y realizar el contaje en camara de Neubauer.
8. Centrifugar el resto 5 minutos a 300g.
9. Descartar sobrenadante, resuspender el pellet en 2-3mL de suero fisiologico y repartirlo
en eppendorfs previamente identificados.
10. Centrifugar a 16.000g durante 3 minutos. Aspirar el sobrenadante.
11. Congelar los pellets celulares en Ny liquido y guardar a —-80°C.
Esta técnica permitié obtener pellets de neutréfilos que sirvieron como base de algunos de los

experimentos de western blot.

5.- Fenotipado celular mediante citometria de flujo

La citometria de flujo es una técnica de analisis multiparamétrico que permite medir
caracteristicas fisicas y bioquimicas de células vivas. Para ello, el citémetro forma un flujo
laminar y las células pasan individualmente delante de un laser. Cuando el laser incide sobre
la célula los detectores miden el grado y la direccion de la luz desviada determinando asi el
tamano, forma y estructura de la célula (grafico FS:SS). Si estas células han sido previamente
marcadas con una o mas moléculas fluorescentes llamadas fluorocromos, el laser las excitara
dando lugar a una fluorescencia que es cuantificable. Para el fenotipado celular mediante
citometria de flujo utilizamos anticuerpos que reconocen las proteinas de interés y que, directa
o indirectamente, tienen unido covalentemente un fluorocromo. El equipo utilizado fue el
citometro Cytomics FC500 y el programa de analisis CXP Software ambos de Beckman Coulter,
USA.

Esta técnica fue utilizada para analizar y caracterizar las poblaciones linfocitarias asi como

para evaluar la expresion de proteinas de interés, tanto de superficie como intracelulares.

5.1.- Analisis de la expresion de proteinas de superficie

Todas las proteinas de superficie analizadas disponian de anticuerpos monoclonales (MoAbs)
marcados con un determinado fluorocromo. Por ese motivo, para determinar la expresiéon de
las proteinas de superficie utilizamos la técnica de la inmunofluorescencia directa (IFD), que
consiste en la incubaciéon de la muestra con MoAbs ya marcados. El esquema general es el
siguiente:

1. Poner en un tubo de citometria los MoAbs deseados. En la tabla III.1 estan indicados
los MoAbs utilizados, asi como el fluorocromo que llevan unido y la cantidad requerida
por cada 100pL de muestra.

2. Anadir 100pL de sangre o de células resuspendidas en PBS.

3. Incubar durante 15 minutos a RT en oscuridad.

4. A partir de aqui existen 2 posibilidades:

- Si es sangre, lisar con el aparato TQ-Prep (Beckman Coulter, USA) que realiza una
lisis osmotica de los hematies (acido féormico al 1,2%), estabiliza el pH (NaxCO3z 50mM,
NaCl 250 mM y NapSO4 200mM) y fija las células (paraformaldehido 1%) de manera
automatica.

- Si son células aisladas, anadir 300uL de tampén ISOTON® II (Beckman Coulter,
USA).

5. Analizar las muestras en el citometro.
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MoAbs - Fluorocromo uL/100uL Marca comercial
CD3-PC5 3uL BECKMAN COULTER, USA
CDS8-FITC SuL BECKMAN COULTER, USA
CD11a-FITC SuL IMMUNOTOOLS, Alemania
CD14-PC5 SuL BD BIOSCIENCES, USA
CD15-FITC SuL IMMUNOTOOLS, Alemania
CD16-FITC 3uL BD BIOSCIENCES, USA
CD18-FITC SuL IMMUNOTOOLS, Alemania
CD20-FITC SuL BECKMAN COULTER, USA
CD21-FITC SuL IMMUNOTOOLS, Alemania
CD22-FITC SuL IMMUNOTOOLS, Alemania
CD25-FITC SuL IMMUNOTOOLS, Alemania
CD40L-PE 10uL IMMUNOTECH, Francia
CD45-FITC, CD4-PE, CD8-ECD, CD3-PC5 SuL BECKMAN COULTER, USA
CD45-FITC, CD56-PE, CD19-ECD, CD3-PC5 SuL BECKMAN COULTER, USA
CD45RA-FITC 3uL IMMUNOTOOLS, Alemania
CD45RO-PE 3uL BD BIOSCIENCES, USA
CD69-FITC SuL BD BIOSCIENCES, USA
CD69-PE SuL IMMUNOTOOLS, Alemania
CD107a-PE SuL BD BIOSCIENCES, USA
HLA-DR-PE 10uL IMMUNOTECH, Francia
IgM-PE 2uL IMMUNOTECH, Francia
STATS-P-PE 20uL BD BIOSCIENCES, USA
TCR gamma-delta-FITC SuLl IMMUNOTECH, Francia
W6/32-FITC 3uL ABD SEROTEC, Alemania

Tabla III.1. Listado de anticuerpos monoclonales (MoAbs) usados en la citometria directa.



Material y Métodos

5.2.- Analisis de la expresion de proteinas intracelulares

Para determinar la expresion de proteinas intracelulares es necesario fijar y permeabilizar las
células. Este proceso se realizo usando los tampones comerciales Fixation Solution y
Permeabilization Buffer (eBiosciences, USA). Los anticuerpos que reconocen las proteinas
intracelulares no suelen estar marcados, por lo que se debe incubar con un anticuerpo
secundario que reconozca el primario y que si que tenga un fluorocromo unido. Es por ello que
esta técnica se denomina inmunofluorescencia indirecta (IFI). Su esquema general es:

1. Partir de 1.000.000 de células por tubo de citometria.

2. Lavar con 3mL de FACS (PBS, 1%FCS, 0,5% azida so6dica) a 700g durante 5 minutos.

3. Aspirar sobrenadante y resuspender en 100pL de FACS + SCI (suero de conejo
inactivado) al 10%.

4. Realizar el marcaje de superficie mediante MoAbs marcados. Incubar 15 minutos a RT
oscuridad.

5. Lavar con FACS a 700g durante 5 minutos.

6. Dividir cada tubo en dos: el control negativo y el test (S0uL cada uno)

7. Anadir 100pL de Fixation Solution. Vortear e incubar 20 minutos a RT oscuridad.

8. Anadir 1mL de Permeabilization Buffer 1x y centrifugar 5 minutos a 700g.

9. Descartar sobrenadante y repetir el lavado.

10. Anadir SOpL de Permeabilization Buffer 1x e incubar 5 minutos a RT.

11. Anadir el anticuerpo primario al test y un anticuerpo irrelevante al control negativo,
ambos diluidos en FACS + SCI 10%.

12. Incubar 1 hora en hielo.

13. Anadir 1mL de Permeabilization Buffer 1x y centrifugar 5 minutos a 700g.

14. Repetir 2 veces mas este lavado.

15. Anadir el anticuerpo secundario marcado con fluorocromo a todos los tubos.

16. Incubar 45 minutos en hielo y oscuridad.

17. Anadir 1mL de Permeabilization Buffer 1x y centrifugar 5 minutos a 700g.

18. Repetir el lavado.

19. Anadir 3mL de FACS y centrifugar a 700g durante 5 minutos.

20. Anadir 300 uL de tampo6n ISOTONP II al pellet resultante y analizar en el citometro.

5.2.1.- Tincion intracelular indirecta de la proteina Btk

Para determinar la expresiéon de Btk partimos de células mononucleares obtenidas por
gradiente de ficoll. El marcaje de superficie se realiz6 con anti CD14-PC5. El anticuerpo
primario fue un anticuerpo murino que reconoce la proteina Btk humana (BD Transduction
laboratories, USA) y se utiliz6 a una concentracion final de S0pg/mL. El anticuerpo secundario
utilizado fue el F(ab') de cabra que reconoce las cadenas H y L de las IgG de ratén y esta
marcado con FITC (Caltag, USA). Se utilizé a una concentracion final de 3,51g/mL.

5.2.2.- Tincion intracelular indirecta de la proteina WASP

Para determinar la expresion de WASP partimos de linfocitos T estimulados durante 3 dias con
PHA + IL-2. El marcaje de superficie se realizo con anti CD3-PC5. El anticuerpo primario fue
un anticuerpo murino que reconoce la proteina WASP humana (BD Pharmingen, USA) y se

utilizé a una concentraciéon final de Spg/mL. El anticuerpo secundario utilizado fue un F(ab'),
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de cabra marcado con FITC que reconoce las cadenas H y L de las IgG de raton (Caltag, USA).

Se utiliz6 a una concentraciéon final de 3,5png/mL.

5.2.3.- Tincion intracelular indirecta de la proteina gp9 1rhox

Para determinar la expresién de gp91rhex partimos de células mononucleares obtenidas por
gradiente de ficoll. El marcaje de superficie se realiz6 con anti CD14-PC5. El anticuerpo
primario utilizado se denomina 7DS5, que es un anticuerpo murino que reconoce la proteina
gp91rhoex humana (cedido por el Dr. Dirk Roos) y se utilizé a una concentraciéon final de 1 en 50.
El anticuerpo secundario utilizado fue el F(ab'). de cabra que reconoce las cadenas H y L de las
IgG de ratén y estd marcado con FITC (Caltag, USA). Se utiliz6 también a una concentraciéon
final de 3,5ng/mL.

6.- Analisis de la expresion proteica

Para el analisis de la expresion proteica utilizamos la técnica del Western blot. Previamente,
obtuvimos los extractos celulares. E1 Western blot consisti6 en someter las proteinas a un
campo eléctrico para separarlas en funciéon de su peso molecular, transferirlas a una
membrana de nitrocelulosa donde posteriormente se incubaronn con los anticuerpos

adecuados y revelarla con un sustrato quimioluminiscente.

6.1.- Obtencion de extractos celulares

Para obtener los extractos celulares partimos de pellets celulares:

1. Por cada 107 células utilizar 100pL de Buffer de lisis (Tris-HCl pH 7.6 10mM, NaCl
150mM, NP-40 1%, EDTA 1mM, Ortovanadato 1mM, PMSF 2mM, aprotinina 10pg/mL
y una combinacion de inhibidores de proteasas y fostasas, Roche Diagnostics,
Alemania).

2. Resuspender bien y dejar en hielo durante 1 hora.

3. Centrifugar 10 minutos a 16.000g.

4. Pasar el sobrenadante a un eppendorf nuevo y agregar el volumen adecuado de tampo6n
de muestra 4x (Tris 250mM pH 6.8, SDS 80mg/mL, Glicerol 35%, Azul de bromofenol
0.1%, 2-Mercaptoetanol 20%).

5. Calentar la muestra a 100°C durante 5 minutos.

6.2.- Western blot

La electroforesis se llevd a cabo en geles comerciales que contenian un gradiente de
poliacrilamida del 4 al 12% (NuPAGE 4-12% Bis Tris Gel, Invitrogen, USA). Tras el montaje del
gel en la cubeta X-Cell II Mini-Cell (Novex, USA), se anadi6 el Buffer MOPS suplementado con
antioxidante (Invitrogen, USA). Junto con las muestras se cargéd el marcador de peso molecular
pre-tenniido Seeblue® Plus2Pre.Stained Standard (Invitrogen, USA) (Figura III.1). Cada gel se
corri6é a 20mA durante aproximadamente 3 horas.

Una vez corrido el gel, se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa (Protran,
Schleicher&Schuell, Alemania) a una intensidad constante de 300mA durante 1 hora y 30
minutos a 4°C. El Buffer de transferencia (Invitrogen, USA) contenia un 10% de metanol y el
antioxidante (Invitrogen, USA).
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Antes de bloquear la membrana, la lavamos con TBS (Tris-HCl pH8 25mM, NaCl 125mM)
durante 5 minutos. El bloqueo de la membrana se realizé6 con TBST (TBS con 0,1% de Tween
20, Merck, Alemania)) con un 5% de leche desnatada (Nestlé, Suiza) durante 2 horas en
agitacion a RT. Posteriormente se realizaron 5 lavados de 10 minutos cada uno con TBST.

La incubacion con el anticuerpo primario fue durante toda la noche en agitacion a 4°C. La
dilucion se hizo en TBST al 3% de leche desnatada.

Antes de incubar con el anticuerpo secundario, se realizaron 5 lavados de 10 minutos cada
uno con TBST. Los anticuerpos secundarios utilizados estaban conjugados con peroxidasa de
rabano-HRP (Pierce, USA). Se diluyeron en TBST al 3% de leche desnatada y se incubaron
durante 1 hora y 30 minutos en agitaciéon a RT. Repetimos los 5 lavados de 10 minutos cada
uno con TBST y procedimos al revelado de la membrana. Los sistemas utilizados fueron los
kits comerciales Super Signal® West Pico y Super Signal® West Dura (Pierce, USA). Estos kits
contienen un sustrato que al ser degradado por la HRP emite quimiolumiscencia que es
detectada mediante una impresion radiografica. Se escogieron estos sistemas por ser sensibles

a nanogramos de proteina e incluso femtogramos en el caso del Super Signal® West Dura.

Protein Approximate Molecular Weights (kDa)
Tris- o INuPAGE® [NuPAGEY MuPAGE®
Clycine | THENE | MES | MOPS | Tris-Aretate
= | Myosin 230 210 | 188 191 210
Phosphorylase
o ESES 98 78 62 64 71
Glutamie 55 g 5
Dehydrogenase B = 43 Al 35
Aleohol Dehydrogenase 50 45 38 L] 41
« | Carbonic Anhydrase 36 34 28 28 n/a
“ o | Myoglobin Red 22 17 17 19 n/a
W Lysczyme 16 16 14 14 n'a
| Aprotinin 6 7 6 n/a n/a
== | Insulin. B Chain 4 4 3 nfa | n/a
NuPAGE® Novex

Bis-Tris 4-12% Gel

Figura III.1. Marcador de peso molecular Seeblue® Plus2Pre.Stained Standard.

6.3.- Stripping: reutilizacion de las membranas

Las membranas de nitrocelulosa reveladas pueden ser reutilizadas para detectar otras
proteinas. Para ello se usé el reactivo comercial Restore™ Western blot Stripping Buffer (Pierce,
USA). Las membranas que quisimos volver a revelar se lavaron y se guardaron sumergidas en
PBS a 4°C hasta el momento de su nueva utilizaciéon. En dicho momento, se incubd la
membrana con el reactivo durante 45 minutos a 45°C y en agitacion. A continuacion se
realizaron S lavados con TBST de 10 minutos cada uno. El siguiente paso fue bloquear e
incubar con los anticuerpos deseados tal y como se ha detallado anteriormente.
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6.4.- Western blot para la proteina B-actina

Esta proteina fue utilizada como control de la técnica. Los extractos celulares fueron los
mismos que se utilizaron para la proteina que se queria testar y, mayoritariamente, se trataba
de membranas reutilizadas. El anticuerpo primario era un anticuerpo murino anti beta-actina
humana (Sigma, USA) y se utiliz6 a una concentracion de 1 en 100.000. El anticuerpo
secundario utilizado fue un anticuerpo de cabra contra ratén (goat anti-mouse) marcado con
HRP (Pierce, USA) diluido 1 en 100.000. El sistema de revelado fue el Super Signal® West Pico.

6.5.- Western blot para la proteina Btk

Los extractos procedian de células mononucleares aisladas por gradiente de ficoll. El
anticuerpo primario utilizado fue un anticuerpo murino que reconoce la proteina Btk humana
(BD Transduction laboratories, USA) a una diluciéon 1 en 200. El anticuerpo secundario fue un
goat anti-mouse marcado con HRP (Pierce, USA) diluido 1 en 100.000. El sistema de revelado
fue el Super Signal® West Dura.

6.6.- Western blot para la proteina WASP

Los extractos procedian de linfocitos T estimulados con PHA e IL-2 durante 3 dias. El
anticuerpo primario utilizado fue un anticuerpo murino que reconoce la proteina WASP
humana (BD Pharmingen, USA) a una dilucion 1 en 200. El anticuerpo secundario fue un goat
anti-mouse unido a HRP (Pierce, USA) diluido 1 en 100.000. El sistema de revelado fue el Super
Signal® West Pico.

6.7.- Western blot para la proteina gp91rhox

Los extractos celulares procedian de neutréfilos separados mediante dextrano y sacarosa. El
anticuerpo primario fue el monoclonal de raton 7D5, donado por el Dr. Dirk Roos y se utilizé a
una dilucién de 1 en 5.000. El anticuerpo secundario fue un goat anti-mouse marcado con HRP
(Pierce, USA) diluido 1 en 125.000. En este caso, la solucién de bloqueo fue TBST al 5% de
albumina (Merck, Alemania) y las diluciones de los anticuerpos se hicieron en TBST al 3% de

albuimina. El sistema de revelado fue el Super Signal® West Pico..

6.8.- Western blot para la proteina p47rhox

Los extractos celulares procedian de leucocitos totales (buffy coat). E1 anticuerpo primario fue
un policlonal de conejo donado por el Dr. Frans Wientjes y se utilizé a una dilucién de 1 en
5.000. El anticuerpo secundario fue un anticuerpo de cabra contra ratén (goat anti-rabbit)
marcado con HRP (Pierce, USA) diluido 1 en 125.000. El sistema de revelado fue el Super
Signal® West Pico.

6.9.- Western blot para la proteina p67rhox

Los extractos celulares procedian de neutréfilos separados mediante dextrano y sacarosa. El
anticuerpo primario fue un policlonal de conejo donado por el Dr. Frans Wientjes, que reconoce
tanto p67rhox como p40rhox, Se utilizé a una dilucién de 1 en 2.000. El anticuerpo secundario
fue un goat anti-rabbit marcado con HRP (Pierce, USA) diluido 1 en 125.000. El sistema de
revelado fue el Super Signal® West Pico.
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7.- Analisis de funciones leucocitarias

7.1.- Determinacion de la senalizacién via IL-2

La via de sefalizacion a través de la Interleucina-2 (IL-2) induce la fosforilacion de factores de
transcripciéon implicados en la respuesta del linfocito a esta citocina. En esta técnica valoramos
la presencia del factor de transcripcion STATS fosforilado en células transformadas por el virus
de Epstein Barr (EBV) estimuladas con IL-2 recombinante humana (Biosource Internacional,
USA). Al tratarse de una proteina intracelular debimos permeabilizar y fijar las células y al ser
fosforilada lo hicimos con los tampones comerciales Cytofix y Permeabilization buffer (BD
Biosciences, USA) que protegen la fosforilacion proteica. Cultivamos tanto células del paciente
como de controles transformados por EBV, las estimulamos con IL-2 y, después de fijarlas y
permeabilizarlas, las marcamos con un anticuerpo que reconoce STATS fosforilado (STATS-P).
Mediante esta técnica determinamos si existia un defecto en la via de sefializacion de la IL-2. El
procedimiento a seguir fue el siguiente:

1. Ajustar las células transformadas por EBV a una concentraciéon de 1.000.000
células/mL en RPMI.
De cada muestra preparar 2 tubos de citometria con SOOuL de las células ajustadas.

w N

En uno de los dos tubos (estimulado), anadir SOuL de IL-2 a una concentracion final de
106U /mL y en el otro (sin estimular), SOuL. de medio RPMI. Vortear.
Poner todos los tubos en un incubador a 37°C y al 5% CO, durante 20 minutos.

Anadir S00uL del fijador Cytofix previamente atemperado a 37°C. Vortear.

Centrifugar a 700g durante 5 minutos.
Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet.
Anadir 2mL de PBS a cada tubo.

10. Centrifugar a 700g durante 5 minutos.

4

5

6. Incubar 10 minutos mas a 37°C, 5% de CO,y humedad saturante.
7

8

9

11. Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet.

12. Anadir 300uL de Permeabilization buffer en frio y gota a gota vorteando.
13. Dejar 30 minutos en hielo.

14. Centrifugar a 700g durante 5 minutos.

15. Descartar el sobrenadante y vortear muy bien.

16. Anadir 2mL de FACS.

17. Centrifugar a 700g durante 5 minutos.

18. Descartar el sobrenadante y vortear muy bien.

19. Repetir el lavado con FACS.

20. Dejar el pellet en 100uL de FACS y tefiir con 20uL de STATS-P-PE y S5uL CD20-FITC.
21. Incubar 30 minutos a RT en oscuridad.

22. Anadir 2mL de FACS.

23. Centrifugar a 700g durante 5 minutos.

24. Descartar el sobrenadante y vortear.

25. Anadir 300uL de FACS y analizar las muestras en el citometro.
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7.2.- Estimulacion policlonal de linfocitos T con PHA + IL-2

La estimulacién policlonal de los linfocitos T se realizé a partir de células mononucleares

obtenidas por gradiente de ficoll mediante la adicion de PHA (fitohematoglutina, Sigma, USA) e

IL-2 recombinante humana (Biosource Internacional, USA). Esta técnica nos permitio evaluar la

activacion de estas células en el tiempo. Ademas, el rendimiento de la extraccion tanto de RNA

como de proteinas mejord notablemente en estas células estimuladas respecto a los linfocitos T

obtenidos de sangre fresca.

1.

Ajustar las células mononucleares obtenidas por gradiente de ficoll a una concentracion
de 1.000.000 células/mL en RPMI suplementado.

Anadir PHA (dilucién 1 en 200 respecto la solucién madre) e IL-2 (concentraciéon final
de 50UI/mL).

Pasar las células resuspendidas a un frasco de cultivo (TPP, Suiza) e incubar a 37°C,
5% de CO; y una humedad relativa saturante del 90% durante el tiempo estimado,
teniendo en cuenta que hay que anadir IL-2 cada 2-3 dias a 50UI/mL.

Para la obtencion de pellets celulares a partir de los cuales se realiz6 la extracciéon de RNA o

proteinas, se llevaron a cabo los siguientes pasos:

4,
5.
6.

Pasar el contenido de los frascos a tubos de 15mL.

Centrifugar a 700g durante 5 minutos.

Descartar el sobrenadante y lavar con 10mL de PBS centrifugando a 700g durante 5
minutos. Repetir el lavado.

Resuspender el pellet en 2-3mL de PBS y repartirlo en eppendorfs bien identificados.
Centrifugar a 16.000g durante 3 minutos. Aspirar el sobrenadante.

Congelar los pellets celulares en N; liquido y guardar a -80°C.

7.3.- Evaluacion de la expresion de CD40L y otras moléculas de

activacion

Esta prueba consistié en el analisis de la expresiéon de las moléculas CD40L y CD69 en las

células mononucleares estimuladas con PMA (forbol 12-miristato 13-acetato, Sigma, USA) e

ionomicina (Sigma, USA) y compararlas con la expresion basal sin estimulaccion. Los pasos a

seguir fueron los siguientes:

1.

N o g &
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Ajustar las células mononucleares obtenidas por gradiente de ficoll a una concentracion
de 200.000 células/mL en RPMI suplementado y ponerlas en placas de microcultivo
(NUNC, Dinamarca).
Por cada individuo a analizar, preparar 2 situaciones experimentales: una sin estimular
y otra estimulada.
Anadir PMA y ionomicina en los pozos de estimulacién para que la concentraciéon final
sea de 10ng/mL y 1pg/mL, respectivamente.
Dejar durante 4 horas en un incubador a 37° C y al 5% COax.
Pasado este tiempo, recoger las células.
Lavar con 10mL de PBS centrifugandolas a 700g durante 5 minutos.
Resuspender en 200pL de PBS y dividir en 2 tubos de citometria para hacer los
marcajes:

Tubo 1: 3uL CD3-PC5 + 5uL CD8-FITC + 10uL CD40L-PE

Tubo 2: 3uL CD3-PC5 + SuL CD8-FITC + 5uL CD69-PE
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Incubar durante 15 minutos a RT en oscuridad.

9. Anadir 300uL de tampon ISOTON® II y analizar las muestras en el citbmetro.

7.4.- Estudio de la capacidad proliferativa de los linfocitos T

Mediante esta técnica se evalud la inmunidad celular frente a células extranas (respuesta

aloreactiva) y frente a sustancias inductoras (mitégenos). Consistié en la activacion de células

mononucleares y la posterior incubacion con timidina tritiada. Si hubo proliferacién, las

células incorporaron la timidina marcada radioactivamente con tritio como base para la

sintesis de DNA. La medida del nivel de radioactividad alcanzado por las células en cultivo nos

indico6 el nivel de linfoproliferacion.

7.4.1.- Estimulacion con Mitégenos

Utilizamos dos protocolos diferentes en funcion de si queriamos testar la capacidad

proliferativa de los linfocitos T contra una amplia gama de mitégenos durante S dias, o sélo

frente a unos pocos y como control de la prueba de estimulacién aloreactiva, durante 3 dias.

Protocolo de estimulacion con PHA, PWN, OKT3, SEA y SEB. Los pasos a seguir fueron:

1. Ajustar las células mononucleares obtenidas por gradiente de ficoll a una concentracion
de 1.500.000 células/mL en RPMI suplementado.

2. Preparar 1mL de las diluciones de los mitégenos en RPMI suplementado (se hicieron
mas concentradas para luego diluir al montar la placa de cultivo):

PHA (Fitohemaglutinina, Sigma, USA): diluir la solucion madre a 1/4 y 1/16.
Concentracién final 1/8 y 1/32.

PWM (Pokewed, Sigma, USA): preparar una dilucién a 50ng/pL y otra a 10ng/pL.
Concentracion final 25ng/pL y 5ng/pL.

OKT3 (anti-CD3, Sigma, USA): preparar una dilucion a 2ng/pL y otra a 1lng/pL.
Concentracion final 1ng/pLy 0,5ng/pL.

SEA (Superantigeno A de Staphylococcus aureus, Sigma, USA): preparar una dilucion a
0,1ng/pL. Concentracion final 0,03ng/pL.

SEB (Superantigeno B de Staphylococcus aureus, Sigma, USA): preparar una dilucion
a 2pg/pLl. Concentracion final 0,7ng/uL.

3. Montar una placa de 96 pocillos de fondo en U (NUNC, Dinamarca), ahadiendo 100pL de
cada uno de los componentes indicados en la siguiente plantilla, a excepcion del SEA y
el SEB que sélo se ponen 50pL:

1‘ 2‘ 3 4| 5| 6 7| 8| 9 10| 11‘ 12

A P + RPMI P + RPMI C + RPMI C + RPMI

B P+ PHA 1/8 P+ PHA 1/32 C+PHA 1/8 C + PHA 1/32

C P + PWM 25ng/pL P + PWM 5ng/pL C + PWM 25ng/uL C + PWM 5ng/pL

D P + OKT3 1ng/pL P + OKT3 0,5ng/pL C + OKT3 1ng/pL C + OKT3 0,5ng/pL

E P + SEA C + SEA P+ SEB C + SEB

P: Células del paciente, C: Células del control
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10.

Incubar durante 5 dias a 37°C, 5% de CO,y humedad saturante.

Pasado este tiempo, anadir 10pL de timidina tritiada (Amersham Internacional, UK) a
una dilucién final de 1pCi/mmol por pocillo.

Incubar durante 20 horas mas a 37°C, 5% de CO,y humedad saturante.

Filtrar los cultivos a través del papel FilterMat (Skatron, Noruega) utilizando el aparato
de filtracion SKATRONAS (Skatron, Noruega,).

Pasar los filtros a tubos y dejar secar.

Anadir 1mL de liquido de centelleo (Tri-Carb 2100TR, Packard, USA) a cada uno de ellos.
Realizar el contaje de radioactividad mediante el contador f COBRA II 5002 (Packard,

USA). Los resultados se expresaron en cuentas por minuto (cpm).

Protocolo de estimulacion con PHA y PWN. Los pasos a seguir fueron los siguientes:

1. Ajustar las células mononucleares obtenidas por gradiente de ficoll a una concentracion
de 1.500.000 células/mL en RPMI suplementado.
2. Preparar 1mL de las diluciones de los mitogenos en RPMI suplementado (se hicieron el
doble de concentradas para luego diluir a la mitad al montar la placa de cultivo):
PHA: diluir la soluciéon madre a 1/8 y 1/16. Concentracion final 1/16y 1/32.
PWM: preparar una dilucion a 20ng/pL y otra a Sng/pL. Concentracion final 10ng/pL
y 2,5ng/pL.
3. Montar una placa de 96 pocillos de fondo en U, anadiendo 100pL de cada uno de los
componentes indicados en la siguiente plantilla:
1| 2| 3 4| 5| 6 7‘ 8‘ 9 10‘ 11‘ 12
A P + RPMI P + RPMI C + RPMI C + RPMI
B P+PHA1/16 P+ PHA 1/32 C+PHA1/16 C+ PHA 1/32
C P + PWM 10ng/pL P + PWM 2,5ng/pL C + PWM 10ng/pL C + PWM 2,5ng/pL
P: Células del paciente, C: Células del control
4. Incubar durante 3 dias a 37°C, 5% de CO,y humedad saturante.
5. Pasado este tiempo, anadir 10pL de timidina tritiada a una dilucién final de 1nCi/mmol
por pocillo.
6. Incubar durante 20 horas mas a a 37°C, 5% de CO,y humedad saturante.
7. Filtrar los cultivos a través del papel FilterMat utilizando el aparato de filtracion
SKATRONAS.
8. Pasar los filtros a tubos y dejar secar.
9. Anadir 1mL de liquido de centelleo a cada uno de ellos.
10. Realizar el contaje de radioactividad (cpm) mediante el contador (.

7.4.2.- Respuesta aloreactiva: cultivo mixto linfocitario

El protocolo a realizar fue el siguiente:

1.

90

Ajustar las células mononucleares obtenidas por gradiente de ficoll a una concentracion
de 1.500.000 células/mL en RPMI suplementado.
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Separar 1mL de células del paciente y 1mL del control e irradiarlas a 25Gray durante
10 minutos.

Montar una placa de 96 pocillos de fondo en U, anadiendo 100pL de cada uno de los
componentes indicados en esta plantilla:

1‘ 2‘ 3 4‘ 5‘ 6 7| 8| 9 10‘ 11‘ 12
P + RPMI P + RPMI C + RPMI C + RPMI
P+ C* P+C* C+Pr C+Pr
P+ C* P+C* C+P* C+P*
P+C P+C P+C P+C

P: Células del paciente, P*: Células del paciente irradiado, C: Células del control, C*: Células del control irradiado

8.
9.

Incubar durante 3 dias a a 37°C, 5% de CO,y humedad saturante.

Pasado este tiempo, anadir 10pL de timidina tritiada a una dilucién final de 1pCi/mmol
por pocillo.

Incubar durante 20 horas mas a 37°C, 5% de CO,y humedad saturante.

Filtrar los cultivos a través del papel FilterMat utilizando el aparato de filtracién
SKATRONAS.

Pasar los filtros a tubos y dejar secar 1 hora a 37°C.

Anadir 1mL de liquido de centelleo a cada uno de ellos.

10. Realizar el contaje de radioactividad (cpm) mediante el contador .

7.5.- Estudio de la movilizacion de granulos citotoxicos en células NK

Esta prueba consistié en activar células NK para determinar si estaba afectada la movilizaciéon

de sus granulos citotéxicos. Para ello utilizamos como estimulo para las células NK la linea

celular K562, mieloma carente de MHC de clase 1.

El grado de movilizacién se evalué por la

expresion en superficie de la proteina CD107a, constituyente de dichos granulos, ya que si la

mobilizacién es correcta, CD107a se expresa en superficie.

1.

© ©

Ajustar las células mononucleares obtenidas por gradiente de ficoll a una concentracion
de 2.000.000 células/mL en RPMI suplementado.

Anadir IL-2 a una concentracién final de SOUI/mL.

Incubar durante 24 horas a a 37°C, 5% de CO,;y humedad saturante.

Al dia siguiente, lavar las células estimuladas con PBS a 700g durante 5 minutos.
Repetir el lavado.

Resuspender el pellet en RPMI suplementado ajustando nuevamente a 2.000.000
células/mL.

Por otro lado, ajustar la linea K562 a 2.000.000 células/mL en RPMI suplementado.
Una vez ajustadas todas las células, montar la placa de microcultivos de 96 pocillos
(NUNC, Dinamarca), siguiendo el siguiente esquema.

Pocillo 1: 100uL de células mononucleares + 100uL de RPMI suplementado

Pocillo 2: 100pL de células mononucleares + 100puL de células K562

Anadir a todos los pocillos 5pL de CD107a-PE.

Incubar 1 hora a a 37°C, 5% de CO,y humedad saturante.
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10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.

Anadir SpL de monesina 2mM (Sigma, USA) a cada pocillo (concentracion final 0,05mM)
Incubar 2 horas mas a a 37°C, 5% de CO,y humedad saturante.

Coger 100pL de cada pocillo y lavar con 3mL PBS a 700g durante 5 minutos.

Descartar sobrenadante y resuspender el pellet en 100pL de PBS.

Marcar con 3pL de CD16-FITC y 3puL de CD3-PCS5.

Incubar 15 minutos a RT en oscuridad.

Anadir 300pL de tampén ISOTON® II'y analizar las muestras en el citémetro.

7.6.- Determinacion de la capacidad oxidativa de los granulocitos

7.6.1.- BURSTTEST®
El kit BURSTTEST® (ORPEGEN Pharma, Alemania) permiti6 determinar cuantitativamente la

respiracién oxidativa en leucocitos. Para ello, estimulamos sangre heparinizada con PMA

(forbol 12-miristato 13-acetato) y Escherichia coli opsonizadas y posteriormente incubamos con

el sustrato Dihidrorodamina 123 (DHR). Si hubo respiracién, los radicales de oxigeno

producidos oxidaron el sustrato dando lugar a Rodamina 123. La cuantificacién de este

producto mediante la emisién de fluorescencia indicé6 la actividad enzimatica de estas células.

Es un test diagnoéstico para la Enfermedad Granulomatosa Croénica (CGD). El procedimiento a

seguir fue el siguiente:

1.

10.
11.
12.
13.
14.
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Partir de sangre heparinizada. La sangre debe ser fresca y no deben haber pasado mas
de 4-5 horas desde su extraccion.
Preparar 3 tubos de citometria por cada muestra con 100pL de sangre cada uno.
Mantener las muestras de sangre en hielo durante 10 minutos para que la temperatura
descienda a 0°C.
Cada uno de los 3 tubos representa una activacion:
Control negativo: anadir 20pL de PBS.
PMA: afiadir 20pL de la solucién de PMA (dilucion 1:200).
E. Coli: anadir 20pL de las bacterias Escherichia coli opsonizadas del kit
(mantener siempre en hielo y vortear antes de anadir).
Mezclar bien todos los tubos.
Incubar 10 minutos a 37°C en el bano. El tiempo de incubacion y la temperatura deben
controlarse durante todo el proceso. Es conveniente tapar los tubos.
Anadir 20pL de la solucién del sustrato y agitar con vortex. El sustrato debe haber sido
reconstituido inyectando 1mL de PBS en el vial, 30 minutos antes de iniciar el
procedimiento.
Incubar 10 minutos a 37°C en el bano.
Anadir 2mL de soluciéon de lisis 1x e incubar 20 minutos a RT. De esta manera,
eliminaremos los hematies.
Centrifugar las células 5 minutos a 300g a 4°C y descartar el sobrenadante.
Anadir 3mL de PBS.
Centrifugar 5 minutos a 300g a 4°C y descartar el sobrenadante.
Anadir SOpL de la solucién para la tincién del DNA y mezclar.
Anadir 300pL de tampon ISOTON® II y analizar las muestras en el citometro.
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7.6.2.- Oxidacion de la Dihidrorodamina (DHR)

Esta prueba se basa en los mismos principios que el kit comercial BURSTTEST®. Es una

simplificacién del kit ya que sé6lo se utiliza un estimulo, la PMA (Sigma, USA). Los pasos a

seguir fueron los siguientes:

1.
2.

o o s w
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10.
11.
12.
13.

Partimos de sangre fresca no coagulada, ya sea heparinizada o con EDTA.

Preparar 2 tubos de citometria (tubo A: sin PMA y tubo B: con PMA) por cada muestra,
con S0pL de sangre y 150uL de suero fisiolégico.

Preparar la diluciéon del DHR (Sigma, USA) a 0,5ng/mL en suero fisiologico.

Anadir 10pL a todos los tubos.

Incubar durante 10 minutos a 37°C, 5%CO; y humedad saturante.

Preparar la diluciéon de PMA a 0,2pg/mL en PBS. Esta dilucion no puede utilizarse mas
veces.

Anadir 20pL de PMA sé6lo a los tubos B.

Incubar durante 30 minutos a 37°C, 5%CO, y humedad saturante.

Lisar con 1mL de solucion de lisis (Beckman Coulter, USA) durante 5 minutos.
Centrifugar 5 minutos a 300g a 4°C.

Lavar con 2mL de PBS frio.

Centrifugar 5 minutos a 300g a 4°C.

Anadir 200pL de PBS frio. Analizar las muestras en el citémetro.

8.- Analisis de la expresion génica

8.1.- Extraccion de RNA

Se realizé por el método Nucleo Spin RNA II (Macherey-Nagel, Alemania). En funcién del cDNA

que queriamos estudiar, se partio de diferentes poblaciones celulares. Fueran del tipo que

fueran, la técnica se inici6 a partir de un pellet de entre 2 y 10 millones de células en un

eppendorf de 1,5mL. El protocolo de Nucleo Spin RNA II consiste en:

1.

e
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Anadir 350pL del buffer RA1 y 3,5puL de B-mercaptoetanol al pellet celular. Vortear para
resuspender bien.

Poner en una columna Nucleospin Filter Unit.

Centrifugar 1 minuto a 11.000g.

Descartar la columna y anadir al fitrado 350pL de etanol al 70%. Vortear bien. Se vera
un pequeno precipitado blanco.

Colocar en una columna Nucleospin RNA IL.

Centrifugar 30 segundos a 8.000g.

Anadir 350pL de la solucion MDB (membrane desalting buffer)

Centrifugar 1 minuto a 11.000g.

Preparar la mezcla de la reaccion de la DNasa I (10pL de DNasa I + 90pL del DNasa
Reaction Buffer por muestra).

. Anadir 95pL de esta mezcla en el centro de la membrana silica de la columna.
11.
12.
13.

Incubar 15 minutos a RT.
Anadir 200pL de buffer RA2 (inactivador de la DNasa I) a la columna.
Centrifugar 30 segundos a 8.000g.
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14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.

Anadir 600pL del buffer RA3.
Centrifugar 30 segundos a 8.000g.
Anadir 250pL del buffer RA3.
Centrifugar 2 minutos a 11.000g.
Colocar la columna en un eppendorfidentificado y anadir 60pL de H,O RNase free.
Centrifugar 1 minuto a 11.000g.
Leer la concentracion de RNA del eluido mediante espectofotometria a 260nm y calcular
su concentracion:
Concentracion RNA= D.0.260nm * 40* factor de diluci6én

8.2.- Sintesis de cDNA

Para la sintesis de cDNA utilizamos el kit Super Script Il First Strand Syntesis for RT-PCR
(Invitrogen, USA). En él, a partir de un primer reverse especifico u oligodT se elabora una copia

de cDNA utilizando como molde el mRNA. Una vez obtenido el hibrido, se anade RNasa H para

degradar el RNA, quedando la cadena sencilla de cDNA. El protocolo del kit consiste en:

1.

Mezclar en un tubo de PCR:

RNA 1-Spg
dNTPs 10mM 1pL

Primer reverse SpPM /oligodT 1pL

H-.0O hasta 10pL

Incubar 5 minutos a 65°C y dejar 1 minuto en hielo.
Mientras tanto, preparar para cada reacciéon, la mezcla de:

Buffer RT 10x 2pL
MgCl2 25mM 4L
DTT 0,1M 2pL
RNasa OUT (1U/pulL) 1pL
Super Script III RT (1U/pL) 1pL

Pasado el minuto en hielo, aiadir 10pL de la mezcla al primer tubo.
Incubar 50 minutos a 50°C y 5 minutos a 85°C.
Anadir 1pL de RNasa H (1U/pL) e incubar 20 minutos a 37°C.

8.3.- Amplificacion de cDNA

Para la amplificacion del cDNA utilizamos polimerasas disefiadas para amplificaciones largas

en las que se necesita un alto grado de fidelidad en las copias (proof-reading), como la FideliTaq

(USB, USA). El esquema general de esta amplificacién fue:
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PCR Buffer 10X (con MgCly) 2,5pL
dNTPs 4mM 2,5pL
Primer Forward 5pM 3puL

Primer Reverse SuM 3pL

Taq polimerasa 1 unidad
cDNA 4ulL

H>O hasta 25puL
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Las condiciones de amplificacién variaron segin los primers (temperatura de anillamiento o

anneailling) y la longitud del fragmento a amplificar (tiempo de extension). El esquema general

fue:
1. Desnaturalizacion: 95°C 3 minutos
2. Desnaturalizacion: 95°C 30 segundos
3. Anillamiento: 60°C 30 segundos (- x 40 ciclos
4. Extension: 72°C 1 minuto/Kb
5. Extensién: 72°C 5 minutos
6. 4°C

La comprobacion de la amplificacion y los procesos posteriores, como la secuenciacion,
digestién o clonacién de productos, se encuentran detallados en los apartados 9.4, 9.5y 9.8.

8.4.- Primers para RT-PCR

Gen Primer 5’ Secuencia 3’
AK2 AK2cDNA-F GTGAGGCGTGCGAACTGGTGG
AK2 AK2cDNA-AR ATTCCCACCCATTGCCTCACAGG
AK2 AK2cDNA-BR TGCCCAGCACCTAAGAGCAGG
BTK BTKcDNAF AGTCCCACCTTCCAAGTCCT
BTK BTKcDNARI.1 GTGAATCCACCGCTTCCTTA
BTK BTKcDNAF1.2 AGGTTCCCTTATCCCTTCCA
BTK BTKcDNARI1.2 TCCTGCCCATTTTTATCTCG
BTK BTKcDNAF2 GGGTGATGAATATTTTATCTTGGA
BTK BTKcDNAR2 TCGGTGAAGGAACTGCTTTG
BTK BTKcDNAF3 TGGCCATCAAGATGATCAAA
BTK BTKcDNAR AAGTGAAATTGGGGCTTGTG
CYBA pP22cDNA-F CGCGCCTAGCAGTGTCCCAG
CYBA p22cDNA-R CCGGCTTCGCTGCATTTATT
CYBB gp91cDNAF TCATTGGAAGAAGAAGCATAGTATAGA
CYBB gp91cDNAR1 CAAAGAGATGATGTGTGTACCAAAA
CYBB gp91cDNAF2 GTACCTGGCTGTGACCCTGT
CYBB gp91cDNAR2 CAACGATGCGGATATGGATAC
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CYBB gp91cDNAF3 AAGGTGTCCAAGCTGGAGTG
CYBB gp91cDNAR ATTATTTGAGCATTTGGCAG
NCF2 p67cDNA-F1 ACGCTCCAACCTGTCTTCTC
NCF2 p67cDNA-R1 TCTTGATCCACCACAGATGC
NCF2 p67cDNA-F2 TGGAGTGTGTCTGGAAGCAG
NCF2 p67cDNA-R2 CCGGAGCTCCAGTTTCTTAG
NCF2 p67cDNA-F3 GTTCCCATGCCCTACACACT
NCF2 p67cDNA-R3 CAGTACAGTATACAGCAGAAGGG
TNFRSF6 cDNA FAS F GGGAAGCGGTTTACGAGTGA
TNFRSF6 cDNA FAS R TGGGGTTAGCCTGTGGATAGAC
TNFSF5 CD40LcDNA-FW GCCAGAAGATACCATTTCAAC
TNFSF5 CD40LcDNA-RE CCGCTGTGCTGTATTATGAA
SH2D1A SAPcDNA-F GCCTGGCTGCAGTAGCAGCGGCATCTCCC
SH2DI1A SAPcDNA-R ATGTACAAAAGTCCATTTCAGCTTTGAC
WASP WASPcDNAex1F GCCTCGCCAGAGAAGACAAG
WASP WASPcDNAex2F CCTACTTCATCCGCTTTAC
WASP WASPcDNAex4F AAGGAATCAGAGGCAAAGTGG
WASP WASPcDNAex6F GGCTGGGGACAGTGGACATC
WASP WASPcDNAex10F TCCAGCTACTGGACGTTCTG
WASP WASPcDNAex7R TCTTCCCTGAGCGTTTCTTA
WASP WASPcDNAex10R GGGCAGTGGACCAGAACGACC
WASP WASPcDNAex11R CTGCAGCGCTGAGCTCTCTG
WASP WASPcDNAex12R TGGAGGGGGAGCCATGTC

9.- Analisis de la secuencia génica

9.1.- Extraccion de DNA

Para la extraccién de DNA se utilizé el kit Blood and Body Fluid Spin Protocol (Qiagen,

Alemania). E1 protocolo consisti6 en:
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1. Resuspender el pellet de células en 200pL de PBS.

2. Anadir 20pL de proteasa. Pipetear hasta que se deshaga bien el pellet.
3. Anadir 200pL de Buffer AL. Vortear durante 15 segundos.

4. Incubar 10 minutos a 56°C.

5. Anadir 200pL de etanol absoluto (Merck, Alemania). Vortear durante 15 segundos.
6. Aplicar la mezcla a una columna QIAspin.

7. Centrifugar 1 minuto a 6.000g. Descartar el filtrado.

8. Anadir 500pL de Buffer AW1.

9. Centrifugar 1 minuto a 6.000g. Descartar el filtrado.

10. Anadir S00pL de Buffer AW2.

11. Centrifugar 3 minutos a 16.000g. Descartar el filtrado.

12. Colocar la columna en un eppendorf bien rotulado.

13. Anadir 200pL de Buffer AE. Incubar 5 minutos a RT.

14. Centrifugar 1 minuto a 6.000g.

15. Cuantificar el DNA mediante espectrofotometria (260nm):

Concentracion DNA= D.0.260nm * 50* factor de dilucién

9.2.- Amplificacion por PCR

Para la amplificacion por PCR se utilizaron diferentes polimerasas (Dream Taq, Fermentas,
USA; GoTaq, Promega, USA) y se adecuaron las condiciones segin cada una de ellas. El

esquema general para una reacciéon de volumen final 20L fue:

PCR Buffer 10x 2pL

MgCl, 50mM 1pL

Primer Forward 5pM 2uL

Primer Reverse SpM 2uL

dNTPs 4mM 2pL

DNA 100ng

Taq polimerasa 1 unidad
H-20 hasta 20uL

Las condiciones de amplificacion variaronn segun los primers (temperatura de anillamiento) y

la longitud del fragmento a amplificar (tiempo de extension), pero el esquema general fue:

1. Desnaturalizaciéon: 95°C 3 minutos

2. Desnaturalizacion: 95°C 30 segundos

3. Anillamiento: 60°C 30 segundos~ x 35 ciclos
4. Extension: 72°C 1 minuto/K

S. Extensién: 72°C 5 minutos

6. 4°C

9.3.- Primers para PCR genomica

Gen Primer 5’ Secuencia 3’

AK2 AK2ex1F GCACCAATTCTGTCCAATCA

97



Material y Métodos

AK2 AK2ex1R GCAGGTCCAGGGCTTCTA
BTK BTKex7F CACTCAATATGGACGGCAAA
BTK BTKex7R CAAATCCCCCATCTTAGCAA
BTK BTKex10F ATAGGGTTTGAGTGAGTTGACTG
BTK BTKex10R AGGTAGGGGGCAGAACAG
CYBB gp91lex3F CCTCATGCTAAGAACCTTGG
CYBB gp9lex3R TTGATGGCCTTTGAAAATTAGAGGAACTTAG
CYBB gp91mutF CCGCCTCTTCTAGTCAGCAC
CYBB gp91mutR TCGACAGACTGGCAAGAGAA
CYBB gp9lex7F CTATTACTAAATGATCTGG
CYBB gp91ex7R TACATGTTTCTTAGACACAGG
IL-2GR IL-2GRcDNA2F GACTCCCTCAGTGTTTCCACTCTGCC
IL-2GR IL-2GRcDNA4R CCCAGTCAGTCCGGTACTGCACC
IL-2GR IL-2GRex5F ATGACACTGGTGGGTGTTCA
IL-2GR IL-2GRex5R GAGATGGGGGCACCAAGTTA
JAK3 JAK3ex10F CCAGACTCCGTCTCCAAAAA
JAK3 JAK3ex10R ACCTGCAGTTTCTGCCACTT
NCF1 p47int2F TGCAATCCAGGACAACCGCAA
NCF1 p47ex2R CTTCCCAAAGGGTGGAGCT
NCF2 p67ex3nF CTCACACCTCCTCACTGC
NCF2 p67ex3nR ACTGCTCAAACACCAAGC
NCF2 p67ex4nF GCTGCATTTATTTCTCCA
NCF2 p67ex4nR TGAACTGTCAGCCATCCAT
NCF2 p67ex5nF TTTTATGTTGCGGTCTGT
NCF2 p67ex5nR ATGGCATGTCCTCTGAGA
NCF2 p67ex5inF CGCATTCCATGGTGTTTT
NCF2 p67ex6nR TCCCACCTTGCTCCACAT
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NCF2 p67ex9nF CTGGCTCCAAGTTCAGTG
NCF2 p67ex9nR CAAACAAGGCAGCAGATACT
NCF2 p67ex10nF TGTGGGTACTGATGAGCA
NCF2 p67ex10nR TCCTGACAACACCTCTTTT
NEMO NEMOdelF GAGGACCAATACCGAGCATC
NEMO NEMOdelR CTCGGAGACACAGGAACCAGCA
RAG1 RAG1-ini-F CTCTATGATCAGCACCTAACATGA
RAG1 RAG1-1-RE CTGCAGTTGGCGATCTTCTTC
RAG1 RAG1-2-FW CTTCAGCCAAACTTGCAGCTC
RAG1 RAG1-2-RE CCTCTTTGCAATGGTGACCAC
RAG1 RAG1-3-FW GCATGCCCTTCGGAATGCTG
RAG1 RAG1-3-RE GTGCATCTATGGAAGGGACTG
RAG1 RAG1-4-FW CTGGCGTTCCAACCCTTACC
RAG1 RAG1-4-RE ATGCAACCCAGAGGGAAACTC
RAG2 RAG2-ini-F GCGTGTGGGAGGACTTAAAA
RAG2 RAG2-1-RE AAGGCATGTATGAGCGTCCT
RAG2 RAG2-2-FW TGAAGCCAGATATGGTCATTC
RAG2 RAG2-2-RE CCTCTAAAGAGATGATGTTGC
RAG2 RAG2-3-FW TGTCTCCAGTGCAATCCTGA
RAG2 RAG2-3-RE GTGTCAAATTCATCATCACCAT
RAG2 RAG2-4-FW GAAGAATTTTGTTTCAGTGCAG
RAG2 RAG2-4-RE TAATCAAACAACCTTCTAAGAAAG
SBDS SBDSex2F TCTGATTTCAGGAGGTTTTGG
SBDS SBDSex2R GCAAATGGTAAGGCAAATACG
SH2D1A SAP-1-FW GCCCTACGTAGTGGGTCCACATACCAACAG
SH2DI1A SAP-1-RE GCAGGAGGCCCAGGGAATGAAATCCCCAGC
SH2D1A SAP-2-FW GGAAACTGTGGTTGGGCAGATACAATATGG
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SH2D1A SAP-2-RE GGCTAAACAGGACTGGGACCAAAATTCTC
SH2DI1A SAP-3-FW GCTCCTCTTGCAGGGAAATTCAGCCAACC
SH2DI1A SAP-3-RE GCTACCTCTCATTTGACTTGCTGGCTACATC
SH2DI1A SAP-4-FW GACAGGGACCTAGGCTCAGGCATAAACTGAC
SH2DIA SAP-4-RE ATGTACAAAAGTCCATTTCAGCTTTGAC
TNFSF5 CD40Lg-1FW TAAGTCTATTGCTGGTGGATG
TNFSF5 CD40Lg-1RE AGAACCAACCTATGAATTAGT
TNFSF5 CD40Lg-2FW GCAGATATCATTAGCTGTATTC
TNFSF5 CD40Lg-2RE AGTTTCCCGATCTAGCAAATGT
TNFSF5 CD40Lg-3FW GATCTGAGTCTATATGATAATC
TNFSF5 CD40Lg-3RE TAGGCATTCATAGAAATTAGC
TNFSF5 CD40Lg-4FW GCACAGTCTCTATTACACAGTT
TNFSF5 CD40Lg-4RE GAGTTTAACCATTAGGTAACAT
TNFSF5 CD40Lg-5FW GAATGTGAACCATGCTCTGC
TNFSF5 CD40Lg-5RE CCGCTGTGCTGTATTATGAA
TNFSF5 CD40L-951F CACTGGGATTCAAGGA
TNFSF5 CD40L-2115F GGGGTCTTTTCTCTGT
TNFSF5 CD40L-324F GGAGCATCCCTCCTCC
TNFSF5 CD40L-4m-F AAATTGCGGCACATGTCATA
TNFSF5 CD40L-629R GGCACCAGTTATCGCAAGAT
TNFSF5 CD40L-4i-F GCCTGACAGTTTTTGGTTCCAT
TNFSF5 CD40L-P1-F AGAATTGTTTATTGCTTAAC
TNFSF5 CD40L-P3-F AAAACAGATAGATCAACACA
VGLL1 VGLL1-F TCTCCAAATCAGTGGCGTTA
VGLL1 VGLL1-R GAGGCAGGTTGAAGAGCAAC
WASP W3S GTGCCTCAGTGCCACTGTG
WASP W3A TTCCCATCTCCTCTCCACAC
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WASP WSS CTAGAAAAGTCCCCTCTCATG
WASP W6A CTCTTACCCATCCATCCAGAG
WASP W78 ACACACAGATTTCCCTCAAG
WASP W7A AGGAATCTGTGGGTCCACTG
WASP WASPm1-2F CATTGCGGAAGTTCCTCT
WASP WASPm1-2R CTTGAAGCTATGGACACATATG
WASP WASPm3-7F TGCCTCAGTGCCACTGTG
WASP WASPm3-7R CAGGAATCTGTGGGTCCACT
WASP WASPmS8-9F AAGGAAGGGCTGTGAGGATT
WASP WASPmS8-9R CTAGAGAAGGGAGCGTATG
WASP WASPm10-11F TCCTTATGGGAGCACCTATACTG
WASP WASPm10-11R GCTGATGTCACTATTGGTGGT
WASP WASPmI12F CCTCCCAGGGCATCTTATC
WASP WASPmI12R GGGCAGAAGGAAACAAAGAA

9.4.- Deteccion de DNA/cDNA amplificado

Para determinar si hubo amplificacion del DNA o cDNA, lo visualizamos en un gel de agarosa
al 1,75% con Bromuro de Etidio sometido a electroforesis. E1 DNA esta cargado negativamente
debido a sus grupos fosfato y migra en un campo eléctrico hacia el polo positivo (anodo). La
velocidad de migracion depende de su peso molecular, siendo mayor en aquellos fragmentos
mas pequenos.

El gel se preparé diluyendo la agarosa (Seakem, USA) en TBE 0,5x (Tris 0,5M, Acido bérico
0,5M y EDTA pH=8 1mM) y calentandola a 100°C durante 3 minutos. Una vez la temperatura
bajoé a unos 50°C, se anadio el Bromuro de Etidio (1png/mL, Sigma, USA), se incorpor6 al molde
y se dejo solidificar el tiempo suficiente.

Las muestras se diluyeron en tampén Blue Juice (Azul de bromofenol 1mM, Xilencianol 1 mM
y Glicerol 6%) antes de ser cargadas en el gel. La carrera tuvo lugar en una cubeta con TBE
0,5x a 200V durante 20 minutos. Para conocer el tamano del producto amplificado utilizamos
el marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Gibco BRL, USA) (Figura III.2). Para poder
ver las bandas de DNA se sometio6 el gel a radiacion UV ya que esta radiacién es absorbida por
los dimeros de timidina que forma el Bromuro de Etidio en el DNA permitiendo su
visualizacion.

Este sistema también nos permitié visualizar las digestiones enzimaticas de las enzimas de
restriccion que se indican en los apartados 9.7 y 9.8. En este caso los geles se prepararon a

una concentracion del 2% y del 1%, respectivamente.
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Figura III.2. Marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder.

9.5.- Secuenciacion de un producto de PCR o RT-PCR

Para secuenciar productos de PCR o RT-PCR previamente hubo que purificarlos. El método
utilizado fue EXOSAP-IT (Amersham Internacional, UK). Este método se basa en una actividad
exonucleasa que convierte las cadenas sencillas (los primers) en nucleotidos sueltos y en una
actividad fosfatasa alcalina que elimina los grupos fosfato de los nucle6tidos sueltos
impidiendo una incorporacion posterior. Las instrucciones del kit fueron:

Anadir 2pL de EXOSAP-IT a SpL del producto de PCR.
Incubar 15 minutos a 37°C para que actuen las enzimas.

Incubar 15 minutos a 80°C para inactivar dichas enzimas.

A w DR

Mantener a 4°C o congelar.

A continuacién se prepar6 la reaccibn de secuencia en la que se incorporaron
dideoxinucleétidos marcados que permitieron leer la secuencia nucleotidica. La lectura fue
posible debido al marcaje fluorescente de los nucledtidos y a que no tienen extremo 3’OH libre,
lo que impide que se incorporen mas subunidades en este extremo. El kit de secuencia
utilizado fue Big Dye Terminator v1.1 (Amersham Internacional, UK). El protocolo consistié en:

1. Mezclar en un tubo de PCR, para cada muestra:

Big Dye v.1.1 2pL
Primer 5pM 0,5pL
Buffer Big Dye 5x 1pL
H,O 4uL

Producto PCR purificado  2,5pL
2. Introducir los tubos en el termociclador y aplicar el siguiente programa:

1. 96°C 10 segundos

2. 96°C 10 segundos

3. 50°C 10 segundos x 25 ciclos
4. 60°C 2 minutos

5. 4°C

Antes de poder secuenciar se tuvieron que eliminar los restos de primer y de nucleé6tidos
sueltos. Para ello utilizamos la precipitacién con acetato/etanol:
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Anadir al producto de secuenciacion 1puL de NaOAc 3M y 1uL de EDTA 125mM.
Centrifugar 10 segundos a 16.000g.

Anadir 25pL de etanol absoluto frio. Vortear.

Centrifugar 30 minutos a 16.000g en frio.

Descartar el sobrenadante.

Anadir S00pL de etanol al 70%.

Centrifugar 10 minutos a 16.000g en frio.

© N O~ wDN R

Descartar el sobrenadante y dejar secar el pellet.

9. Guardar las muestras en el congelador.
Justo antes de que las muestras fueran analizadas en el secuenciador 3130xl Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, USA), se resuspendieron en 15pL de formamida y se cargaron en la placa
de secuenciacién (ambos de Applied Biosystems, USA). Las secuencias se interpretaron en el
software Sequencing Analysis v.5.3.1 (Applied Biosystems, USA).

9.6.- Cuantificacion por PCR en tiempo real (QPCR)

Esta técnica permite, entre otras aplicaciones, realizar una cuantificacion semicuantitativa del
DNA amplificado. Nosotros utilizamos esta determinacion para cuantificar el nimero de copias
del gen SAP/SH2DI1A en la madre del caso clinico 19 respecto a una mujer control, que tiene
un numero 2n de este gen, y respecto a un varén control, cuyo nimero es n, ya que este gen
esta codificado en el cromosoma X. Como control de la técnica analizamos un gen codificado
por un autosoma, en este caso el JAKS3.

La técnica consiste en una reaccion de amplificaciéon en la que se va incorporando una
sustancia fluorescente que es medida a lo largo de todo el proceso (de ahi la denominacién de
tiempo real). La intensidad de fluorescencia es proporcional al nimero de copias del gen, por lo
que es muy importante controlar la cantidad inicial de DNA de la muestra. Partimos de DNA
ajustado a 10ng/uL y utilizamos el kit LightCycler® Fast Start DNA Masterfus SYBR Greenl
(Roche, Alemania). Las condiciones de las qPCR fueron las siguientes:

Mix SYBR Green 10x 2pL
MgCl, 50mM 1pL
Primer forward SpM 2pL
Primer reverse SuM 2uL
DNA 10ng/uL 3pL
H>O hasta 20pL

Al igual que en las PCRs convencionales, la temperatura de annealing varia segun la pareja de
primers. Tanto la amplificacién como la cuantificacién y el analisis de los resultados se llevaron

a cabo a través del software del termociclador LightCycler® 1.5 (Roche, Alemania).

9.7.- Digestion de un producto de PCR con enzimas de restriccion

Las enzimas de restriccion son endonucleasas bacterianas que cortan el DNA de doble cadena
en una posicion concreta dentro de una secuencia nucleotidica denominada diana de
restriccién. Esta secuencia suele ser un palindromo de 6 o 8 bases de longitud. Mediante la
digestion de un producto de PCR con enzimas de restriccion podemos identificar alteraciones
que generen o destruyan una diana de restriccion. En el gen NCF1 existe una diana de

restriccion para la enzima SspBI (Fermentas, Alemania) justo en el lugar de recombinacién con
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su pseudogen. Esta recombinacion comporta la pérdida de dos bases (GT) anulando asi la
diana de restricciéon para SspBIl. De esta manera podemos identificar si existen alelos nativos
del gen NCF1, ya que, a diferencia de los mutados, se cortaran. Las condiciones de la digestion

fueron las siguientes:

SspBI (5U/uL) 1 unidad
Buffer B 10x 2pL
Producto de PCR SpL

H,O hasta 20pL

La digestion se realiz6 a 37°C durante 1 hora. A continuacién, sembramos el producto digerido
en un gel de agarosa al 2%, tal y como se explica en el apartado 9.4.

9.8.- Clonaje de productos de PCR o RT-PCR

Esta técnica fue utilizada para secuenciar el fragmento del exé6n 3 de CYBB procedente del
DNA extraido de la biopsia intestinal del hermano fallecido del caso clinico 20 y para
secuenciar las formas de splicing alternativo obtenidas en la RT-PCR de p67prhox del caso clinico
25. En el primer caso se utilizé debido a que el pequeiio tamafio del amplicén (80 bp) impedia
la lectura de la secuencia de la zona mutada y lo subclonamos para luego secuenciarlo con
primers propios del vector; mientras que en el segundo fue porque en la retrotranscripcién no
se consiguié un unico producto de amplificacion, por lo que no se pudo secuenciar
directamente. Por ello, estos productos se clonaron en el vector pCR2.1 (Figura II1.3) y luego se

secuenciaron.

dpef e BTG ~
13 Reverse Frimer | "‘?"Id -“’n’-‘iﬂ- hl. - 51:-:

Comments for pCR®2.1-TOPO®
3831 nucleotides

Figura II1.3. Vector pCR2.1-TOPO

9.8.1.- Ligacion y transformacion bacteriana

Para introducir los productos de PCR en un vector se usé el sistema TOPO TA Cloning

(Invitrogen, USA). Este sistema se basa en aprovechar la actividad transferasa terminal que
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tienen las Taq polimerasas que anaden una cola poli A al extremo 3’ de los productos de PCR.

Esta cola poli A permite que la PCR se pueda ligar al vector pCR 2.1-TOPO que tiene Ts en sus

extremos 3’. De esta manera, el inserto queda entre 2 dianas EcoRI (Figura III.3).

La reaccion de ligacién y la transformacion consistio en:

1.
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10.
11.

12.

Mezclar: Producto PCR  1puL
Vector pCR2.1  0,5uL
Sal 0,5pL
H>0 estéril 1pL

Incubar 10 minutos a RT.

Descongelar las bacterias competentes E. Coli DHS5a en hielo.

Anadir 1pL de la reaccion de clonaje a 15pL de bacterias.

Incubar 1 hora en hielo y mezclar de vez en cuando.

Pasado este tiempo, realizar el choque térmico a 42°C durante 45 segundos.

Mantener las bacterias 5 minutos en hielo.

Anadir 150pL de medio SOC e incubar 1 hora a 37°C en agitacion.

Sembrar 100pL sobre una placa atemperada de LB (Luria-Bertani)-agar (Sigma, USA)
con ampicilina 100pg/ml (Sigma, USA).

Incubar toda la noche en una estufa a 37°C.

Al dia siguiente, picar las colonias en 2mL de medio LB con ampicilina e incubar
durante 24 horas a 37°C en agitacion.

A continuacion, hacer la extraccion del plasmido.

9.8.2.- Extraccion de DNA plasmidico

Después de las transfecciones bacterianas el método de extraccion utilizado fue el de la

miniprep convencional. El protocolo fue el siguiente:

1.

2.
3.
4

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.

Pasar los cultivos a eppendorfs de 2mL y mantener 10 minutos en hielo.

Centrifugar 1 minuto a 16.000g a 4°C.

Descartar el sobrenadante y deshacer el pellet.

Anadir 100pL de la solucion 1 de lisis (glucosa 50mM; EDTA pH 8, 10mM; Tris 25mM
pH 8) hasta obtener una mezcla homogénea.

Anadir 200pL de la solucién 2 de desnaturalizaciéon (NaOH 0.2N; SDS 1%), mezclar
invirtiendo el tubo y dejar 5 minutos en hielo.

Anadir 150pL de la solucién 3 (Acetato potasico 3M; Acético glacial SM), mezclar con
vortex invirtiendo el tubo e incubar 5 minutos en hielo.

Centrifugar 5 minutos a 16.000g a 4°C.

Pasar los sobrenadantes a tubos nuevos evitando arrastrar el pellet.

Anadir 450pL de fenol/cloroformo (vol/vol).

Vortear y centrifugar 2 minutos a 16.000g a RT.

Recuperar la fase acuosa que contiene el DNA plasmidico evitando coger restos de fenol.
Anadir 900pL de etanol absoluto y vortear.

Dejar 2 minutos a RT.

Centrifugar 15 minutos a 16.000g a 4°C.

Aspirar el sobrenadante y dejar secar los pellets.

Resuspender en 50pL de TE (Tris 10 mM, EDTA 1mM) + RNasa (10pg/mL, Sigma, USA).
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Una vez extraidos los plasmidos se digirieron con la enzima de restriccion EcoRI (Fermentas,

Alemania) para saber si contenian el inserto:

EcoRI (5U/uL) 1 unidad
Buffer H 10x 2pL
Plasmido purificado SpL

H>O hasta 20pL

La digestion se realiz6 a 37°C durante 1 hora y se sembr6é en un gel de agarosa al 1%. Esta

extraccion nos permitié seleccionar las clonas con el inserto que nos interesaba secuenciar.

Una vez seleccionadas dichas clonas, reactivamos los cultivos y extrajimos el plasmido con un

método de purificacién mas eficiente. E1 método escogido fue QIAprep Miniprep Spin (QIAGEN,

Alemania), que es una purificaciéon por columna. El protocolo fue el siguiente:

1.
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12.
13.
14.

Reactivar los cultivos con 3mL de LB con ampicilina 100pg/ml durante 24 horas a
37°C en agitacion.

Centrifugar a 16.000g durante 1 minuto.

Resuspender el pellet en 250pL del Buffer P1 y mezclar con vértex.

Anadir 250pL del Buffer P2 invirtiendo los tubos no mas de 5 veces.

Anadir 350pL del Buffer N3 invirtiendo el tubo 4-6 veces inmediatamente después.
Centrifugar 10 minutos a 16.000g.

Preparar las columnas y aplicar en ellas los sobrenadantes.

Centrifugar 1 minuto a 16.000g.

Anadir 500pL del Buffer PB y centrifugar 1 minuto a 16.000g.

. Anadir 750puL del Buffer PE y centrifugar 1 minuto a 16.000g.

. Sin anadir nada, volver a centrifugar a 16.000g 1 minuto mas para eliminar los

residuos de buffers.

Pasar las columnas a eppendorfs nuevos bien rotulados.

Anadir SOpL de EB en el centro de la resina e incubar 5 minutos a RT.
Centrifugar 1 minuto a 16.000g.

Una vez eluido el plasmido, se volvio a comprobar que contenia el inserto mediante la

digestion con EcoRI y la posterior visualizacién en un gel de agarosa.

9.8.3.- Secuenciacion de DNA plasmidico

La secuenciacion del DNA plasmidico se basa en los mismos principios que la secuenciacién

de productos de PCR. La tnica diferencia es que los plasmidos se secuenciaron directamente,

no fue necesario ningun tratamiento previo. Los primers que se unian directamente al vector

pCR2.1 fueron los siguientes:
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Primer del vector 5’ Secuencia 3’
M13Forward (-20) GTAAAACGACGGCCAG
M13Reverse CAGGAAACAGCTATGAC




IV. Resultados
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1.- Inmunodeficiencias Severas Combinadas

Las Inmunodeficiencias Severas Combinadas (SCID) son enfermedades caracterizadas por una
deplecion de los linfocitos T, que puede ir acompanada de niveles normales o disminuidos de
linfocitos B y/o NK. Los pacientes con SCID sufren infecciones de aparicién temprana que
suelen estar causadas por microorganismos oportunistas como Pneumocystis jiroveci,
Aspergillus sp o Herpesviradae.

La forma mas frecuente de SCID es la ligada al sexo (X-SCID; MIM: 300400) con 1 afectado
por cada 200.000 nacimientos, la mitad de todas las SCID. Se caracteriza por una ausencia de
linfocitos T y NK e hipogammaglobulinemia, a pesar de la presencia en ntiimeros normales e
incluso elevados de linfocitos B. Esta causada por alteraciones en la cadena gamma comun del
receptor de la IL-2 (IL-2Ryc) (Noguchi, 1993b; Puck, 1993) que forma también parte de los
receptores de la IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 e IL-21. Mutaciones puntuales en el dominio extracelular
son suficientes para interrumpir el desarrollo de las células T y NK.

Otras formas de SCID presentan un fenotipo similar pero con una herencia autosémica
recesiva, como la deficiencia en JAK3 (MIM: 600802) (Notarangelo, 2000). JAK3 se asocia a la
molécula IL-2Ryc en la sefalizacién de muchas interleucinas hematopoyéticas.

La Disgenesia Reticular (DR; MIM: 267500) esta causada por mutaciones en la adenilato
kinasa AK2 (Lagresle-Peyrou, 2009; Pannicke, 2009) que dan lugar a ausencia de granulocitos,
niveles indetectables de células T y bajos o normales de B, con hipogammaglobulinemia y
sordera bilateral neurosensorial. Es la manifestacion mas severa de SCID.

Las SCID causadas por alteraciones en los genes RAG (MIM: 601457) tienen las
manifestaciones clinicas tipicas de las SCID con ausencia tanto de linfocitos T y B, aunque no
de NK. Las recombinasas RAG-1 y RAG-2 estan implicadas en el reordenamiento de los
segmentos V(D)J de los genes de los receptores de la célula T (TCR) y de la célula B (Ig).

El Sindrome de Omenn (OS; MIM: 603554) es una SCID autosémica recesiva caracterizada por
la temprana aparicion de erupciones cutaneas generalizadas, eritrodermia exudativa, nédulos
linfaticos aumentados, hepatoesplenomegalia, infecciones respiratorias graves, diarrea,
hiponatremia con edema y eosinofilia. Esta causado por mutaciones hipomorficas en los genes
responsables de SCID que permiten una expresion y funcion parcial que da lugar a algin
reordenamiento de TCR y con ello la generacion de linfocitos T oligoclonales con expansion
periférica y de caracter autorreactivo, como por ejemplo los genes RAG.

1.1.- X-SCID: Caso clinico 1

1.1.1.- Descripcion del caso clinico

Presentamos el caso de un varén de origen caucasico nacido en el ano 2009, que a los 7 meses
de edad fue ingresado en la unidad de cuidados intensivos por una meningitis por Listeria
monocytogenes. Previamente habia sufrido una infeccién del tracto urinario y una bronquitis
aguda. En el hospital de origen se detecté6 hipogammaglobulinemia, con bajos niveles de IgA
(7mg/dL) e indetectables de IgG (<100mg/dL) e IgM (<5Smg/dL), y una disminucién muy
marcada de linfocitos T (1,2%) y NK (0%). Ante estos hallazgos clinicos, se instauré tratamiento

con inmunoglobulinas intravenosas.

109



Resultados

Se trata del primer hijo de padres no consanguineos. La madre habia sufrido 2 abortos previos
sobre las 11-12 semanas de gestacion. Como antecedentes familiares hay que destacar un tio
materno, exitus a los 3 meses de vida en un contexto de fiebre y otitis, y 2 tios abuelos
maternos, también fallecidos a los pocos meses de edad.

Las manifestaciones clinicas del paciente junto con los antecedentes familiares, los analisis de
poblaciones linfocitarias y los niveles de inmunoglobulinas, establecieron como diagnéstico
presuntivo una Inmunodeficiencia Severa Combinada ligada al X (X-SCID).

Se decidi6 someterle a un trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) lo mas precoz
posible. Para ello, fue trasladado a nuestro hospital donde se inici6 la busqueda de donante no
emparentado y a los 10 meses de vida fue trasplantado con una unidad de sangre de cordon

umbilical. La evolucion hasta la fecha esta siendo favorable.

1.1.2.- Datos inmunolégicos

El analisis de los niveles de inmunoglobulinas que realizamos en nuestro servicio a los 8
meses de vida mostré niveles muy bajos de IgM, indetectables de IgA e IgE y normales de IgG,
debido, esto ultimo, al tratamiento con inmunoglobulinas intravenosas que recibié en el
hospital de origen (Tabla IV.1)

P1 Valores de referencia (0-1 afo)
IeG 583* 200-1000 mg/dL
IgA <7 16-85 mg/dL
IgM 12 25-149 mg/dL
IgE <2 0,1-15 UI/mL

Tabla IV.1. La IgG estaba compensada debido al tratamiento con inmunoglobulinas intravenosas *, mientras que los

niveles de IgA, IgM e IgE eran muy bajos o indetectables.

El estudio de las poblaciones linfocitarias mostré un 4,1% de linfocitos T (1,5% CD4+, 0,6%
CD8+, 1% TCRyd), un 0,1% de células NK y un 91,5% de linfocitos B (Figura IV.1). La cifra
absoluta de linfocitos era de 2.320-10¢/L, un nimero bajo para la edad del paciente (valores
normales, v.n.: 4.000-10.500-10¢/L).
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Figura IV.1 .Analisis de las poblaciones linfocitarias. El paciente tenia un 4,1% linfocitos T (d), un 1,5% de T CD4+ (a) y
un 0,6% de T CD8+ (b), un 91,5% de linfocitos B (d) y un 0,1% de células NK (c).

Estos bajos niveles de linfocitos T y células NK indicaban que se trataba de una SCID con

fenotipo T-B+NK-, concordante con el diagnéstico presuntivo de X-SCID.

1.1.3.- Analisis del gen IL-2RG

El X-SCID esta causado por alteraciones en el gen IL-2RG. Todos los datos obtenidos hasta el
momento confirmaban la sospecha diagnéstica de X-SCID. Por ese motivo, analizamos este
gen. El estudio del gen de IL-2RG en el paciente mostr6 una alteracion en el exén 3: existia una
Adenina insertada en la posicion 373 (c.373insA) (Figura IV.2). Esta insercién provocaba un
desplazamiento en la pauta de lectura y con él, la aparicion de un codén STOP prematuro 46
aminoacidos después (p.Lys120fsX46). Esta mutaciéon ya habia sido descrita previamente
(Puck, 1997). La madre del paciente era portadora de la misma (Figura IV.2).
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Figura IV.2. Esquema del gen IL-2RG (a). Analisis del exén 3 de IL-2RG. Se observaba la insercién de una A en
hemicigosis en el paciente (c.373insA) y en heterocigosis en la madre de éste (b).
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1.1.4.- Estudio de individuos portadores

Aunque el paciente tenia antecedentes familiares via materna (un hermano de la madre exitus
a los 3 meses de vida y 2 tios abuelos, también fallecidos durante el primer afno de vida), no
pudimos estudiar la presencia de la mutacion en ninguno de ellos al no disponer de muestras.
Sin embargo, estudiamos a todas las mujeres de la rama materna del arbol genealégico: tanto
la madre, como la abuela y la bisabuela eran portadoras de la mutaciéon c.373insA (Figura
IV.3). Se trataba, por tanto, de una mutacién heredada durante al menos cuatro generaciones.
Estos datos sugirian la presencia de la alteracion en los familiares fallecidos antes

mencionados.
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Figura IV.3. Arbol genealégico del caso clinico 1. Tanto la madre, como la abuela y la bisabuela materna eran

portadoras de la alteracion.

1.1.5.- Trasplante de progenitores hematopoyéticos y evolucion

Desde el diagnéstico de SCID, el paciente permanecié en una camara de aislamiento con
tratamiento profilactico antibiético, antifingico y antivirico y con soporte de inmunoglobulinas
intravenosas cada 3-4 semanas. El trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) se realizo
a los 10 meses de vida a partir de una unidad de sangre de cordén umbilical con una identidad
HLA 9 de 10.

La evolucion del trasplante esta siguiendo una pauta correcta, de manera que las primeras
células en aparecer en sangre periférica fueron los linfocitos T CD8+ y las células NK,
posteriormente los linfocitos T CD4+ y por ultimo las células B, que empezaron a ser
detectadas 2 meses después del TPH. Los niveles de inmunoglobulinas, primero la IgM y luego
el resto, también se incrementaron paulatinamente hasta alcanzar niveles normales, lo que
indica una correcta implantacién de las células B. No obstante, de momento la IgG se
contintia aportando exégenamente para evitar posibles complicaciones.

La evolucién del paciente esta siendo muy buena y en la actualidad el estado general del

paciente es excelente.
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1.2.- X-SCID: Caso clinico 2

1.2.1.- Descripcion del caso clinico

El caso clinico 2 es un varéon caucasico nacido en el ano 2009 que a los 6 meses de edad
sufri6 una neumonia por Pneumocystis jiroveci con infiltrado intersticial bilateral. El primer
analisis realizado en el hospital de origen indicaba un ntimero muy bajo de linfocitos T con
unos niveles normales de linfocitos B y células NK. Ademas, estaba ausente la IgG, pero no la
IgA ni la IgM. Ante la sospecha de Inmunodeficiencia Severa Combinada se le administraron
inmunoglobulinas intravenosas.

Se trata del primer hijo de padres no consanguineos. No existen antecedentes familiares
relevantes.

El paciente fue remitido a nuestro hospital para confirmar el diagnostico de Inmunodeficiencia
Severa Combinada (SCID) y para la busqueda y trasplante de progenitores hematopoyéticos
(TPH) de donante no emparentado al carecer de hermanos. A los 10 meses de edad fue
trasplantado de una unidad de sangre de un cordén umbilical con una identidad HLA 8 de 10.

Hasta la fecha el paciente evoluciona satisfactoriamente.

1.2.2.- Datos inmunolégicos

El estudio de las inmunoglobulinas realizado en nuestro servicio a los 9 meses de edad mostro

niveles proximos al limite inferior de IgA e IgM y levemente elevados de IgE. Los de IgG eran
normales, debido al tratamiento con inmunoglobulinas intravenosas que se instauré en el
hospital de origen (Tabla IV.2).

P2 Valores de referencia (0-1 afo)
IeG 397* 200-1000 mg/dL
IgA 18 16-85 mg/dL
IgM 33 25-149 mg/dL
IgE 34 0,1-15 UI/mL

Tabla IV.2. La IgG estaba compensada debido al tratamiento con inmunoglobulinas intravenosas *, mientras que los
niveles de IgA e IgM eran bajos, aunque dentro de los parametros normales, y los de IgE levemente elevados.

El ntmero de linfocitos era normal (6.650-106/L; v.n.: 4.000-10.500-106/L). El analisis de las
poblaciones linfocitarias mostr6é un 6,1% de linfocitos T (5,4% CD4+, 0,4% CD8+), un 3,9% de
células NK y un 85,8% de linfocitos B (Figura IV.4). Los niveles de linfocitos T, y especialmente
los de linfocitos T CD8+ eran anormalmente bajos.

Ante estos resultados, quisimos determinar si los linfocitos T presentes en el paciente tenian
un fenotipo inmaduro, lo esperable en un nifno de 9 meses, o si por el contrario se trataba de
células con fenotipo memoria, lo que sugeriria un origen materno. Para ello, determinamos la
expresion en superficie de los marcadores CD45SRA (fenotipo naive) y CD45R0O (fenotipo
memoria). Mas del 90% de los linfocitos T del paciente eran de memoria. Ademas, si
mirdbamos especificamente estos marcadores en los linfocitos T CD4+, que eran los
mayoritarios, este porcentaje subia al 95%. Por lo que se deduce que las pocas células T que

tenian un fenotipo inmaduro eran CD8 (Figura IV.5).
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Figura IV.4 .Analisis de las poblaciones linfocitarias. El paciente tenia un 6,1% linfocitos T (d), un 5,4% de T CD4+ (a) y
un 0,4% de T CD8+ (b), un 85,8% de linfocitos B (d) y un 3,9% de células NK (c).

Ademas, quisimos saber el grado de activacion de estos linfocitos T a través del marcaje de las
moléculas CD25 (activacion temprana) y HLA-DR (activacion tardia). Los linfocitos T del
paciente no aparecian como activados y s6lo un bajo porcentaje (8%) expresaban el marcador
HLA-DR (Figura IV.5).
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Figura IV.5. Estudio de los marcadores de memoria y activacion. E1 92% de los linfocitos T del paciente tenian un
fenotipo memoria (CD45R0O+) (a), lo que no concuerda con lo esperable en un nifio de su edad (c), ni tan siquiera en un
individuo de mediana edad (d). S6lo un 8% de estos linfocitos T estaban activados (HLA-DR+) (b).

Con este analisis, podiamos suponer que se trataba de linfocitos T de origen materno que
habian pasado a la sangre del paciente via transplacental.
Estos datos junto con los anteriores, nos indicaban que podia tratarse de un X-SCID, por ello,

el siguiente paso fue analizar el gen IL-2RG.

1.2.3.- Analisis del gen IL-2RG

El estudio del gen IL-2GR mostré una alteracion en el ex6én 5: la Citosina de la posicion 664
estaba sustituida por una Timina (c.C664T) provocando la sustitucion de la Arginina 222 por
una Cisteina (p.Arg222Cys) (Figura IV.6). Esta mutacién ya habia sido previamente descrita
(Clark, 1995). La madre era portadora del defecto genético (Figura IV.6).
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Figura IV.6. Esquema del gen IL-2RG (a). Analisis del exén 5 de IL-2RG. Se observaba la sustitucion de una C por una T
en hemicigosis en el paciente (c.C664T) y en heterocigosis en la madre de éste (b).

115



Resultados

1.2.4.- Estudio de individuos portadores

Tal y como hemos visto anteriormente, la madre era portadora de la mutacion p.R222C.
Aunque el paciente no tenia hermanos, era de vital importancia analizar la rama materna, ya
que existia el riesgo de que existieran otras portadoras en la familia. El estudio de la abuela
materna resulté negativo para la alteracién, por lo que podemos decir que se trataba de una

mutacion de novo en la madre y que nadie mas estaba afectado (Figura IV.7).

Figura IV.7. Arbol genealégico del caso clinico 2. Sélo la madre del paciente era portadora de la mutaciéon (mutacién de
novo en la madre).

1.2.5.- Trasplante de progenitores hematopoyéticos y evolucion

Desde su diagnostico el paciente estuvo en una camara de aislamiento y con tratamiento
profilactico antibi6tico, antifangico y antivirico ademas de recibir inmunoglobulinas
intravenosas cada 3 semanas. El trasplante se realizé a los 11 meses de vida a partir de una
unidad de sangre de cordén umbilical con una identidad HLA 8 sobre 10.

Después del TPH el paciente sufrié una enfermedad del injerto contra el huésped (EICH) aguda
de tipo cutaneo, que se resolvié con tratamiento. La evolucion esta siendo favorable y la IgG

continua siendo de aporte exégeno. En la actualidad el estado general del paciente es bueno.

1.3.- AR-SCID: Caso clinico 3

1.3.1.- Descripcion del caso clinico

El caso clinico 3 es una mujer de origen caucasico nacida en el aio 2008 que al mes de vida
sufri6 un cuadro de gastroenteritis aguda y a los 5 fue ingresada por presentar candidiasis
orofaringea con 2 meses de evolucién y refractaria al tratamiento. Durante el ingreso padeci6
una neumonitis por CMV. Es entonces cuando en el hospital de origen se le realiz6 un estudio
inmunolégico y se le diagnosticé una Inmunodeficiencia Severa Combinada en base a la
linfopenia de células T y NK que presentaba. Posteriormente fue remitida a nuestro hospital
para determinar la causa genética responsable.

Es la primera hija de padres consanguineos (primos hermanos). Existia el antecedente de un
feto muerto a los 8 meses de gestacion por causas desconocidas.

Ante la gravedad de los sintomas, a la edad de 10 meses se le realiz6 un trasplante de
progenitores hematopoyéticos (TPH). La evolucion parecia buena, pero una infeccion por CMV a
nivel de sistema nervioso central provocé un deterioro neurolégico progresivo que acabé con su
vida un ano después del TPH.
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1.3.2.- Datos inmunolégicos
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El analisis de los niveles séricos de inmunoglobulinas realizado en nuestro servicio a los 8

meses de vida mostro niveles indetectables de IgA e IgE, bajos de IgM y dentro del rango en el

caso de la IgG, debido al tratamiento sustitutivo con inmunoglobulinas intravenosas (Tabla

IV.3).

P3 Valores de referencia (0-1 ano)
IeG 708* 200-1000 mg/dL
IgA <7 16-85 mg/dL
IgM 22 25-149 mg/dL
IgE <2 0,1-15 UI/mL

Tabla IV.3. La IgG estaba compensada debido al tratamiento con inmunoglobulinas intravenosas *, mientras que los

niveles de IgA, IgM e IgE eran muy bajos o indetectables.

El estudio de las poblaciones linfocitarias mostraba un 47,5% de linfocitos T, con una casi
completa ausencia de linfocitos T CD4 (0,7%) y un 42,6% de linfocitos T CD8, un 51,7%
linfocitos B y unos niveles casi indetectables de células NK (0,1%) (Figura IV.8).
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Figura IV.8. Analisis de las poblaciones linfocitarias. La paciente tenia un 47,5 % de linfocitos T (d), de los cuales s6lo
un 0,7% eran T CD4+ (a) y un 42,6% de T CD8+ (b); un 0,1% de células NK (c) y un 51,7% de linfocitos B (d).
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El analisis de los marcadores CD25 y HLA-DR en las células T para determinar su grado de
activacion mostré que estaban activadas de forma temprana (CD25+), pero que no expresaban

el marcador de activacion tardia HLA-DR.

1.3.3.- Determinacion de la seinalizacion via IL-2

Ante la sospecha de que podia tratarse de un caso de SCID T-B+NK- con implante de células T
maternas, decidimos analizar la via de sefalizaciéon a través de la IL-2. No pudimos disponer de
muestra fresca pre-trasplante para realizar este analisis. Sin embargo, antes del TPH si que
habiamos inmortalizado células B gracias a su transformacién por el virus de Epstein Barr
(EBV) donde si pudimos realizar este ensayo. Analizamos la fosforilacion del factor de
transcripcion STATS (STATS-P) en células de la paciente y de individuos control transformadas
por EBV. El estimulo con IL-2 en los controles provocaba un incremento en STATS-P, que se
veia reflejado en un desplazamiento de la intensidad de fluorescencia. Sin embargo, en las
células de la paciente no habia ningin desplazamiento, es decir que no habia STATS-P en
respuesta a la IL-2 (Figura IV.9).
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Figura IV.9. Determinacion de STATS5-P en células EBV estimuladas con IL-2. Las células-EBV de la paciente, a

diferencia de las del control, no respondian a la estimulacién con IL-2 (105U/mL) de manera adecuada.

Estos datos indicaban la existencia de un defecto en esta via que podria estar provocado,
probablemente, por alteraciones en la proteina JAK-3. Por este motivo, el siguiente paso fue
analizar el gen que la codifica.

1.3.4.- Analisis del gen JAK3

El analisis del gen JAK3 en la paciente mostré6 una insercion de 4 bases (GGCA) en la
secuencia codificante del ex6én 10 en homocigosis (Figura IV.10). Esta insercion
(c.1367insGGCA) es en realidad una duplicacién de las 4 bases anteriores. Como resultado de
esta alteracion se producia un desplazamiento en la pauta de lectura de la proteina que llevaba
a la aparicion de un codon STOP mas de 60 aminoacidos después (p.Thr456fsX520). Ambos
padres presentaban en la secuencia de este ex6n una superposicién de picos que indicaba que
eran portadores de la alteracion en heterocigosis (Figura IV.10). Esta mutacién no ha sido

reportada hasta la fecha.
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Figura IV.10. Esquema del gen JAK3 (a). Analisis del exon 10 de JAK3. Se observaba la insercion de 4 bases (GGCA) en

homocigosis en la paciente (c.1367insGGCA) y en heterocigosis en ambos progenitores (sélo se muestra la madre, b).

1.3.5.- Trasplante de progenitores hematopoyéticos y evolucion

La paciente fue sometida a un trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) a los 10
meses de vida. La fuente fue una unidad de sangre de cordon umbilical que presentaba una
compatibilidad HLA 5 sobre 6. A pesar del tratamiento profilactico, desde el inicio hubo
multiples complicaciones infecciosas post-TPH. En ningiin momento la paciente mostr6 signos
de recuperaciéon inmunologica 6ptima, manteniéndose los linfocitos en niveles muy bajos.
Medio ano después del TPH se le detecté una infeccion por citomegalovirus (CMV), que no pudo
ser controlada y que degener6 en una encefalopatia causando un deterioro neurolégico
progresivo que acab6 con su vida, 1 afno después del TPH.

1.4.- Disgenesia Reticular: Caso clinico 4

1.4.1.- Descripcion del caso clinico

El caso clinico 4 es una nifna de origen caucasico nacida en el afio 2009, que a los 2 meses de
vida sufrié una infecciéon por Bordetella parapertusis que requiri6 ingreso en UCI. Los analisis
realizados mostraron linfopenia y una grave neutropenia, agammaglobulinemia y ausencia de
sombra timica. Con estos datos fue diagnosticada de Inmunodeficiencia Severa Combinada. Se
estudiaron algunos de los genes responsables (JAK3, IL7RA y IL-2RGC) descartandose
mutaciones en todos ellos.

Paralelamente, se inicié la busqueda de donante de precursores hematopoyéticos para realizar
un trasplante. A los 6 meses de vida fue trasplantada de una unidad de cordon umbilical

siendo favorable la evolucion hasta la fecha.
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Es la tercera hija de padres consanguineos (primos hermanos). No existen antecedentes de
fallecidos en la infancia en la familia y sus hermanos son sanos.

Posteriormente el caso fue remitido a nuestro hospital y se nos envié muestra de los padres
para intentar identificar la causa genética, ya que la paciente estaba trasplantada y se habia

establecido un quimerismo mixto entre donante y receptor.

1.4.2.- Datos inmunoléogicos

La paciente fue evaluada inmunologicamente en el hospital de origen durante su ingreso a los
2 meses de edad. Los datos facilitados muestran un 32% de linfocitos T (5% T CD4 y 18% T
CD8), un 60% de linfocitos B y un 7% de células NK, de un total de 2.800-10¢ linfocitos/L (v.n.:
4.000-13.500-10%/L). El valor de neutrofilos era de 105:106/L (v.n.: 1.000-8.500-106/L), lo que
indicaba una neutropenia muy severa. Ante todos estos datos, sobre todo a la grave
neutropenia asociada a linfopenia, sospechamos de una forma de SCID denominada
Disgenesia Reticular, cuyo gen responsable, denominado AK2, ha sido descrito recientemente
(Lagresle-Peyrou, 2009; Pannicke, 2009) y que se asocia a sordera. Aunque inicialmente se
pensoé que la nina no era sorda, posteriormente, y mediante la técnica de potenciales evocados,

se demostro que si lo era.

1.4.3.- Analisis del mRNA de AK?2

Puesto que no disponiamos de muestra pre-trasplante de la paciente para analizar el mRNA de

AK2, estudiamos a ambos padres, ya que al ser consanguineos, se presentaban como
portadores obligados de la alteracion. AK2 presenta dos isoformas, AK2A y AK2B, resultantes
de 2 procesamientos del mRNA diferentes. El analisis del mRNA de ambas isoformas en los
padres mostro alteraciones en la secuencia que no se reproducian en los individuos control
(Figura IV.11).

Figura IV.11. Analisis del mRNA de AK2 en la madre de la paciente donde se observaban alteraciones en heterocigosis
que se iniciaban en el ex6én 1 de ambas isoformas.

Estas alteraciones no parecian corresponder a ningin tipo de splicing alternativo, ya que se
iniciaban a nivel del ex6n 1. Tampoco sabiamos si podia tratarse de una posible recombinacion
entre AK2 y su pseudogen, con el que comparte gran homologia. Puesto que la interpretacion
no era facil, decidimos ampliar el estudio a nivel de DNA para intentar dilucidar qué es lo que
estaba sucediendo.
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1.4.4.- Analisis del gen AK2

El analisis del exén 1 del gen AK2 en los padres de la paciente mostré6 una mutacién en
heterocigosis en la primera base del codén de inicio de la proteina: la Adenina estaba
sustituida por una Guanina (c.A1T), lo que invalidaba el inicio de la traduccion (ATG> GTG) y
con ella, la expresion de la forma nativa de la proteina. En este caso, si que pudimos analizar
el exén 1 de AK2 de la paciente pre-trasplante ya que en el centro donde se le realiz6 tenian
este tipo de muestra. El estudio del DNA pre-trasplante de la paciente mostré la presencia de
esta mutacion en homocigosis (Figura IV.12) y estableci6 el diagnoéstico definitivo de Disgenesia
Reticular. En esta secuencia se podia observar un pequeno pico de A que corresponderia a las
células T de implante materno. Esta mutacion ya habia sido descrita en uno de los articulos

originales, pero no en homocigosis (Pannicke, 2009).

a)
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Figura IV.12. Esquema del gen AK?2 (a). Analisis del ex6n 1 de AK2. En el paciente habia una sustitucién de una A por
una G en homocigosis (c.A1G) y en heterocigosis en ambos padres (A+G=R) (b).

1.4.5.- Trasplante de progenitores hematopoyéticos y evolucion

La paciente fue diagnosticada de SCID a los 2 meses de vida y rapidamente se inici6 la
buisqueda de una fuente de progenitores hematopoyéticos compatible. A partir de entonces se
mantuvo en aislamiento, se inici6 tratamiento sustitutivo con inmunoglobulinas y profilactico.
A los 6 meses se le realizé la infusion de progenitores de una unidad de cordén umbilical,
siendo favorable la evolucion.

El analisis de la quimera post-TPH indicaba una diferente proporcién de células del donante y
del receptor en funcion de la poblacion estudiada. De manera que a los 7 meses post-TPH en
los granulocitos el 84% pertenecian al donante y el 16% eran de la receptora, mientras que en
los linfocitos el 35% eran del donante y el 65% de la receptora. Por ese motivo, nos planteamos
analizar el exén 1 de AK2 en estas poblaciones celulares independientes. Para ello, separamos
neutrofilos y células mononucleares por gradiente de ficoll y secuenciamos AK2. En el DNA de
los neutréfilos se identificaba mayoritariamente la secuencia nativa del gen, lo que indicaba

que derivaban del donante; sin embargo, el DNA de las células mononucleares presentaba la
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mutaciéon junto con la secuencia nativa, ya que en esta fraccion habia células del donante
(linfocitos T), pero también del receptor (linfocitos B y monocitos) (Figura IV.13).

PRE-TPH en DONANTE POST-TPH en POST-TPH en LINFOCITOS
LEUCOCITOS NEUTROFILOS y MONOCITOS

Figura IV.13. Analisis del exon 1 de AK2 antes y después del TPH y del donante. Los neutroéfilos tras el TPH
presentaban mayoritariamente la secuencia nativa (s6lo se observaba un pequeno pico de G correspondiente a células
del receptor), mientras que las células mononucleares (linfocitos y monocitos) tenin una secuencia mixta.

Es decir, que durante el implante de los leucocitos después del TPH sélo se sustituian aquellas

poblaciones que estaban gravemente alteradas por la mutacién (neutréfilos y linfocitos T), no
siendo sustituidas aquellas en las que la mutacién no parecia afectar a su desarrollo y/o
funcionalidad (monocitos y linfocitos B) que continuaban siendo del receptor. Esta observacion
ya habia sido descrita previamente por nuestro grupo en otro paciente con Disgenesia
Reticular (De La Calle-Martin, 1997).

1.5.- Sindrome de Omenn: Casos clinicos 5y 6

1.5.1.- Descripcion de los casos clinicos

El caso clinico 5 es un varén de origen caucasico nacido en el afio 2004, que desde el
nacimiento presentaba una especie de dermatitis atopica severa. A partir del 2° mes de vida
sufri6 multiples cuadros infecciosos: pieloniefritis por Citrobacter koseri, sindrome febril sin
foco, muguet oral, enteritis y sepsis. La exploracién fisica no mostré masas localizadas ni
megalias en ningin momento.

Los primeros analisis inmunolégicos que realizamos a los 4 meses de vida mostraban una
ausencia de linfocitos B y un bajo numero de linfocitos T, mientras que el nimero de células
NK no estaba alterado. Los niveles de inmunoglobulinas eran bajos en el caso de la IgG e
indetectables en el resto. En el hospital de procedencia se le habia iniciado un tratamiento con
inmunoglobulinas intravenosas. Con todos estos datos se estableci6 un diagnostico de
Inmunodeficiencia Severa Combinada.

Se trata del noveno hijo de padres consanguineos. La pareja ya habia sufrido la pérdida de dos
lactantes (un nino de 2 meses y una nina de 1 mes y medio) por causas desconocidas. Ademas,
la madre tenia dos hermanos que fallecieron a edades tempranas por causas no determinadas.
Ante la gravedad de los sintomas se decidi6 someter al paciente a un trasplante de
progenitores hematopoyéticos (TPH) de uno de sus hermanos que presentaba una

compatibilidad HLA 9 sobre 10. Se realizé a los 10 meses de vida y el paciente se recuper6
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normalmente. Sin embargo, un rebrote muy agresivo de la enfermedad acab6 con su vida 23
meses después del TPH.

Posteriormente, la pareja tuvo otro hijo mas en el afio 2009. El caso clinico 6 fue un varén
prematuro (31 semanas de gestaciéon) que desde el nacimiento sufrié eritrodermia exfoliativa
generalizada con descamacion (Figura IV.14) acompanado de complicaciones sistémicas. Este
paciente murié en el segundo mes de vida antes de poder iniciarse el acondicionamiento para

el trasplante de progenitores hematopoyéticos de un hermano HLA idéntico.

Figura IV.14. Fotografia que muestra la eritrodermia exfoliativa generalizada que padecia el caso clinico 6.

1.5.2.- Datos inmunolégicos

El analisis de los niveles séricos de inmunoglobulinas en los 2 hermanos realizado a los 4
meses y 1 mes de vida, respectivamente, mostré6 niveles indetectables IgA, IgM e IgE y normales
de IgG, debido al tratamiento sustitutivo con inmunoglobulinas intravenosas (Tabla IV.4).

PS5 P6 Valores de referencia (0-1 afio)
IeG 393* 333* 200-1000 mg/dL
IgA <7 <7 16-85 mg/dL
IgM <4 5 25-149 mg/dL
IgE <2 <2 0,1-15 UI/mL

Tabla IV.4. La IgG estaba compensada debido al tratamiento con inmunoglobulinas intravenosas *, mientras que los
niveles de IgA, IgM e IgE eran muy bajos o indetectables en ambos hermanos.

Caso 5: El numero absoluto de linfocitos en el caso 5 era muy bajo (660:10%/L; v.n.: 4.000-
13.500-10¢/L). El estudio de las poblaciones linfocitarias mostraba una ausencia de linfocitos
B (0%), una disminucién de los linfocitos T (27%) con inversién del cociente CD4/CD8 (9%
CD4+, 16% CD8) y unos niveles elevados de células NK (54,5%) (Figura IV.15).
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Figura IV.15.Analisis de las poblaciones linfocitarias. Este paciente presentaba un 27% de linfocitos T (a), un 0% de
linfocitos B (a) y un 54,5% de células NK (b).

La ausencia de linfocitos B se corrobor6 con varios marcadores de superficie (CD19, CD20 y
CD21). El analisis de los marcadores CD45RA y CD45SRO en las células T, para determinar si
se trataba de linfocitos inmaduros (CD45RA+) o de memoria (CD45RO+), mostré que mas de
un 92% de ellas eran de fenotipo memoria (linfocitos previamente activados), dato no esperable
en un paciente de 4 meses de edad en el que sus células deberian ser mayoritariamente

inmaduras (Figura IV.16).
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Figura IV.16. Estudio de marcadores de madurez. El 92,6% de los linfocitos T del paciente tenian un fenotipo memoria
(CD45ROH).

Con estos datos podia tratarse de un SCID T-B-NK+ con implante materno de linfocitos T. Por
ello, estudiamos el origen de estas células mediante un analisis de microsatélites de diversos

cromosomas. El estudio descarté que los linfocitos T del paciente fueran de origen materno.

Caso 6: El analisis de las poblaciones linfocitarias en el caso 6 arrojo resultados muy
diferentes al de su hermano, ya que presentaba linfocitosis (14.950-106/L; v.n.: 4.000-
13.500:10%/L) con un 90% de linfocitos T sin inversién del cociente CD4/CD8 (55% T CD4+ y
35% T CD&+). El numero de linfocitos B también era indetectable (0%) y el de células NK era de
un 5% (Figura IV.17).
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Figura IV.17. Analisis de las poblaciones linfocitarias. El paciente tenia un 90% de linfocitos T (a), un 0% de linfocitos
B (a) y un 5% de células NK (b).

Sin embargo, si que se repetia la anomalia en la distribucion en los marcadores CD45RA

(fenotipo inmaduro) y CD45RO (fenotipo memoria), siendo sus linfocitos T mayoritariamente de

memoria. Ademas, un 2% eran CD25+ (activacion temprana) y un 36% expresaban HLA-DR

(activacién tardia) (Figura IV.18).
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Figura IV.18. Estudio de marcadores de memoria y activacion. E1 85% de los linfocitos T del paciente tenian un
fenotipo memoria (CD45RO+) (a). Mas de un 36% de los linfocitos T estaban activados (HLA-DR+) (b).

Todos estos datos indicaban que los linfocitos T de los pacientes eran linfocitos T propios que

habian sufrido una expansién periférica y que tenian un fenotipo autoreactivo. Estos datos

contrastan con los obtenidos en el caso 2, en el que se observaban también linfocitos T con

fenotipo memoria, pero que no estaban tan activados, y que, probablemente, eran de origen

materno.

1.5.3.- Estudio de la capacidad proliferativa de los linfocitos T

Quisimos saber si las células T presentes en los pacientes proliferaban de manera adecuada al

ser estimuladas o si por el contrario, eran anérgicas. Para ello enfrentamos los linfocitos T del

caso clinico 5 a una amplia gama de mitogenos.
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Figura IV.19. Estudio de proliferaciéon. Los linfocitos T del paciente no respondian a ninguno de los mitégenos testados.

El estudio mostré una ausencia casi total de respuesta, respecto a los controles, frente a todos
los estimulos probados: Fitohemaglutinina (PHA), Pokewed (PWN), Superantigeno de
Estafilococo aureus A y B (SEA y SEB) y anti-CD3 (OKT3) (Figura IV.19). Por ello, podemos

afirmar que las células T de los pacientes eran anérgicas.

1.5.4.- Analisis de los genes RAG-1 y RAG-2

El diagnéstico genético fue realizado durante el desarrollo de la enfermedad del caso clinico 5.
En el caso clinico 6 se llevd a cabo una mera confirmacion de la existencia de la misma
mutacion.

Tal y como hemos comentado anteriormente, las manifestaciones clinicas del caso 5 eran
compatibles con SCID. La forma mas frecuente es la ligada al X, sin embargo, el hecho de que
los padres fueran consanguineos y de que hubieron perdido previamente a una nifa, nos
hicieron dejar a esta entidad en un segundo plano. Es por ello que decidimos analizar otras
posibilidades basandonos, ademas de en la herencia AR, en que también presentaba linfocitos
T activados y anérgicos, tipicos del Sindrome de Omenn (OS), aunque faltaban otros signos
caracteristicos de esta enfermedad como la eritroderma exudativa generalizada, la
hepatoesplenomegalia, la eosinofilia y los niveles elevados de IgE (indetectables en ambos
hermanos).

Las mutaciones en los genes RAG pueden causar SCID o OS segun el grado de afectacién de la
actividad recombinasa. Por esta dualidad decidimos estudiar los genes RAG-1y RAG-2. Toda la
region codificante de ambos genes se encuentra en sus segundos exones, que son de gran
tamano. Por ello hubo que dividirlos en 4 fragmentos. En RAG-2 no encontramos ninguna
alteracion. Sin embargo, en el gen RAG-1 de ambos pacientes hallamos una delecion del
nucleétido T de la posicién 631 en homocigosis (c.631delT). Tanto el padre como la madre de
los pacientes eran portadores de la alteracion (Figura IV.20). La delecién provocaba un
desplazamiento en la pauta de lectura y la aparicién de un codén STOP, 27 aminoacidos mas
adelante (p.Glul74{sX27). Esta mutaciéon fue descrita y ampliamente estudiada por Noordzij en
el ano 2000 (Noordzij, 2000).
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Figura IV.20. Esquema del gen RAG-1 (a). Analisis del ex6én 2 de RAG-1. Los pacientes 5 y 6 presentaban una delecién
de una T (c.631delT) en homocigosis y la madre de ambos en heterocigosis (b).

1.5.5.- Estudio de individuos portadores

Una vez identificada la mutacion, pasamos a analizar toda la familia. El analisis del exén 2 de
RAG-1 mostré6 que tanto los dos progenitores como tres de los seis hermanos vivos,
concretamente las hermanas, eran portadores de la alteracion. Los otros 3 hermanos sanos
presentaban la secuencia nativa (Figura IV.21). Aunque no dispusimos de muestras biologicas
para comprobarlo, todo hace suponer que los dos hermanos fallecidos anteriormente también

presentaban la misma delecion en homocigosis.

=0

WO O

Figura IV.21. Arbol genealégico de los casos clinicos 5 y 6. Tanto los progenitores como las hermanas de los pacientes

eran portadores de la alteracion.

A principios del afio 2010, fue remitida a nuestro servicio una nina de 3 dias, prima hermana
de los casos clinicos 5y 6, que también presentaba eritrodermia exfoliativa generalizada y cuyo
nacimiento habia sido prematuro. Tenia linfopenia (893:-106 linfocitos/L; v.n.: 2.000-
11.500-10%/L), con un 68% de linfocitos T (56% CD4+, 12% CDS8+), un 11% de NK y una
ausencia total de linfocitos B (0%). La IgG era normal (604 mg/dL) puesto que era de origen

materno, pero la IgA y la IgM eran indetectables. Sin embargo, los niveles de IgE estaban muy
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elevados (364 Ul/mlL). El analisis del gen RAG-1 mostré que era homocigota para la misma
mutacién que sus primos: c.631delT. Con todos estos datos establecimos el diagnéstico de
Sindrome de Omenn. El estudio de los padres, también consanguineos, determin6é que ambos
eran portadores de la alteracion en RAG-1 (c.631delT).

1.5.6.- Trasplante de progenitores hematopoyéticos y evolucion

El tratamiento de todos estos casos es el trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH). El
caso clinico 5 tenia un haplotipo HLA materno que no habia heredado ninguno de sus
hermanos. Sin embargo, al ser la madre homocigota para todos los loci HLA menos para el
HLA-A, el paciente pudo recibir un trasplante de un hermano compatible 9 sobre 10. La
evolucion del trasplante fue excelente, tanto desde el punto de vista clinico como de implante
de linfocitos, con una quimera total a los 25 dias del TPH. A los 2 meses fue dado de alta. A los
21 meses post-TPH el paciente fue ingresado por una fiebre que no remitia y se le detecté una
adenopatia laterocervical y un infiltrado alveolo-intersticial en ambos pulmones. El analisis del
quimerismo en leucocitos de sangre periférica mostré una ausencia de células del donante, lo
que sugeria una pérdida del implante. Es importante resaltar que el paciente habia perdido los
linfocitos B, mientras que los niveles de IgE sérica estaban muy elevados (364 Ul/mL) (Figura
IV.22). La enfermedad parecia haber reaparecido, pero esta vez como un Sindrome de Omenn,
tal y como indicaban los altos niveles de IgE. El paciente falleci6 23 meses después del TPH por

fallo multiorganico provocado por un infiltrado linfocitario masivo.
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Figura IV.22. Evolucion de los linfocitos B del paciente y de los niveles séricos de IgE. A los 21 meses post-TPH (630
dias) habia una disminucion de los linfocitos B (LB) y un aumento de la IgE.

El caso clinico 6 falleci6 antes de poder iniciar el tratamiento acondicionador para el TPH de
un hermano HLA idéntico (10 sobre 10). La prima de los casos clinicos 5 y 6 también fallecié,
en este caso tras iniciarse el tratamiento acondicionador para el TPH que iba a realizarsele a
partir de un donante no emparentado con identidad 10 sobre 10.
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2.- Sindromes de hiper-IgM

Los Sindromes de hiper-IgM son un grupo de inmunodeficiencias primarias caracterizadas por
infecciones recurrentes por gérmenes patéogenos o saprofitos, con niveles séricos muy bajos de
IgG, IgA e IgE y normales o elevados de IgM (Notarangelo, 1992).

Son consecuencia de distintos defectos moleculares que llevan a un fallo en la maduracion de
las células B y, por tanto, en la generaciéon del repertorio de anticuerpos. La mas frecuente es
la forma ligada al X (XHIM o HIGM-1; MIM: 308230) que esta causada por mutaciones en el
gen que codifica la proteina CD40 ligando (CD40L) y que se expresa en la superficie de las
células T CD4+ activadas. Las mutaciones en la molécula con la que interacciona CD40L,
denominada CD40 y que se expresa constitutivamente en las células B, causan el HIGM-3
(MIM: 606843). E1 HIGM-2 (MIM: 605258) y el HIGM-5 (MIM: 608106) estan causados por
mutaciones en los genes que codifican las enzimas AID (activation-induced cytidine deaminasa)
y UNG (Uracil DNA glicosilase) respectivamente, y que estan selectivamente expresadas en las
células B de los centros germinales. Se desconoce cual es la causa del HIGM-4 (MIM: 608184)
aunque se supone que se trata de un defecto posterior a la actividad de la enzima AID
relacionado con la reparaciéon del DNA. Todas estas otras formas tienen una herencia

autosomica recesiva.

2.1.- XHIM: Casos clinicos 7y 8

2.1.1.- Descripcion de los casos clinicos

Presentamos el caso de dos hermanos varones de origen caucasico, hijos de padres no
consanguineos, nacidos en el ano 1999 (P7) y en el 2002 (P8), que habian sufrido infecciones
recurrentes acompanadas de neutropenia severa desde el primer ano de vida.

El hermano mayor habia padecido bronquitis recurrentes y tres episodios severos de
neumonia, asi como otitis y diarreas intermitentes desde los 18 meses de edad. El primer
analisis de los niveles séricos de inmunoglobulinas realizado a los 3 anos de edad, indicaba
niveles bajos de IgG (123 mg/dL), indetectables de IgA (<6 mg/dL) y elevados de IgM (462
mg/dL). Fue catalogado como un Sindrome de hiper-IgM y se inici6 un tratamiento con
inmunoglobulinas intravenosas. Para corregir la neutropenia se administré6 G-CSF.
Previamente se habia sospechado de enfermedad celiaca, aunque posteriormente no se
confirmo el diagnostico.

El hermano menor habia sufrido bronquitis con episodios de broncoespasmo a los 6 meses de
edad. En la determinacién de las inmunoglobulinas se observaron niveles muy bajos de IgG (51
mg/dL), indetectables de IgA (<6 mg/dL) y los de IgM se encontraban dentro de la normalidad
(67 mg/dL). Los bajos niveles de IgG e IgA, junto con la historia clinica de su hermano, fueron
decisivos para instaurar el tratamiento sustitutivo con inmunoglobulinas intravenosas con tan
sélo 6 meses de vida. Al igual que el hermano mayor, padecia neutropenia por lo que también
se le administréo G-CSF.

Debido a la gravedad de la enfermedad, en el afilo 2004 se inici6 el estudio para llevar a cabo
un trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) por lo que fueron remitidos a nuestro
hospital.

129



Resultados

2.1.2.- Datos inmunolégicos

Cuando los dos hermanos fueron derivados a nuestro hospital ya estaban recibiendo terapia
sustitutiva con inmunoglobulinas intravenosas, por lo que los niveles de IgG estaban dentro de
la normalidad. Sin embargo, los de IgA e IgE eran muy bajos o indetectables. En el hermano
mayor se observaban unos niveles muy altos de IgM, cosa que no ocurria en el pequeno (Tabla
IV.5). Este hecho es debido, probablemente, al temprano inicio de la terapia en este tltimo.

P7 P8 Valores de referencia (1-5 afios)
IgG 480* 397* 420-1200 mg/dL
IgA <7 8 25-154 mg/dL
IgM 895 84 35-192 mg/dL
IgE <2 <2 3-56 UI/mL

Tabla IV.5. La IgG estaba compensada debido al tratamiento con inmunoglobulinas intravenosas *, mientras que los
niveles de IgA e IgE eran indetectables. Los niveles de IgM en el hermano mayor estaban muy incrementados pero en el

menor se mantenian dentro de rangos de normalidad.

El estudio de las poblaciones linfocitarias no mostré ninguna alteraciéon. El hermano mayor
(P7) presentaba un 68% de linfocitos T (51% de T CD4+ y 14% de T CDS8+), un 22% de
linfocitos B y un 8% de células NK; y el hermano menor (P8) tenia un 69% de linfocitos T (53%
de T CD4+y 13% de T CD8+), un 25% de linfocitos B y un 3% de células NK.

2.1.3.- Evaluacion de la expresion de CD40L

Puesto que se trataba de dos pacientes varones hijos de padres no consanguineos,
sospechamos de un Sindrome de hiper-IgM ligado al X (XHIM). La prueba diagnéstica para esta
enfermedad es la evaluacién de la expresiéon de CD40L, la proteina alterada en el XHIM.

Esta prueba consiste en la estimulacion de las células mononucleares con PMA y ionomicina
durante 4 horas y el posterior marcaje con anticuerpos monoclonales, entre ellos el dirigido
contra CD40L. Las células que expresan CD40L son las células T CD4+ activadas. La
estimulaciéon con PMA y ionomicina es muy agresiva y provoca la disminucién de la expresion
de la molécula CD4. Asi, para determinar la expresién de CD40L en las células T CD4+
activadas, se analizaron las células CD3+ que eran negativas para el marcador CD8. En el
individuo control, estas células CD3+CD8- expresaban CD40L, mientras que las células
CD3+CD8- de los pacientes mostraban una incapacidad para expresarlo (Figura IV.23).

CONTROL PACIENTE 7 PACIENTE 8

Figura IV.23. Expresion de CD40L en las células T CD4+ tras la estimulacion con PMA + ionomicina. La expresion era

nula en los dos pacientes.
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Las células del padre y de la abuela materna expresaban correctamente CD40L, mientras que
en la madre se observaban dos poblaciones de linfocitos T CD4+: unos que expresaban CD40L
y otros que no, en una proporcion aproximada del 50% (Figura IV.24). Este hecho se explica
por la inactivacion aleatoria del cromosoma X en estas células, y también a que CD40L no

influye en la maduracién de los linfocitos T. Por ello, la alteracion se manifiesta en sangre

periférica.
CONTROL MADRE ABUELA
lL E | l

Figura IV.24. Expresion de CD40L en las células T CD4+ tras la estimulacion con PMA + ionomicina. La expresion en

la abuela materna era equivalente a los individuos control, mientras la de la madre tenia una forma bimodal.

Para comprobar si habia habido estimulacién en las células de los pacientes, se tifieron con el
marcador de activaciéon CD69. Las células estimuladas de los pacientes se marcaban con CD69
de igual modo que las de los controles (Figura IV.25), por lo que se puede decir que las células
T CD4+ de los pacientes se activaban adecuadamente, pero que no eran capaces de expresar
CD40L.

CONTROL PACIENTE 7 PACIENTE 8

Figura IV.25. Expresion de CD69 en las células T CD4+ después de la estimulaciéon con PMA + jonomicina. CD69 se

expresaba en los pacientes de manera equivalente a los individuos control.

2.1.4.- Analisis del mRNA de CD40OL

Para determinar si esta ausencia en la expresion de CD40L se justificaba por alteraciones a
nivel genético pasamos a estudiar el gen TNFSF5 y comenzamos por su expresion a nivel de
mRNA. Para analizar el mRNA se repitié la estimulacién con PMA y ionomicina durante 3 horas
y se extrajo el RNA total. A continuacion se hizo una retrotranscripcion seguida de
amplificaciéon (RT-PCR) para CD40L.

El resultado de la RT-PCR de CD40L en los individuos control fue una banda de
aproximadamente 1 Kb. Esta banda era indetectable en los pacientes (Figura IV.26).
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Para comprobar que la extraccion de RNA y el proceso de RT-PCR en los pacientes habian sido

correctos, hicimos una RT-PCR de un gen control y vimos que si habia amplificacién y que esta
era cualitativa y cuantitativamente correcta (Figura IV.26). Entonces, pasamos a estudiar el
gen TNFSF5 a partir de DNA gendémico.

cDNACD40L cDNAgen control
Cc P7 P8 Cc P7 P8

Figura IV.26. Analisis del cDNA de CD40L y del gen control TNFRSF6 (Fas). En los pacientes no habia amplificacién de
cDNA de CD40L, a pesar del correcto procesamiento de las muestras.

2.1.5.- Analisis del gen TNFSFS5

En primer lugar, amplificamos los 5 exones del gen por separado incluyendo las zonas
dadoras y aceptoras de splicing. En los pacientes sélo habia amplificacién del exén 5 (Figura
IV.27). Esto nos indicaba que habia una delecién muy grande que incluia la mayor parte del

gen y que afectaba total o parcialmente a los 4 primeros exones.

a)
~
| |
!/\I/f/\mt//\!l////\.::
J

Exén1 Exén 2 Exén 3 Exén4 Exén 5
wew C1 C2 P7 P8 s C1 C2 P7 P8 ., C1 C2 P7 P8 s C1 C2 P7P8 ., C1C2 P7 P8

Figura IV.27. Esquema del gen TNFSFS5 (a). Amplificaciones de los 5 exones de TNFSF5. En los pacientes sélo habia

amplificaciéon del tltimo de ellos (b).

Intentamos delimitar la deleciéon haciendo combinaciones entre estos primers, por ejemplo con
1F y 4R, pero no fue posible detectar productos de amplificacion en ninguno de los dos
pacientes. A continuacién pasamos a analizar las regiones intrénicas adyacentes. Para ello,
disefamos primers a lo largo de todo el intrén 4, del exén 4 y del final del intrén 3 (Figura
Iv.28).
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AF  4E  4mF 4R 324F 629R O51F 2115F 5F  5R
= S S e S5 &S = = <

—i -

Figura IV.28. Esquema de la unién de los primers disefiados en las regions intrénicas.

En ambos pacientes habia amplificacion con aquellos primers que se unian al intrén 4 (2115F,
951F y 324F) y también con aquellos que lo hacian especificamente al exén 4 (4mF) o a la zona
aceptora de splicing del intréon 3 (4iF), pero no con el primer que se unia 30 bp antes de dicha
zona (4F) (Figura IV.29).

2115F - 5R 951F - 5R 324F - 5R 324F - 629R

C1 P7 P8 C1 P7 P8 C1 P7 P8 C1 P7 P8

_ ™

e —— i T S

— —

4mF - 629R 4mF - 4R 4iF - 629R 4iF - 4R
C1 P7 P8 C1 P7 P8 C1 P7 P8 C1 P7 P8

Figura IV.29. Amplificaciones con combinaciones de los primers citados anteriormente. En los pacientes habia

amplificacién con todos ellos.

Estos datos nos indicaban que los pacientes conservaban el ex6n 5, el intrén 4 y todo el ex6n
4, ya que el primer que cubria las bases situadas justo antes del exon 4 (4iF) si que se unia. Se
secuencio el exon 4 y se comprobo que la secuencia era correcta. Por lo tanto, el extremo distal
de la delecion estaba situado justo antes de la zona aceptora de splicing del intron 3.

Después analizamos la region promotora para intentar delimitar el extremo proximal de la
delecién. En estas amplificaciones no podiamos utilizar un control adecuado, ya que nos vimos
obligados a usar el primer reverse del ex6n 1 (1R) en los controles y el del exén 4 (4R) en los
pacientes, al ser el primer reverse que se encontraba mas préoximo a la delecion. A diferencia de
lo ocurrido en los controles, no hubo amplificaciones con ninguno de los primers situados a 1 y
3 Kb del inicio del exén 1 en los pacientes (Figura IV.30).
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P1Kb P3Kb
C1 P7 P8 C1 P7 P8

Figura IV.30. Amplificaciones con los 2 primers situados en la region promotora (P1Kb y P3Kb). No habia amplificacion
en los pacientes con ninguno de ellos.

Para determinar si la delecion implicaba a una extensa region del cromosoma X amplificamos

un exon del gen SAP/SH2DIA, ya que este gen se encuentra a 5’ de TNFSFS5, en una posicion
mas centromérica. En ambos pacientes hubo amplificacién (Figura IV.31). Ademas,
amplificamos un ex6n del gen inmediatamente anterior a TNFSF5 denominado VGLL-1
(Vestigial like 1) cuya funcién es desconocida y que se encuentra a algo menos de 100 Kb de él.
También hubo amplificacién en los dos pacientes (Figura IV.31).

VGLL-1 (ex6n1) SAP (ex6n 3)
C1 P7 P8 C1 P7 P8

Figura IV.31. Amplificaciones de dos genes situados en la regién proximal de la delecion. Existia amplificacién de estos
genes en los 2 pacientes.

Por lo tanto, la delecién abarcaba desde el final del intrén 3 del gen TNFSF5 hasta un punto
no determinado situado por delante de las regiones reguladoras de dicho gen. Anteriormente se
habia descrito una gran delecion de este gen por encima del ex6n 4, aunque no pudimos saber
si se trataba exactamente de la misma alteracion (Seyama, 1998).

2.1.6.- Estudio de individuos portadores

Estos pacientes pertenecian a una familia numerosa (Figura IV.32), por lo que era muy
importante realizar el estudio de posibles mujeres portadoras de la enfermedad. Los tios
maternos no estaban afectados, pero las tias maternas, o alguna de ellas, podrian ser
portadoras de la enfermedad y transmitirla a sus hijos varones. Por ese motivo, se amplio el

estudio a las hermanas de la madre de los pacientes.
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Figura IV.32. Arbol genealégico de los casos clinicos 7 y 8. Sélo la madre de los pacientes parecia ser portadora de la

©

delecién (mutacion de novo en la madre).

Ante la imposibilidad de detectar esta mutacion en heterocigosis mediante técnicas de PCR,
decidimos analizar a las cuatro tias maternas mediante la prueba funcional para la
determinacion de la expresion de CD40L ya que esta prueba nos habia permitido reconocer a la
madre de los pacientes como portadora de la delecion. Estimulamos las células mononucleares
de las cuatro tias con PMA y ionomicina y vimos que en todas ellas habia una expresion de
CD40L equivalente a la de los individuos control, sin que se reprodujera la expresiéon bimodal
observada en la madre (Figura IV.33).

CONTROL TIAMATERNA1 TIAMATERNA2 TIAMATERNA3 TIAMATERNA4
1 I

1
| LN |

e —

Figura IV.33. Expresion de CD40L en las células T CD4+ tras la estimulaciéon con PMA + ionomicina. Las cuatro tias
maternas expresaban CD40L a niveles equivalentes al individuo control.

Todas estas observaciones indicaban que se trataba de una mutacién de novo en la madre, sin
embargo no podiamos descartar a sus hermanas como portadoras al no disponer de un estudio
genético que lo avalara. Por ello, decidimos indagar en el origen de la delecién para ver si nos

aportaba mas datos.

2.1.7.- Determinacion del origen de la delecion

Para detectar el origen de la delecidon, estudiamos polimorfismos en el gen TNFSF5 que nos
permitieran diferenciar los alelos de origen materno de los de origen paterno. Con este fin se
secuenciaron los exones 4 y 5 de los dos pacientes, de su madre, sus tias maternas y la abuela

materna. En el caso del abuelo materno no disponiamos de muestra por haber fallecido.
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En las secuencias del exén 5 correspondientes a la madre de los pacientes, a dos de las cuatro
tias y a la abuela materna se encontré una posicion heterocigota (Figura IV.34). El cambio
nucleotidico c.G655A originaba un cambio en la secuencia primaria de la proteina a nivel del
dominio extracelular (p.Gly219Arg), que habia sido ya descrito (Lin, 1996).

CONTROL MADRE

|

¥

TTSC S5 5244 TTGCHGG O A A
— —

Figura IV.34. Analisis del exén 5 de TNFSFS5. El polimorfismo ¢.G655A estaba presente en la madre de los pacientes.

Considerando que se trataba de un polimorfismo muy poco frecuente, la madre de los
pacientes debi6é heredarlo de su madre (abuela materna). Por lo tanto, el otro cromosoma con
la secuencia nativa provenia de su padre (abuelo materno). El Ginico cromosoma X presente en
los varones se hereda de la madre, y en él, los dos pacientes tenian una G en la posicién 655.
Es decir, que el cromosoma con la G en la posicion 655, procedente del abuelo materno, es
sobre el que se produjo la delecién, y es el que aparece en la madre y en los dos pacientes
(Figura IV.35).

| fF 1 1 |
- 78 . - - -

| |
/n /.

Figura IV.35. Esquema de las caracteristicas de los cromosomas X en esta familia: en negro el nucleétido G en la

posicion 655 y en verde la A. Las dos barras (//) corresponden a la deleciéon.

El abuelo materno no padecia la enfermedad, habiendo fallecido a una edad avanzada por
causas no relacionadas. Puesto que la madre era portadora de la delecién, suponemos que ésta
se debio originar durante el proceso de formacién del espermatozoide a partir del cual se
concibié la madre.

Como sabiamos que la delecion derivaba del abuelo materno, podiamos descartar totalmente a

la abuela materna como individuo portador. Y puesto que la delecién se produjo con toda
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probabilidad durante la espermatogénesis, podiamos descartar a las tias maternas de los
pacientes como portadoras de la enfermedad, lo que coincidia con los datos de expresiéon de
CD40L.

No esta descrito como afecta el cambio p.Gly219Arg a la funcionalidad de la proteina CD40L.
Pero si tenemos en cuenta que la tnica proteina CD40L que expresaba la madre era la que
tenia la sustitucion p.Gly219Arg v que no padecia ninguna sintomatologia, podemos deducir
que esta mutaciéon no afecta a la funcionalidad de la proteina CD40L, al menos de manera
critica. Asimismo, basandonos en las citometrias obtenidas en las pruebas de expresion de
CD40L, podemos decir que los niveles de expresion del CD40L2194rg son equivalentes a los de la
proteina CD40L nativa, ya que en la abuela materna, asi como en las dos tias heterocigotas,
s6lo se observaba un pico de expresién que era totalmente equivalente al de los individuos
control.

2.1.8.- Estudio del polimorfismo c.G655A en la poblacion espaiiola

Finalmente, quisimos analizar la presencia del polimorfismo en nuestra poblacién a través del
estudio de 50 varones y 50 mujeres sanos no relacionados entre ellos. No encontramos esta
sustitucién ni en homocigosis ni en hemicigosis. Sin embargo, hallamos 2 mujeres portadoras
de dicho polimorfismo. Por tanto, la frecuencia alélica de c.G655A en nuestra poblacion era de

2 por cada 150 cromosomas estudiados (Tabla IV.6).

Mujeres Hombres Frecuencia
A 2 0 2/150
G 98 50 148/150

Tabla IV.6. Frecuencia alélica del nucleétido 655 en la poblacion espanola.

2.1.9.- Trasplante de progenitores hematopoyéticos y evolucion

Debido a la gravedad de la enfermedad se decidi6 someter a ambos pacientes a un trasplante
de progenitores hematopoyéticos (TPH). El estudio HLA de los hermanos indicé que eran
distintos entre ellos y que carecian de donante compatible en la familia. Por ello, se inicié la
buisqueda de uno no emparentado. La presencia de un alelo HLA poco frecuente (HLA-A*02:05)
retraso el hallazgo. Durante la espera ambos hermanos sufrieron una diarrea severa por
Criptosporidios debido a la ingesta accidental de agua estancada. Recibieron tratamiento con
paramomicina que permitié su recuperacién, al menos de forma aparente.

En julio de 2007 el hermano mayor fue sometido a un TPH procedente de un donante no
relacionado con una identidad HLA 9 de 10. No present6 ni reacciéon transfusional ni
enfermedad del injerto contra el huésped. Diez dias después del trasplante se detecto
Cryptosporidium en heces y empezdé un empeoramiento progresivo que le llevé a la muerte
cincuenta dias después de habérsele realizado el TPH.

Por voluntad expresa de la familia, la busqueda de donante no relacionado para el hermano
menor fue interrumpida. En la actualidad contintia con la terapia sustitutiva de
inmunoglobulinas intravenosas y G-CSF y se ha iniciado un proceso de seleccién de embriones

HLA compatibles sanos.
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3.- Agammaglobulinemia ligada al X

Las agammaglobulinemias son un grupo de inmunodeficiencias primarias caracterizadas por
una profunda deficiencia de todos los isotipos de inmunoglobulinas, asociada a una ausencia
de linfocitos B y células plasmaticas. La mayoria de los pacientes debutan con infecciones
bacterianas graves a edades muy tempranas.

La Agammaglobulinemia ligada al X (XLA; MIM: 300755) fue la primera inmunodeficiencia
primaria reportada alla por los afios 50 (Bruton, 1952). Fue el coronel Odgen Bruton el que
mediante una electroforesis del suero observo una ausencia total de inmunoglobulinas. Es el
prototipo de inmunodeficiencia primaria y fue la primera en la que se identifico el defecto
responsable: una tirosina kinasa citoplasmatica que fue designada con el nombre de tirosina
kinasa de la Agammaglobulinemia de Bruton (BTK) (Tsukada, 1993; Vetrie, 1993). A pesar de
que la proteina Btk también se expresa en otros linajes hematopoyéticos aparte de las células
B, no existen evidencias demostradas de que defectos en otras células contribuyan al fenotipo
XLA. Su incidencia es de 1 cada 100.000 nacimientos.

Las agammaglobulinemias autosémicas recesivas (MIM: 601495) tienen las mismas
manifestaciones clinicas y analiticas: deficiencia de todos los isotipos de Igs y ausencia de
células B y plasmaticas. Se da tanto en varones como en mujeres y existen varios genes
asociados. Se han descrito mutaciones en la cadena pesada u de las Igs, en el complejo pre-
BCR (concretamente en la proteina A5, en Iga y en Igf3) o en sus moléculas adaptadoras, como
BLNK (Conley, 2009) y recientemente en CD20 (Kuijpers, 2010).

3.1.- XLA: Caso clinico 9

3.1.1.- Descripcion del caso clinico

Presentamos el caso de un varén de origen caucasico nacido en el ano 2006 que a los 15
meses de edad fue ingresado debido a un cuadro de diarrea crénica acompanada de fiebre. El
coprocultivo resulté positivo para Campylobacter. El primer analisis inmunolégico realizado en
el hospital de origen mostré una ausencia de linfocitos B, asi como unos bajos niveles de IgG
(134 mg/dL), IgA (2 mg/dL) e indetectables de IgM (<5 mg/dL). Se inicié un tratamiento con
inmunoglobulinas intravenosas que permitiéo la remision de los sintomas. Fue remitido a
nuestro servicio con sospecha diagnoéstica de Enfermedad de Bruton (XLA).

Se trata del primer hijo de padres no consanguineos. No existen antecedentes de muertes
perinatales ni abortos previos en la familia. En la actualidad continua con terapia sustitutiva

de inmunoglobulinas intravenosas.

3.1.2.- Datos inmunolégicos

Lo primero que hicimos fue repetir el analisis de los niveles de inmunoglobulinas del paciente.
Todas eran indetectables, a excepcion de la IgG que era de aporte exogeno (Tabla IV.7).

El nimero absoluto de linfocitos era de 12.300-10%/L, estando dentro de los rangos de
normalidad (v.n.: 4.000-10.500-106/L). Sin embargo, el analisis de las poblaciones linfocitarias
mostré un 92% de linfocitos T (57% CD4+ y 34% CD8+), un 0,5% de linfocitos B y un 6% de
células NK.
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P9 Valores de referencia (1-5 afios)
IeG 711* 420-1200 mg/dL
IgA <7 25-154 mg/dL
IgM <20 35-192 mg/dL
IgE <2 3-56 UI/mL

Tabla IV.7. La IgG estaba compensada debido al tratamiento con inmunoglobulinas intravenosas *, mientras que los

niveles de IgA, IgM e IgE eran indetectables.

La ausencia de linfocitos B en el paciente no era completa, aunque estaban muy disminuidos
(Figura 1V.36). Esta drastica reduccion es tipica de los pacientes con XLA. Se corroboré la
escasa presencia de estas células mediante la tincion con otros anticuerpos contra moléculas
especificas de este linaje como CD20, CD21 y CD22, siendo el resultado equivalente para todos
ellos. Ademas, quisimos estudiar el estado de maduracién de estas células mediante el marcaje
de IgM en superficie. La gran mayoria de linfocitos B tenian IgM en superficie, lo que indicaba
que eran células inmaduras que no habian realizado el cambio de isotipo de las

inmunoglobulinas (Figura IV.36).
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Figura IV.36. Analisis de los linfocitos B. El paciente tenia un 0,5% de linfocitos B (CD19* CD3") (a), y la gran mayoria
de ellos expresaban IgM en superficie (CD20* IgM*) (b).

3.1.3.- Tincion intracelular indirecta de Btk

Ante la sospecha diagnéstica de XLA, pasamos a estudiar la proteina Btk. Esta proteina se
expresa en el citoplasma de los linfocitos B pero también de las células mieloides. Puesto que el
numero de linfocitos B del paciente estaba muy disminuido, analizamos la expresién de esta
proteina en los monocitos. Debido a su localizacion citoplasmatica debimos permeabilizar y
fijar las células para poder realizar esta tincion. Los monocitos del paciente expresaban
bastante menos proteina Btk que los de los individuos control; sin embargo, la expresion era
superior a la del control de isotipo utilizado en la técnica. En la madre se observaban dos picos
de expresion: uno mayoritario (82%) que era de intensidad muy disminuida y equivalente al
observado en su hijo, y otro minoritario (18%) de intensidad equivalente a los individuos
control (Figura IV.37). De todos modos, y a pesar de que la expresién de Btk se encontraba

muy disminuida en el paciente, era claramente superior a la del control de isotipo. Para
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determinar el grado de afectacion real de la proteina, pasamos a analizarla en extractos de
células del paciente mediante western blot.

CONTROL PACIENTE MADRE

72%

18 %
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—

Figura IV.37. Expresion de Btk mediante citometria de flujo en monocitos. La expresion de Btk en el paciente era
inferior al individuo control, aunque superior al control negativo de la técnica. La madre del paciente presentaba una
expresion bimodal.

3.1.4.- Western blot para Btk

Realizamos esta prueba a partir de extractos de células mononucleares (linfocitos y monocitos)

y utilizamos como control un donante sano de edad equivalente a la del paciente. En el
paciente no se observaba ni proteina Btk nativa (77 KDa) ni formas truncadas. Asi mismo, la
cantidad de proteina Btk detectada en la madre era muy inferior a la del individuo control
(Figura IV.38).
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Figura IV.38. Expresion de Btk y B-actina mediante western blot en células mononucleares. El paciente no expresaba
Btk y su madre lo hacia de una manera muy minoritaria.

La deteccion de la proteina [-actina sobre la misma membrana indicaba que, tanto el extracto
del paciente como el de la madre, habian sido procesados correctamente (Figura IV.38). La
cantidad de Btk detectada en el control era mucho mayor que la detectada en la madre. Este
hecho es debido a la expresion limitada de la proteina en la madre, ya que, tal y como se ha
observado anteriormente en la tincion intracelular, s6lo un bajo porcentaje de las células de la
madre expresan Btk de manera correcta (18%).

3.1.5.- Analisis del mRNA de Btk

El siguiente paso fue analizar el mRNA de Btk extraido de células mononucleares. Dado su
gran tamano (2.579 bp) lo dividimos en cuatro fragmentos para poder abordarlo mas

facilmente. No encontramos ninguna alteracion de splicing. Sin embargo, al secuenciarlos
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hallamos una duplicaciéon de una Adenina en la posicién 557 (c.557dupA) (Figura IV.39). Esta
mutacién, que afecta al ex6n 7, provocaba un cambio en la pauta de lectura de la proteina que
llevaba a la aparicion de un STOP ocho codones después (p.Lys186fsX8). Esta alteracion ya
habia sido previamente asociada a XLA (Conley, 1994). En la madre se observaba una
superposicién de picos a partir de esta Adenina, lo que indicaba que era portadora de dicha

alteracion (Figura 1V.39).

CONTROL PACIENTE MADRE

ACARAARRAGCCT ACRARARRBRARAGCCI ARCRAAAARARACCTTTTITC

Figura IV.39. Analisis del cDNA de Btk. En el paciente habia una duplicacién de una A (c.557dupA) en hemicigosis y

en su madre en heterocigosis.

3.1.6.- Analisis del gen BTK

A continuacion analizamos el exon 7 del gen BTK para confirmar la presencia de la mutacién
observada anteriormente (c.557dupA). El paciente presentaba la mutacion p.Lys186fsX7 en
hemicigosis y la madre en heterocigosis (Figura IV.40).
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Figura IV.40. Esquema del gen BTK (a). Analisis del ex6n 7 de BTK. Se confirmaba la duplicacion en hemicigosis de la
A 557 (c.557dupA) en el paciente y en heterocigosis en la madre de éste (b).

No pudimos establecer si la mutaciéon en la madre era una mutaciéon de novo, al no disponer

de muestra de la abuela materna.
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3.2.- XLA: Caso clinico 10

3.2.1.- Descripcion del caso clinico

Presentamos el caso de un varén de origen caucasico nacido en el afno 1972 que desde antes
del primer afnio de edad habia presentado infecciones respiratorias de vias altas con afectacion
bronquial y episodios diarreicos recurrentes. Segtiin su familia, padecié dos veces el sarampion
durante la infancia. A los 9 anos fue diagnosticado de giardiasis intestinal, sinusitis y
bronquiectasias, requiriendo lobectomia inferior izquierda. A los 15 afnos padecié una
pericarditis purulenta por Streptococcus pneumoniae. Es entonces cuando se le realizé el
primer analisis de inmunoglobulinas séricas donde se detectaron unos niveles muy bajos de
IgG (54 mg/dL) y normales de IgA (90 mg/dL) y de IgM (66 mg/dL). Todas las subclases de IgG
estaban por debajo de la normalidad. Las isohemaglutininas eran negativas.

Un ano después se analizaron por primera vez sus poblaciones linfocitarias y se observé que el
porcentaje de linfocitos B era inferior al 0,5%. A pesar de estos datos, fue inexplicablemente
diagnosticado de Inmunodeficiencia Comun Variable e iniciaron un tratamiento sustitutivo con
inmunoglobulinas intravenosas cuando el paciente contaba ya con 16 afios. Posteriormente,
sufrié una tuberculosis pulmonar y ganglionar.

Se trata del segundo hijo, primer varén, de padres no consanguineos.

En el verano del 2009 y ya casi con 40 afios de edad, traslad6 su residencia a Barcelona y fue
remitido a nuestro hospital para continuar su tratamiento con inmunoglobulinas intravenosas.
La ausencia de linfocitos B junto con la hipogammaglobulinemia y el tipo de infecciones
sufridas hicieron replantearnos el diagnéstico previo y establecer la sospecha diagnéstica de
Agammaglobulinemia ligada al X (XLA).

3.2.2.- Datos inmunologicos

En primer lugar, se determinaron las inmunoglobulinas en suero. El paciente mostraba una
ausencia de IgA e IgE y niveles muy bajos de IgM. La IgG era de aporte exogeno (Tabla IV.8).
Los niveles de IgM se mantenian constantes a lo largo del tiempo entre 18 y 20 mg/dL.

P10 Valores de referencia (adulto)
IgG 956* 723-1685 mg/dL
IgA <7 69-382 mg/dL
IgM 20 40-230 mg/dL
IgE <2 3-160 UI/mL

Tabla IV.8. La IgG estaba compensada debido al tratamiento con inmunoglobulinas intravenosas *, mientras que los
niveles de IgA, IgM e IgE eran muy bajos o indetectables.

El analisis de las poblaciones linfocitarias mostré un 73% de linfocitos T (33% CD4+ y 38%
CD8+), un 21% de células NK y una ausencia total de linfocitos B (Figura IV.41). No habia
tincién con ninguno de los marcadores de linaje de linfocitos B utilizados (CD19, CD20, CD21
y CD22). Los numeros absolutos de linfocitos eran normales (2.400-106/L; v.n.: 1.000-
4.000-106/L).
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Figura IV.41. Analisis de los linfocitos B. El paciente no tenia linfocitos B (CD19+ CD3").

3.2.3.- Tincion intracelular indirecta de Btk

Ante la sospecha diagnéstica de XLA, pasamos a estudiar la proteina Btk. Tal y como se ha
mencionado en el caso anterior, esta proteina se expresa en el citoplasma de los linfocitos B y
también de las células mieloides. Debido a la ausencia de linfocitos B en el paciente,
analizamos la expresion de esta proteina en los monocitos. Los monocitos del paciente

expresaban la proteina Btk en niveles equivalentes a los de los individuos control (Figura

IV.42).

CONTROL | PACIENTE

15 - o i B

Figura IV.42. Expresion de Btk mediante citometria de flujo en monocitos. El paciente expresaba Btk a niveles

equivalentes a los del individuo control.

Este dato no descartaba el diagnostico de XLA, ya que una expresion correcta no significa que
dicha proteina sea funcional. De esta manera, pensamos en una mutacién que no afectara a la

expresion de la proteina pero si a su funcidén, por eso pasamos directamente al analisis

genético y empezamos a nivel de mRNA.

3.2.4.- Analisis del mRNA de Btk

Estudiamos el mRNA de Btk a partir de extractos de células mononucleares. No encontramos
alteraciones de splicing. Sin embargo, hallamos una sustitucién de la Guanina 863 por una
Adenina (c.G863A) (Figura IV.43). Esta mutacién situada en el exén 10 provocaba el cambio de
la Arginina 288 por una Glutamina (p.Arg288Gln), mutacion que ya habia sido previamente

asociada a XLA (Conley, 1998b).
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Figura IV.43. Analisis del cDNA de Btk. El paciente mostraba una sustitucién de una G por una A (c.G863A) en
hemicigosis.

3.2.5.- Analisis del gen BTK

A continuacion analizamos el ex6én 10 del gen BTK para confirmar la presencia de la mutacién.
Como era de esperar, el paciente presentaba la mutacion p.Arg288GIln en hemicigosis (Figura

IV.44).
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Figura IV.44. Esquema del gen BTK (a). Analisis del ex6n 10 de BTK. Se observaba la mutacién p.Arg288GIn en
hemicigosis en el paciente (b).

3.2.6.- Estudio de individuos portadores
Una vez establecido el diagnostico de XLA, nos fue remitida muestra de la madre del paciente
para determinar si era portadora de la enfermedad. El analisis del exon 10 del gen BTK mostro
que la madre era portadora de la mutacion p.Arg288GIln en heterocigosis y por tanto de la XLA

(Figura IV.45).
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MADRE PACIENTE
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Figura IV.45. Analisis del ex6n 10 de BTK en la madre del paciente. La madre es portadora de la enfermedad ya que
presenta la mutaciéon p.Arg288Gln en heterocigosis.

Puesto que no se trataba de una mutacién de novo en el paciente, decidimos rastrear su
presencia en toda la familia materna, aunque hasta la fecha no hemos recibido las muestras

necesarias para llevar a cabo el estudio.
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4.- Sindrome de Wiskott-Aldrich

La primera descripcion del Sindrome de Wiskott-Aldrich (WAS; MIM: 301000) publicada en
1937 definia claramente el fenotipo clinico de esta enfermedad: 3 hermanos varones, pero no
sus hermanas, presentaban poco después del nacimiento trombocitopenia, diarreas
sanguinolentas, eczema e infecciones recurrentes del oido (Wiskott, 1937). Diecisiete anos
después, Aldrich describié una gran familia con multiples varones afectados, demostrando asi
la herencia ligada al X de esta enfermedad (Aldrich, 1954). Los pacientes con WAS tienen
trombocitopenia con plaquetas pequenas, presentan eczema, probablemente de origen alérgico
puesto que va acompanado de eosinofilia y elevados niveles de IgE y existe un riesgo
incrementado a padecer enfermedades autoinmunes y tumores, principalmente linfomas.

La Trombocitopenia ligada al X (XLT; MIM: 313900) es una entidad parecida al WAS pero
mucho menos grave. La caracteristica comun es la trombocitopenia con plaquetas pequenas,
que puede ser intermitente (Notarangelo, 2002). El eczema, si lo presentan, es poco severo. Las
funciones inmunolégicas no estan afectadas y no hay ni alteraciones autoinmunes ni riesgo
incrementado de tumores.

Tanto WAS como XLT estan causados por alteraciones en el gen WAS, que codifica la proteina
WASP. WASP se expresa constitutivamente en el citoplasma de todas las células
hematopoyéticas y pertenece a una familia de proteinas reguladoras del citoesqueleto.

La Neutropenia ligada al X (XLN; MIM: 300299) es otra entidad causada por alteraciones en el
gen WASy se caracteriza, basicamente, por una intensa neutropenia (Devriendt, 2001).

4.1.- WAS: Caso clinico 11

4.1.1.- Descripcion del caso clinico

Presentamos el caso de un varén de origen caucasico nacido en el ano 2006 que a los 3 meses
de vida fue ingresado a causa de diarreas sanguinolentas de etiologia desconocida
acompanadas de una fuerte anemia (69g/L; v.n.: 105-125g/L). Presentaba un eczema de grado
medio-severo. El examen hematolégico mostré trombocitopenia (75 - 10%/L; v.n.: 140-350 -
109/L) con plaquetas pequeiias (5,1 fl; v.n.: 6-10,5 fl). A partir de esta triada de datos se
establecioé la sospecha diagnoéstica de Sindrome de Wiskott-Aldrich. Ante el incremento de la
gravedad de los sintomas ese mismo ano se decidi6 someterlo a un trasplante de progenitores
hematopoyéticos (TPH).

Se trata del segundo hijo de padres no consanguineos. Los dos hermanos son HLA idénticos,
lo que favoreci6 una actuacion rapida ya que el paciente fue trasplantado con tan sélo 10
meses de edad. La evolucion post-TPH ha sido muy buena, tal y como demuestran los datos

clinicos e inmunolégicos.

4.1.2.- Datos inmunolégicos

Cuando el paciente fue remitido a nuestro servicio los niveles de inmunoglobulinas se
encontraban dentro de los valores de normalidad correspondientes a su edad de 3 meses, a

excepcion de la IgE que estaba incrementada (Tabla IV.9).
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P11 Valores de referencia (0-1 afio)
IeG 610 200-1000 mg/dL
IgA 75 16-85 mg/dL
IgM 62 25-149 mg/dL
IgE 764 0,1-15 UI/mL

Tabla IV.9. Los niveles de inmunoglobulinas presentaban valores normales, a excepcion de los de IgE que estaban muy

elevados.

El ntimero de leucocitos estaba aumentado (28.560-10¢/L; v.n.: 6.000-17.500-10%/L) debido a
un elevado numero de linfocitos (19.180-10%/L; v.n.: 4.000-13.500-10%/L) y a una leve
eosinofilia (1.600-106/L). La proteina C reactiva tenia valores de 138 mg/mL (v.n.: <5) lo que
indicaba un proceso inflamatorio, debido probablemente a infeccién, lo que también explicaria
la linfocitosis antes mencionada.

El analisis de las poblaciones linfocitarias no mostraba alteraciones importantes aunque
presentaba un 35% de linfocitos T (25% CD4+ y 9% CD8+), un 28% de linfocitos B y un 31% de
células NK, un porcentaje elevado para su edad.

4.1.3.- Estudio de la capacidad proliferativa de los linfocitos T

En el WAS se han descrito alteraciones en la funcionalidad de los linfocitos, y en especial de
los linfocitos T. Por ello decidimos analizar la respuesta de los linfocitos T del paciente al ser
estimulados, y asi como la de las células NK.

El estudio de la funcién de los linfocitos T se realiz6 a través de la evaluacién de la inmunidad
celular frente a aloantigenos (cultivo mixto) y frente a potentes estimuladores (mitogenos). El
paciente respondia a los mitoégenos, tanto a fitohematoglutinina (PHA) como a pokeweed
(PWM), de manera similar a los individuos control, ya que la disminucién observada no era
estadisticamente significativa (Figura IV.46).
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Figura IV.46. Estudio de proliferacion frente a mitégenos. Los niveles de proliferacion frente a los mitogenos PHA y

PWM no diferian significativamente de los controles.

Sin embargo, cuando enfrentabamos los linfocitos del paciente a linfocitos irradiados de
controles (PACIENTE + CONTROL*), la respuesta se encontraba claramente disminuida. De hecho,
en el cultivo mixto bilateral (PACIENTE + CONTROL) la actividad detectada al enfrentar linfocitos

del paciente y linfocitos del control ambos sin irradiar, podia ser atribuida casi en su totalidad

147



Resultados

a la de los linfocitos del control, ya que era equivalente a la presentada por los linfocitos del
control frente a los del paciente irradiados (CONTROL + PACIENTE*) (Figura IV.47). Es decir, que
los linfocitos T del paciente no se activaban correctamente frente a aloantigenos, aunque si lo
hacian frente a mitégenos.
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Figura IV.47. Estudio de aloreactividad. Los niveles de proliferacion frente a células extrafas (aloantigenos) estaban

muy disminuidos respecto a los controles *.

4.1.4.- Movilizacion de granulos citotoxicos en células NK

El estudio de la funcién de los linfocitos NK se realiz6 mediante el analisis de la movilizacién
de sus granulos citotoxicos. Para ello, se estimularon las células NK con la linea celular K562 y
se tif6 con el anticuerpo anti-CD107a, molécula expresada en los granulos y que sélo llega a
superficie si ha habido estimulacion correctamente. El resultado de esta prueba en los
individuos control es que aproximadamente un 10% de las células NK (CD16+) expresan
CD107a tras la estimulacion (1,8% sobre un 14,8% de células NK). Las células NK del paciente
respondian de manera equivalente a los individuos control y debido a su elevado ntumero, el
numero absoluto de células estimuladas era ain mayor, aunque el porcentaje relativo era
similar (4% sobre 45,2%) (Figura IV.48).
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Figura IV.48. Expresion de CD107a en células NK activadas. El paciente respondia de forma equivalente al control.

En la literatura se ha descrito que la alteracion de las células NK es debido a una deficiencia
en la formacién del conjugado en esta célula y su célula diana (Orange, 2002). Mediante esta
prueba no determinamos la eficiencia de esta union, si no simplemente la movilizacién de los
granulos citotéxicos, que no equivale a la destruccion de la célula diana. Asi pues, no podemos

confirmar si la actividad de las células NK del paciente estaba o no alterada.

4.1.5.- Tincion intracelular indirecta de WASP

Ante la concordancia de los datos clinicos e inmunolégicos con WAS decidimos estudiar la
proteina WASP, cuya alteracion es responsable de esta enfermedad. La proteina WASP se
expresa abundantemente linfocitos T activados. Experimentalmente podemos recrear esta
situacion estimulando con PHA e IL-2 durante 3 dias. WASP es una proteina intracelular, por
lo que para detectarla debimos permeabilizar las células. Los linfocitos T del paciente, a
diferencia de los de los controles, no expresaban WASP. Los linfocitos T de la madre del

paciente presentaban una expresion correcta de la proteina, sin que existiera una forma

bimodal (Figura IV.49).

|
| | CONTROL PACIENTE MADRE
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Figura IV.49. Expresion de WASP mediante citometria de flujo en linfocitos T activados. No habia expresion de WASP
en el paciente, sin embargo si que la habia en todas las células de su madre.

La expresion de proteina WASP en la madre correspondia a la de un individuo control o a la de
una mujer portadora de WAS. En este ultimo caso, la ausencia de bimodalidad es explicada
por el papel esencial de WASP en la seleccion de los linfocitos T. Aquellos linfocitos T que
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tienen aleatoriamente inactivado el cromosoma X que contiene la copia alterada del gen WAS,
sb6lo expresan proteina WASP nativa y pasan a periferia. Sin embargo, aquellos que tienen
inactivado el otro cromosoma X que tiene la copia no alterada, no expresan WASP nativa y no
llegan a madurar, por lo que no los encontramos en periferia.

En las mujeres portadoras de XLT, la expresion si es bimodal puesto que la proteina WASP
alterada mantiene parte de sus funciones, permitiendo asi que los linfocitos T que Gilnicamente

expresan la proteina mutada puedan madurar y lleguen a periferia.

4.1.6.- Western blot para WASP

Para corroborar la ausencia de proteina WASP en el paciente, realizamos un western blot a
partir de extractos de linfocitos T activados con PHA e IL-2 durante 3 dias. Como control de la
técnica utilizamos la B-actina. A partir de este analisis vimos que los linfocitos T activados del
paciente no expresaban la forma nativa de WASP (54 KDa) ni otras formas truncadas de la
proteina. La presencia de [B-actina (45 KDa) en el extracto validaba este resultado. (Figura
IV.50).

WASP B-actina
P C PC

Figura IV.50. Expresion de WASP y 3-actina mediante western blot en linfocitos T activados. En el paciente no se

detectaba ninguna forma de proteina WASP.

Llegado este punto decidimos analizar el gen WAS y comenzamos por su expresion a nivel de
cDNA.

4.1.7.- Analisis del mRNA de WASP

Para llevar a cabo este analisis, extrajimos RNA total de linfocitos T estimulados con PHA e IL-
2 durante 3 dias. El estudio del cDNA de WASP en un solo paso resulté muy dificil de realizar
debido a su gran extensién (1.821 bp). Por ese motivo, decidimos dividirlo en varios
fragmentos. Cuando realizamos la amplificacién correspondiente a los exones 4 al 7, en el
paciente sélo se observaba una banda tenue de unos 40-50 bp por encima del peso molecular
esperado. Esta banda tenia una intensidad mucho menor que la de la madre o el control,
sugiriendo un menor nivel de expresion de este mRNA alterado. La ausencia de mRNA de
tamarfio correcto era completa (Figura IV.51).

Para saber con que se correspondia este fragmento, secuenciamos los productos de

amplificacién correspondientes a estos exones.
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Figura IV.51. Analisis del cDNA de WASP. El paciente sélo expresaba un transcrito de mayor tamafio y de menor

intensidad que el control o su madre.

Lo que se observé fue que mientras en la madre y el control habia una transicién correcta
entre los exones 6 y 7, en el paciente habia un fragmento del intrén 6 entre ambos (Figura
IV.52). Estas 38 bp incorporaban un codén STOP prematuro, lo que explicaria la total ausencia
de proteina WASP nativa que habiamos observado previamente.
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Figura IV.52. Analisis del cDNA de WASP. El paciente contenia 38bp del intrén 6 entre los exones 6 y 7, con la
consecuente incorporaciéon de un codén STOP.

4.1.8.- Analisis del gen WAS

Para determinar cual era la alteracién genética que provocaba la incorporacion de las 38 bp
del intrén 6 a la secuencia codificante, estudiamos a nivel genémico los exones 6 y 7 de WAS,
incluyendo las regiones adyacentes. En el paciente observamos que el quinto nucleé6tido del
intrén 6, que originalmente es una Guanina, estaba sustituido por una Adenina (IVS6+5:G>A).
Esta mutacion se hallaba en heterocigosis en la madre (Figura IV.53).
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Figura IV.53. Esquema del gen WAS (a). Secuencia del ex6n 6 y del intréon 6 de WAS. El paciente presentaba una
sustitucion en hemicigosis de la 5% base del intron (IVS6+5:G>A) y su madre en heterocigosis (b).

Esta alteracién ya habia sido descrita en pacientes de diferentes grupos étnicos afectados de
XLT (Imai, 2003a; Kwan, 1995), pero no en pacientes con WAS, como era nuestro caso. En los
pacientes XLT con una alteracion de splicing existe una producciéon residual de la proteina
debido a la formacién de transcritos de tamano correcto. Esta expresion residual mantiene
parte de las funciones de la proteina WASP e impide el fenotipo WAS. En nuestro paciente no
habia produccién de proteina, a pesar de que en la secuencia se podia observar que existia
mRNA nativo por debajo de los picos de la secuencia mutada (Figura IV.52). Probablemente, la
existencia de tan poco mRNA nativo, que no llegaba a apreciarse en el gel de amplificacion
(Figura IV.51), no permitia la formacién de suficiente proteina. El no mantenimiento de las

funciones de WASP da lugar al fenotipo WAS anteriormente descrito en nuestro paciente.

4.1.9.- Estudio de individuos portadores

Los estudios realizados mostraban que la madre del paciente era portadora de la enfermedad.
Por ello, el siguiente paso fue ampliar el estudio a toda la familia materna para identificar otras
posibles portadoras. Ningun miembro mas de la familia tenia la mutacion (Figura IV.54). Es

decir, que la alteracion era una mutaciéon de novo en la madre del paciente.

O
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Figura IV.54. Arbol genealégico del caso clinico 9. Sélo la madre era portadora (mutacién de novo en la madre).
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4.1.10.- Trasplante de progenitores hematopoyéticos y evolucion

Ante la mala evolucion del paciente, se decidié6 someterle a un trasplante de progenitores
hematopoyéticos (TPH). El TPH se realizo a partir de precursores procedentes de su hermano
mayor, ambos HLA idénticos, cuando el paciente tenia 10 meses de vida. La evolucion del
trasplante ha sido correcta. La IgM disminuy6 en el primer mes post-TPH como consecuencia
de la inmunosupresiéon, pero luego fue incrementado de manera progresiva lo que indica la
correcta implantacién de las células B en la médula 6sea. La IgA tard6 mas en disminuir y
también mas en reaparecer. Lo mas significativo es que los niveles de IgE han descendido
drasticamente hasta alcanzar valores normales (<2 Ul/mlL). La IgG esta siendo compensada
con inmunoglobulinas intravenosas.

A las 3 semanas del trasplante realizamos la tincién intracelular de la proteina WASP en
linfocitos T activados con PHA e IL-2 durante 3 dias. El paciente expresaba dicha proteina a
niveles totalmente equivalentes a los de los individuos control (Figura IV.55). Esta prueba

demostraba la adecuada implantacién del injerto.

PACIENTE
POST-TPH

CONTROL PACIENTE

PRE-TPH

Figura IV.55. Expresiéon de WASP mediante citometria de flujo. El paciente habia recuperado la expresion de WASP tan
sélo 3 semanas después del TPH.

A los 6 meses realizamos un western blot para la proteina WASP en las condiciones
anteriormente descritas. Comparamos la expresion de proteina WASP entre extractos
anteriores y posteriores al TPH en el paciente y respecto al control. Los linfocitos T activados
del paciente después del TPH (post) expresaban WASP a niveles totalmente equivalentes a los
individuos control (Figura IV.56).
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Figura IV.56. Expresion de WASP y (-actina mediante western blot en linfocitos T activados. La expresion de WASP en

el paciente después del TPH era equivalente a los controles.
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Ademas, el TPH ha permitido la normalizacion de la clinica y de las plaquetas. En la

actualidad el paciente estd muy bien y ya ni siquiera recibe inmunoglobulinas intravenosas.

4.2.- WAS: Caso clinico 12

4.2.1.- Descripcion del caso clinico

Presentamos el caso de un varéon hispano-americano nacido en el ano 1996 que desde los 7
meses de edad presentaba un eczema cutaneo generalizado, maultiples cuadros de
sobreinfecciones respiratorias (neumonias, sinusitis) y abcesos cutaneos de repeticion. A los 10
meses fue diagnosticado de Parpura Trombocitopénica Idiopatica (PTI).

El paciente y su familia se trasladaron a nuestro pais en el aio 2007. El examen hematolégico
realizado en el ano 2008 revel6 trombocitopenia (51:102/L; v.n.: 140-350:10°/L) con plaquetas
pequenas (6,3 fl; v.n.: 6-10,5 fl). Ademas tenia anemia (67g/L; v.n.:115-155g/L) de probable
etiologia autoinmune y ferropenia importante. A partir de estos datos se estableci6 la sospecha
diagnoéstica de Sindrome de Wiskott-Aldrich y fue remitido a nuestro hospital para realizar el
estudio genético.

Se trata del segundo hijo de padres no consanguineos. Su hermana mayor es HLA compatible,
por lo que fue la donante ideal para llevar a cabo el trasplante de progenitores hematopoyéticos
(TPH).

4.2.2.- Datos inmunolégicos

El estudio de los niveles de inmunoglobulinas del paciente realizado en nuestro servicio a los
11 afios de edad mostraba una IgA y una IgE muy por encima de los rangos de normalidad,
mientras que los de IgG eran normales y los de IgM bajos (Tabla IV.10).

P12 Valores de referencia (>5 anos)
IeG 1120 723-1685 mg/dL
IgA 997 69-382 mg/dL
IgM 27 40-230 mg/dL
IgE 3390 3-160 UI/mL

Tabla IV.10. Los niveles de IgG estaban dentro de los valores esperados, pero los de IgM eran un poco bajos y los de
IgA e IgE muy elevados.

En el analisis de las poblaciones linfocitarias vimos que éstas eran normales. El paciente
presentaba un 55% de linfocitos T (44% de CD4+ y 10% de CD8+), un 13% de linfocitos B y un
23% de células NK. El ntimero de linfocitos era un poco bajo para su edad (1.120-106/L; v.n.:
1.500-6.800-106/L).

4.2.3.- Tincion intracelular indirecta de WASP

Ante la sospecha de que el paciente podia padecer un WAS, decidimos analizar la proteina

WASP. Al igual que en el caso anterior, estudiamos la expresion de dicha proteina en linfocitos
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T estimulados con PHA e IL-2 durante 3 dias. Los linfocitos T del paciente no expresaban
WASP (Figura IV.57).

PACIENTE

( CONTROL

Figura IV.57. Expresion de WASP mediante citometria de flujo en linfocitos T activados. La expresion de WASP en el

paciente era nula.

4.2.4.- Western blot para WASP

Para corroborar la ausencia de proteina WASP en el paciente realizamos un western blot a
partir de extractos de linfocitos T activados con PHA e IL-2 durante 3 dias. Los linfocitos T
activados del paciente no expresaban WASP nativa (54 KDa) ni otras formas de la proteina. El
analisis de la B-actina en la misma membrana demostraba que el extracto celular estaba

correctamente procesado (Figura IV.58).

CP

WASP

-
B-actina E

Figura IV.58. Expresion de WASP y -actina mediante western blot en linfocitos T activados. En el paciente no habia

expresion de WASP.

El siguiente paso fue analizar el cDNA del gen WAS para saber cual era la causa genética
responsable de esta alteracion.

4.2.5.- Analisis del mRNA de WASP

Al igual que en el caso anterior, extrajimos RNA total de linfocitos T estimulados con PHA e IL-
2 durante 3 dias. El estudio del cDNA de WASP del paciente correspondiente a los exones 2 al
7 mostré una banda de tamano inferior al esperado (Figura IV.59). Esta banda era unos 100
bp mas pequena que la banda encontrada en los individuos control. La ausencia de mRNA de
tamano correcto era completa.
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Figura IV.59. Expresion del cDNA de WASP. El paciente sélo presentaba un producto de amplificacién unas 100 bp

menor al esperado.

La secuenciacion de este producto mostr6é la ausencia del exén 3 en el paciente, ya que
mientras en la secuencia reversa del individuo control se observaba el paso del ex6on 3 al 4, en

el paciente se pasaba del 2 al 4. (Figura IV.60).

CONTROL PACIENTE

|
Exoén 4: Exén 3 Exon 4

Figura IV.60. Secuencia del cDNA de WASP en secuencia reversa. El paciente carece del exén 3, ya que pasa del exén 4
al 2 directamente.

La falta del exén 3 tenia como consecuencia un cambio en la pauta de lectura y la aparicién
de un codén STOP prematuro, lo que explicaria la completa ausencia de proteina WASP en los

linfocitos T del paciente.

4.2.6.- Analisis del gen WAS

La falta de un ex6n suele estar provocada por alteraciones en los intrones adyacentes. Por eso,
estudiamos los intrones 2 y 3 en las proximidades del exon 3. En el paciente habia una
insercién de una Timina entre la segunda y la tercera posicion del intrén 3 (Figura IV.61). Esta
mutacién, denominada IVS3+2-3insT, ha sido descrita en pacientes con WAS (Remold-

O'Donnell, 1997). La madre era portadora de la alteracion (Figura IV.61).
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a)
— Farward sirand 7E1 Kb -
b)
CONTROL PACIENTE MADRE
Exén 3: Intrén 3 Exén 31 Intrén 3 Exoén 3: Intrén 3

i T b l
A a

Figura IV.61. Esquema del gen WAS (a). Secuencia del exén 3-intrén 3 de WAS. En el paciente habia una inserciéon de

una T después de la 22 base del intron 3 (IVS3+2-3insT) en hemicigosis. La madre era portadora de la alteracion (b).

4.2.7.- Estudio de individuos portadores

El estudio familiar fue muy limitado ya que sélo pudimos estudiar a la familia mas directa del
paciente: padre, madre y hermana. Tal y cémo se ha comentado anteriormente, la madre era
portadora de la mutacién. Sin embargo, la hermana no era portadora ya que tenia las dos

copias del gen WAS en su forma nativa.

4.2.8.- Trasplante de progenitores hematopoyéticos y evolucion

El paciente fue sometido a un trasplante de progenitores hematopoyéticos de su hermana
HLA idéntica. El tratamiento fue realizado en otro hospital y la evolucion clinica ha sido buena.
No hemos podido realizar las pruebas de expresion de la proteina después del TPH al carecer

de muestra post-TPH.

4.3.- WAS: Caso clinico 13

4.3.1.- Descripcion del caso clinico

Presentamos el caso de un varén de origen hispano-americano nacido en el ano 2008, que a
los 18 meses fue ingresado por un sindrome febril acompaiado de una hemorragia digestiva
baja. En sus antecedentes personales destacan una trombocitopenia cronica, con una media
de 50-109/L, pero siempre entre 13-106-10%/L (v.n.: 140-350-109/L), con plaquetas pequenas y
hemorragias digestivas bajas recurrentes desde la época neonatal. Por este motivo fue
diagnosticado de una Puarpura Trombocitopénica Idiopatica Crénica (PTI) al mes de vida. No
presentaba eczemas.

Se trata del primer hijo de padres no consanguineos. Fue remitido a nuestro hospital en el afio
2009 para la confirmacion diagnoéstica de Sindrome de Wiskott-Aldrich versus Trombocitopenia
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ligada al X. Posteriormente, en el ano 2010 y con casi 3 anos de edad, el paciente fue sometido
a un trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) de una unidad de sangre de cordon
umbilical en otro hospital y su evolucién es buena hasta el momento.

4.3.2.- Datos inmunolégicos

Cuando el paciente fue remitido a nuestro hospital los niveles de inmunoglobulinas se
encontraban dentro de los valores de normalidad correspondientes a su edad, a excepcion de la
IgE que estaba incrementada (Tabla IV.11).

P13 Valores de referencia (1-5 afnos)
IgG 945 420-1200 mg/dL
IgA 91 25-154 mg/dL
IgM 44 35-192 mg/dL
IgE 364 3-56 Ul/mL

Tabla IV.11. Los niveles de inmunoglobulinas presentaban valores normales, a excepcion de los de IgE que estaban
muy elevados.

El ntimero de linfocitos era un poco bajo para la edad del paciente (2.600-106/L; v.n.: 4.000-
10.500-10%/L). El analisis de las poblaciones linfocitarias no mostraba ninguna alteracion
importante, aunque el porcentaje de linfocitos T era bajo (25%), en especial el de linfocitos T
CD8 (3%), al igual que el de linfocitos B (5%). Sin embargo el numero de células NK era
bastante elevado (58%). Los linfocitos T CD4+ eran el 20% del total de linfocitos.

4.3.3.- Tincion intracelular indirecta WASP

A continuacion analizamos la expresién de la proteina WASP en linfocitos T estimulados con
PHA e IL-2 durante 3 dias. Los linfocitos T del paciente no expresaban WASP. Sin embargo, los
de la madre lo hacian a un nivel totalmente equivalente al de los individuos control (Figura
IV.62).

CONTROL PACIENTE MADRE

Figura IV.62. Expresion de WASP mediante citometria de flujo en linfocitos T activados. La expresion de WASP en el

paciente estaba ausente, mientras que en la madre era equivalente al control.

4.3.4.- Western blot para WASP

El siguiente paso fue corroborar la ausencia de proteina WASP en el paciente mediante
western blot a partir de extractos de linfocitos T activados con PHA e IL-2 durante 3 dias. Los
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linfocitos T activados del paciente no expresaban WASP nativa (54 KDa) ni otras formas
truncadas. Para corroborar el correcto procesamiento de los extractos proteicos, realizamos el
analisis de la B-actina en la misma membrana. Este analisis demostraba que el extracto
celular del paciente habia sido correctamente procesado (Figura IV.63).

CP

WASP @

p-actina | == w—

Figura IV.63. Expresion de WASP y 3-actina mediante western blot en linfocitos T activados. En los extractos celulares
del paciente no habia nada de proteina WASP.

A continuacién, pasamos a analizar el gen WAS para determinar cual era la causa genética
responsable de esta alteracién. A diferencia de los casos anteriores no empezamos a nivel de

mRNA porque es una técnica complicada que retrasaba el diagnostico.

4.3.5.- Analisis del gen WAS

El analisis del gen WAS se realizé con unos primers disenados para una PCR multiplex
(Proust, 2007) que eran mucho mas eficientes que los utilizados anteriormente. El estudio del
exon 1 del gen WAS en el paciente mostréd la sustitucién de la Citosina ntimero 100 por una
Timina (c.C100T) que provoca el cambio de la Arginina 34 por un codén STOP (p.Arg34STOP).
Esta alteracion ya habia sido previamente descrita en pacientes con WAS (Derry, 1995). La
madre no era portadora de la alteracién, por lo que se trataba de una mutacion de novo en el
paciente (Figura IV.64).

a)

|

W Forward simnd TE1 Kb

b)

CONTROL PACIENTE j MADRE

Figura IV.64. Esquema del gen WAS (a). Secuencia del exén 1 de WAS. El paciente presentaba una sustitucién de una

C por una T (c.C100T) en hemicigosis. La madre tenia la secuencia nativa (b).

159



Resultados

4.4.- WAS: Caso clinico 14

4.4.1.- Descripcion del caso clinico

Presentamos el caso clinico de un varén caucasico nacido en el ano 2009, que a los 4 meses
de edad fue ingresado por una taquicardia supraventricular. En la analitica realizada en el
hospital de origen detectaron trombocitopenia con plaquetas pequenas. Ademas, observaron
que cuando tosia, debido a una faringitis aguda, le aparecian petequias. Es entonces cuando
fue remitido a nuestro servicio para confirmar el diagnéstico de Sindrome de Wiskott-Aldrich o
Trombocitopenia ligada al X.

Se trata del primer hijo de padres no consanguineos. No existen antecedentes familiares de
interés. Para evitar posibles complicaciones de la enfermedad, se sometié al paciente a un
trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) cuando sélo tenia 11 meses de vida.

4.4.2.- Datos inmunolégicos

El analisis de los niveles séricos de inmunoglobulinas realizado a los 4 meses de edad,
mostraba que todas ellas estaban dentro de los rangos de normalidad (Tabla IV.12)

P14 Valores de referencia (0-1 afio)
IeG 477 200-1000 mg/dL
IgA 57 16-85 mg/dL
IgM 90 25-149 mg/dL
IgE <2 0,1-15 UI/mL

Tabla IV.12. Los niveles de inmunoglobulinas estaban en rangos de normalidad.

El nimero de linfocitos era bajo (1.279:10%/L; v.n.: 4.000-13.500-106/L). No obstante, los
porcentajes de las subpoblaciones linfocitarias eran normales: 45% de linfocitos T (41% CD4+,
4% CD8+), 35% de linfocitos B y 15% de células NK.

4.4.3.- Tincion intracelular indirecta WASP

Ante la sospecha de WAS/XLT, y al igual que en los casos anteriores, analizamos la expresién
de la proteina WASP en linfocitos T activados durante 3 dias con PHA e IL-2. Los linfocitos T
del paciente no expresaban proteina WASP (Figura IV.65).

CONTROL PACIENTE

Figura IV.65. Expresion de WASP mediante citometria de flujo en linfocitos T activados. En el paciente no habia
expresion de WASP.
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4.4.4.- Western blot para WASP

Al igual que los casos anteriores en los que no se detectaba proteina WASP en los estudios de
citometria, analizamos la presencia de esta proteina mediante western blot. Los extractos de los
linfocitos T activados con PHA e IL-2 del paciente no expresaban proteina WASP nativa (54
KDa) ni ninguna otra forma. El procesamiento de los extractos celulares habia sido correcto, ya

que la presencia de la B-actina en los mismos extractos asi lo demostraba (Figura IV.66).

P C

WASP e

p-actina | e

Figura IV.66. Expresion de WASP y 3-actina mediante western blot en linfocitos T activados. En los extractos celulares

del paciente no habia proteina WASP.

A continuacién, pasamos a analizar el gen WAS para determinar cual era la causa genética

responsable de esta alteracién.

4.4.5.- Analisis del gen WAS

En este caso, el analisis del gen WAS también se llevé a cabo con los primers para la PCR
multiplex. El estudio del ex6n 8 y de sus regiones intréonicas adyacentes mostro en el paciente
un cambio de la Guanina situada en la primera base del intrén 8 por una Adenina
(IVS8+1G>A) (Figura IV.67). Esta sustitucion altera un sitio muy importante para el splicing y
ya habia sido descrita como responsable de WAS (MacCarthy-Morrogh, 1998). La madre no era
portadora de la alteracion, por lo que se trataba de una mutacién de novo en el paciente

(Figura IV.67). Al tratarse de una mutaciéon de novo no estudiamos al resto de la familia.
a)

CONTROL PACIENTE MADRE

Intron 8 Ex6n 8 Intrén 8 Ex6n 8 Intrén 8

Exo6n 8
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b)
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Figura IV.67. Secuencia del exén8-intron 8 de WAS. En el paciente la primera base del intrén (G) estaba sustituida por
una A (IVS8+1G>A) en hemicigosis. La madre presentaba la secuencia nativa (a). Esquema del gen WAS (b).

4.4.6.- Analisis del cDNA de WASP

Puesto que se trataba de una mutaciéon que afectaba al splicing, analizamos el mRNA para ver

la implicacién de dicha alteracién en este proceso. Amplificamos con primers situados en el
exon 6 y el 10. El producto de amplificacién en el paciente tenia un tamano inferior al obtenido
en los individuos control, lo que indicaba la falta de algtin ex6n (Figura IV.68).

[

WASP ==

exones 6-10

CP

L

Figura IV.68. Expresion del cDNA de WASP. El paciente s6lo presentaba un producto de amplificacion entre 30-80 bp

menor al esperado.

A continuaciéon secuenciamos este producto y vimos que faltaba el exén 8, ya que en el
paciente pasabamos del exon 7 al 9 directamente (Figura IV.69).

CONTROL PACIENTE

Exon 7 Exén 8 Exén 7 Ex6n 9

EATTC IcCATETC GATTC JEIG C

Figura IV.69. Analisis del cDNA de WASP. El paciente mostraba una ausencia del exén 8 en la secuencia.
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4.4.7.- Trasplante de progenitores hematopoyéticos y evolucion

El rapido diagnéstico del paciente permitié realizar un trasplante de progenitores
hematopoyéticos (TPH) precoz, a pesar de no haber ningtin donante compatible en la familia. E1
TPH tuvo lugar a los 11 meses de edad y en este caso se trataba de un donante no relacionado
con una identidad HLA 10 sobre 10.

Es muy pronto para determinar si la evolucién es correcta, pero hasta la fecha todo indica que
asi es. Estamos a la espera de poder realizar los estudios de deteccion de la proteina WASP que

nos permitan corroborar la correcta implantaciéon de los linfocitos.

4.5.- XLN: Caso clinico 15

4.5.1.- Descripcion del caso clinico

Presentamos el caso clinico de un varén caucasico nacido en el ano 2000, que a los 6 meses
de vida sufri6é una reaccion urticariforme que se diagnostico como dermatitis atépica. Ya en ese
momento se le detect6 una profunda neutropenia que se mantuvo a lo largo de toda su vida.
Nunca ha presentado ni infecciones severas ni anticuerpos anti-neutréfilos. Sin embargo,
presenta una disminuciéon de la mielopoyesis sin rasgos displasicos. Debido a esta neutropenia
crénica severa, a los 10 anos de edad, fue remitido a nuestro servicio para el estudio de
Sindrome de Schwamann-Diamond. Después de analizar toda la secuencia del gen
responsable, denominado SBDS, y concluir que era correcta, nos replanteamos el diagnéstico y
sospechamos de una Neutropenia ligada al X (XLN).

Se trata del primer y Unico hijo de una pareja de padres no consanguineos. No existen

antecedentes familiares destacables.

4.5.2.- Datos inmunolégicos

El analisis de los niveles de inmunoglobulinas realizado en nuestro servicio a los 10 afios de

edad indicaba que todas ellas estaban dentro de los rangos de normalidad (Tabla IV.13).

P15 Valores de referencia (6-10 afos)
IeG 862 630-1570 mg/dL
IgA 42 33-236 mg/dL
IgM 61 48-242 mg/dL
IgE 9 3-160 UI/mL

Tabla IV.13. Los niveles de inmunoglobulinas estaban en rangos de normalidad.

El estudio de las subpoblaciones linfocitarias mostraba un 86% de linfocitos T (48% CD4+,
27% CD8+ y 5% linfocitos T y8), 9% de linfocitos B y 3% de células NK, estando todos ellos
dentro de los limites de normalidad.

4.5.3.- Analisis del gen WAS

Tras descartar la presencia de mutaciones en el gen responsable del Sindrome de Schwmann-
Diamond, denominado SBDS, decidimos estudiar el exon 9 de WAS, ya que es donde se han
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descrito las mutaciones responsables de XLN. El analisis de este ex6n mostré una mutacion en
hemicigosis en el paciente: la Timina 881 estaba sustituida por una Citosina, lo que origina un
cambio en la secuencia de la proteina (p.lle294Thr) (Figura IV.70). La sustitucion de la
Isoleucina 294 por una Treonina ya ha sido asociada previamente a XLN (Ancliff, 2000).

a)

Y

— Forward simnd TE1 Kb

b)

CONTROL PACIENTE

Figura IV.70. Esquema del gen WAS (a). Secuencia del exén 9 de WAS. En el paciente habia una sustitucion de una T
por una C (c.T881C) en hemicigosis (b).

4.5.4.- Estudio de individuos portadores

Posteriormente se analiz6 la presencia de la mutacion tanto en la madre como en la abuela
materna del paciente. Ambas son portadoras de la alteracion p.[1le294Thr (Figura IV.71), por lo
que estamos pendientes de recibir muestras de toda la familia materna para completar el
estudio de portadoras y posibles enfermos no diagnosticados.

MADRE

Figura IV.71. Secuencia del ex6én 9 de WAS. Tanto en la madre como en la abuela materna se observaba la sustituciéon

de la T881 por una C en heterocigosis (p.1294T).
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5.- Sindrome linfoproliferativo ligado al X

El Sindrome Linfoproliferativo ligado al X (XLP) es una inmunodeficiencia de disregulaciéon del
sistema inmune en la que hay una respuesta inadecuada al virus de Epstein Barr (EBV), que
provoca mononucleosis infecciosa fulminate, disgammaglobulinemia y linfomas malignos.
También se conoce como Enfermedad de Duncan, y fue descrita por primera vez en 1975
(Purtilo, 1975). Posteriormente, se descubri6 que algunos de estos pacientes tenian
alteraciones en el gen SH2DI1A, que codifica la proteina SAP (Coffey, 1998). En el afio 2006 se
identific6 como responsable de esta patologia mutaciones en otro gen diferente denominado
XIAP, que codifica un inhibidor de la apoptosis (Rigaud, 2006). A partir de ese momento el XLP
se subdividi6é en dos entidades, el XLP-1 (MIM: 308240) causado por alteraciones en SAP y el
XLP-2 (MIM: 300635), debido a mutaciones en XIAP. Aun asi, entre un 30-50% de los pacientes
con manifestaciones clinicas de XLP no tiene mutaciones en ninguno de estos 2 genes. En el
ano 2009 se describieron 2 ninas con fenotipo XLP que tenian mutaciones en una kinasa
relacionada con SAP, denominada ITK (Huck, 2009).

Antes de la infeccion por el EBV la mayoria de los individuos con XLP son clinicamente sanos.
La infeccién primaria por este virus lleva a una proliferaciéon incontrolada de linfocitos que
puede provocar mononucleosis infecciosas severas 'y frecuentemente fatales,
disgammaglobulinemia y/o trastornos linfoproliferativos (mayoritariamente de células B). No
obstante, la disgammaglobulinemia y los linfomas malignos se pueden desarrollar en los
individuos con XLP aunque nunca hayan estado expuestos al EBV. Hasta la fecha ninguno de
los pacientes con XLP-2 ha desarrollado linfomas.

5.1.- XLP: Casos clinicos 16, 17y 18

5.1.1.- Descripcion de los casos clinicos

Presentamos los casos de tres hermanos varones, de origen caucasico, nacidos en los afnos
1994 (P16), 1997 (P17) y 2002 (P18), hijos de padres no consanguineos. En el afno 2000, el
hermano mediano (P17) fue diagnosticado y tratado de un linfoma B no Hodking de
localizacién nodal-ileocecal del subtipo Burkitt-like. Posteriormente, en el ano 2003, el hermano
mayor (P16) fue diagnosticado y tratado de un linfoma de caracteristicas anatomopatolégicas
similares. A diferencia del anterior, la serologia para EBV era positiva. En el momento del
diagnostico los dos presentaban leucocitosis con neutropenia y anemia ferropénica. La
evolucion de ambos ha sido buena hasta la fecha. El hermano menor (P18) no ha desarrollado
todavia ninguna patologia. Como medida de precaucion, esta siendo sometido a revisiones
periédicas (ecografias abdominales) cada 4 meses.

Como antecedentes familiares hay que destacar un caso de linfoma y otro de sindrome
hematofagocitico en dos tios maternos, que en ambos casos habian provocado la muerte
(Figura IV.73).

La historia clinica de los dos hermanos mayores, junto con los antecedentes familiares de
procesos linfoproliferativos desarrollados en varios varones de la familia materna, hizo
sospechar que podian padecer un Sindrome linfoproliferativo ligado al X.
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5.1.2.- Analisis del gen SAP/SH2D1A

Como se ha mencionado anteriormente, uno de los genes responsables del XLP es el gen
SAP/SH2DI1A. Las muestras recibidas de los pacientes fueron de DNA por lo que s6lo pudimos
estudiarlos a nivel genémico. Puesto que se han descrito mutaciones en todos los exones del
gen, amplificamos exén por exon, incluyendo las zonas dadoras y aceptoras de splicing.
Encontramos una mutacion en el exén 3 en los tres hermanos. Se trataba de una sustitucion
de la Timina 305 por una Guanina (c.T305G), que daba lugar al cambio de la Valina 102 por
una Glicina (p.Vall02Gly). Esta mutacion ya habia sido previamente descrita (Sumegi, 2000).
Estaba localizada en un sitio muy conservado y afectaba a la estructura de la proteina. La

madre era portadora de la mutacién (Figura IV.72).
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Figura IV.72. Esquema del gen SAP/SH2DI1A (a). Secuencia del exén 3 de SAP. En los tres pacientes se observaba el
cambio de una T por una G (c.T305G) en hemicigosis y en la madre en heterocigosis (b).

Aunque no pudimos analizar al resto de la familia, todo hace sospechar que la abuela materna
también era portadora y que los tios afectados debian tener la misma alteracién (Figura IV.73).

En la actualidad los 3 hermanos estan pendientes de un trasplante de progenitores
hematopoyéticos. Ante la infructuosa busqueda de donantes HLA compatibles, la familia esta

intentando tener hijas a partir de embriones HLA idénticos a los pacientes.
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Figura IV.73. Arbol genealégico de los casos clinicos 16, 17 y 18. Los pacientes tenian antecedentes familiares de
linfoma y sindrome hematofagocitico via materna.

5.2.- XLP: Caso clinico 19

5.2.1.- Descripcion del caso clinico

Presentamos el caso de un varén de origen caucasico nacido en el ano 2004 que a los 2 anos
de edad fue hospitalizado por una mononucleosis infecciosa de evolucion clinica muy térpida.
La serologia indicaba IgM positiva para el virus de Epstein Barr (EBV). Presentaba adenopatias
multiples y hepatomegalia. El aspirado de médula 6sea mostr6é imagenes de hematofagocitosis
y una linfocitosis muy importante. Ante la ineficacia de los tratamientos convencionales, se le
administré Rituximab® obteniéndose asi la deplecién de los linfocitos B y con ella la
negativizacién de la infeccion por el EBV, una disminucion de la hematofagocitosis y la
desaparicion de la fiebre.

Durante el ingreso sufri6 hemorragias digestivas debidas a ulceraciones en el yeyuno y
dificultad respiratoria que fue empeorando progresivamente. Padeci6é infecciones respiratorias
por Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus, Pseudomonas aeurigonosa y Serratia marcenses,
asi como una bacteriemia por Escherichia coli Se le detectaron infiltrados alveolares
bilaterales. Cuatro meses después del ingreso murié a causa de una insuficiencia respiratoria
grave. La necropsia mostré hematofagocitosis en bazo, médula 6sea e higado.

Se trata del primer hijo de padres no consanguineos. Posteriormente, la pareja ha tenido otros
dos hijos varones, uno en el afio 2006 y otro en el 2008.

5.2.2.- Datos inmunolégicos

Al analizar los niveles de inmunoglobulinas del paciente durante el ingreso a los 2 afos de
edad, se vio que los niveles de IgG estaban dentro de los rangos de normalidad mientras que
los de IgA e IgM estaban algo incrementados (Tabla IV.14).
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P19 Valores de referencia (1-5 anos)
IgG 551 420-1200 mg/dL
IgA 243 25-154 mg/dL
IgM 233 35-192 mg/dL

Tabla IV.14. La IgG presentaba niveles normales, mientras que la IgA y la IgM estaban ligeramente incrementadas.

El paciente presentaba linfocitosis (8.300-106/L; v.n.: 2.000-8.000-10¢/L) acompanada de una
leve neutropenia (1.600-106/L; v.n.: 1.500-8.500-106/L). El analisis de las poblaciones
linfocitarias no mostré ninguna alteracion relevante. El paciente tenia un 80% de linfocitos T
(44% CD4+ y 34% CD8+), un 8% de linfocitos B y un 11% de células NK. El estudio de la
expresion de HLA-DR como marcador de activacion mostré que casi la mitad de los linfocitos T
CD8+ estaban activados, ya que expresaban dicha molécula.

5.2.3.- Analisis del mRNA de SAP

Como los datos clinicos establecian la sospecha diagnoéstica de XLP, decidimos analizar la
proteina SAP, proteina implicada en el XLP-1, y empezamos a nivel de mRNA. Se realiz6 la RT-
PCR a partir de RNA total extraido de linfocitos T activados con PHA e IL-2 durante 3 dias.
Mientras que en los individuos control se amplificaba una banda de unas 600 bp, en el
paciente esta banda era indetectable. Para verificar que tanto la extraccién de RNA como la RT-
PCR habian sido correctas, analizamos el cDNA de un gen control (TNFRSF6) y vimos que ésta

era cualitativa y cuantitativamente equivalente a los individuos control (Figura IV.74).

cDNA SAP cDNA control
C P C P

-
= o -

Figura IV.74. Expresion del cDNA de SAP y de un gen control (TNFRSF6). En el paciente no habia amplificacién del
cDNA de SAP.

Puesto que parecia tratarse de una delecion, pasamos a estudiar el gen SAP/SH2DI1A a partir
de DNA geno6mico.

5.2.4.- Analisis del gen SAP/SH2D1A

Amplificamos los 4 exones del gen SAP/SH2DIA por separado. En el paciente no se detecto
producto de PCR en ninguno de ellos. Para ver si la delecién abarcaba a mas genes cercanos
del cromosoma X, amplificamos el ex6n 2 de XIAP, el otro gen descrito implicado en XLP. En
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este caso si que hubo amplificacion, lo que sugeria que el paciente s6lo estaba afectado por
una delecion del gen SAP/SH2DI1A (Figura IV.75). Una deleciéon de todo el gen habia sido ya
descrita en un paciente de origen japonés (Honda, 2000).

a)

=g} 26.51 Kb

Y

b)

SAP/SH2D1A

Exoén1 Exon 2 Ex6n3 Exén 4

Figura IV.75. Esquema del gen SAP/SH2DIA (a). Amplificaciéon de los exones de SAPy del exén 2 de XIAP. En el
paciente no habia amplificacién de SAP, pero si del gen control XIAP (b).

5.2.5.- Estudio de individuos portadores

Habiendo identificado la alteracién responsable de la patologia en el paciente, decidimos
estudiar la familia materna ya que se trataba de una enfermedad ligada al sexo (Figura IV.77).
Ninguno de los tios maternos habia referido sintomatologia alguna, a pesar de lo cual
decidimos estudiarlos. La amplificacion correcta de los exones del gen SAP/SH2DI1A demostré
que no estaban afectados por esta enfermedad.

Para saber si la madre del paciente era portadora de la delecién tuvimos que realizar una PCR
semicuantitativa en tiempo real (QPCR). Esta técnica nos permitio establecer el ntimero de
copias del gen SAP/SH2DI1A presentes en la madre (representada en color azul), en
comparacion con las de dos individuos control: un varén (en rojo), que solo tiene una copia del
cromosoma X, y una mujer (en verde), con dos copias. Como control de la técnica amplificamos
otro gen no situado en el cromosoma X, JAK3. No pudimos estudiar a la abuela materna al no
disponer de muestra.

Los resultados indicaban que la madre de los pacientes era portadora de la delecién, ya que el
numero de copias del gen SAP/SH2DI1A era equivalente a las del individuo varén: las curvas de
amplificacién azul y roja eran equivalentes entre ellas y diferentes a la verde. La amplificacion
del gen control JAK3 mostraba que la madre tenia el mismo ntmero de copias que ambos
controles, lo que indicaba que el proceso era correcto y que el bajo numero de copias del gen
SAP/SH2DIA en la madre no era debido a una menor cantidad de DNA en la reaccién de gPCR

sino a que era portadora de la delecion (Figura IV.76).
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Figura IV.76. Analisis de las curvas de amplificaciéon de la qPCR dénde se observaba que el nimero de copias del gen
SAP/SH2DIA en la madre de los pacientes (azul) era equivalente al control XY (rojo) y no al control XX (verde),
indicando que era portadora de la delecion. La amplificacién del gen JAK3 era equivalente en los 3, mostrando que la
cantidad de DNA inicial era la misma para todas las muestras.

En el ano 2006, el matrimonio tuvo otro hijo varén. Poco después del nacimiento analizamos
el gen SAP/SH2D1A y vimos que no estaba afectado por la delecion descrita en su hermano. Lo
mismo sucedié en el afio 2008 tras el alumbramiento del tercer hijo varén de la pareja.

vy w2

Figura IV.77. Arbol genealégico del caso clinico 19. El paciente presentaba la delecién en hemicigosis y la madre en

heterocigosis.
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6.- Enfermedad Granulomatosa Cronica

La Enfermedad Granulomatosa Crénica (CGD) es una inmunodeficiencia primaria que afecta a
1 de cada 250.000 individuos. Esta causada por un defecto en la cadena respiratoria implicada
en la destruccion de bacterias y hongos fagocitados por las células mieloides (Holmes, 1967).
Como resultado del fallo en esta respiracion oxidativa, los pacientes con CGD sufren
infecciones bacterianas y flngicas severas y recurrentes, con aparicibn de grandes
granulomas. La respiracion oxidativa esta catalizada por el complejo enzimatico denominado
NADPH oxidasa que consta de 5 subunidades: gp91prhox p22phox p67phox  p47phox vy p4(Qphox, Las
mutaciones en el gen CYBB que codifica la proteina gp91prhex son responsables de la forma
ligada al sexo (X-CGD; MIM: 306400) que afecta a un 70% del total de pacientes con CGD. El
30% restante tienen una herencia autosémica recesiva y afecta por igual a varones y mujeres.
Son causadas por mutaciones en los genes CYBA, que codifica p22prhox (MIM: 233690), NCF1I,
que lo hace para p47phox y constituye un 25% del total (MIM: 23370), y NCF2, para p67phox
(MIM: 233710). Recientemente se ha descrito un paciente con mutaciones en p4Qrhox
responsables de CGD (Matute, 2009).

6.1.- X-CGD: Caso clinico 20

6.1.1.- Descripcion del caso clinico

Presentamos el caso de un varén de origen caucasico nacido en el ano 2005 que en el primer
mes de vida desarrollé una enfermedad inflamatoria intestinal crénica. Al principio se sospechd6
de una alergia alimentaria, pero no se encontré el alérgeno responsable, y después una
Enfermedad Celiaca, descartandose ambas. Empez6 a desarrollar anemia (82 g/L; v.n.: 105-
125 g/L), por lo que se pensé primero en una anemia ferropénica y luego en una anemia
hemolitica autoinmune, no confirmandose ninguna de ellas. El retraso en la caida del cordon
umbilical sugiri6 un Sindrome de Adhesién Leucocitaria (LAD). La correcta expresion de CD11a
y CD18 descart6 el LAD-1 y la de CD15 el LAD-2.

A los 10 meses de edad sufri6 una osteomielitis causada por Serratia sp y al ano una
endocarditis bacteriana de etilogia desconocida. Se sospeché de Enfermedad Granulomatosa
Crénica y es entonces cuando fue derivado a nuestra secciéon para la determinacion de la
capacidad oxidativa de los granulocitos. La ausencia de las tipicas infecciones (neumonias,
linfoadenitis e infecciones cutaneas) y de granulomas, dificulté un diagnéstico mas precoz.

Se trata del tercer hijo de padres no consanguineos. El segundo hijo de la pareja murié en el
ano 2002 a los 15 meses de edad como consecuencia de una colitis ulcerosa que se complico
en una sepsis por Pseudomonas y que finalmente originé un sindrome hematofagocitico que
resulto letal. La madre fue diagnosticada y tratada de un cancer de colon a los 30 afos.

En la actualidad esta en busca de un donante de progenitores hematopoyéticos por carecer de

familiar HLA compatible.

6.1.2.- Datos inmunolégicos

El primer analisis de los niveles de inmunoglobulinas que se realizé a los 4 meses de edad se
mantuvo dentro de los rangos de normalidad (Tabla IV.15). Los niveles de IgE eran un poco

171



Resultados

elevados, pero no se detecto IgE especifica para ninguno de los alérgenos estudiados (leche de

vaca, caseina, lactoalbumina, lactoglobulina y soja).

P20 Valores de referencia (0-1 afo)
IeG 793 200-1000 mg/dL
IgA 20 16-85 mg/dL
IgM 74 25-149 mg/dL
IgE 19 0,1-15 UI/mL

Tabla IV.15. Los niveles de inmunoglobulinas estaban en rangos de normalidad.

Ante la sospecha de anemia hemolitica autoinmune se realizaron pruebas para detectar

posibles autoanticuerpos (anti-nucleares, anti-musculo liso, anti-mucosa gastrica, anti-
mitocondriales, anti-neutroéfilos, anti-tiroideos...) siendo el resultado negativo para todos. La
determinacién de anticuerpos anti-transglutaminasa descart6 la Enfermedad Celiaca.

Los valores absolutos de linfocitos (6.760-10%/L; v.n.: 4.000-13.500:10%/L), asi como las
poblaciones linfocitarias tenian valores normales, ya que presentaba un 65% de linfocitos T
(59% de CD4+ y 5% de CD8+), un 26% de linfocitos B y un 1% de linfocitos NK. Ademas,
expresaba correctamente los marcadores de adhesion leucocitaria CD11a, CD15 y CD18, asi

como moléculas HLA de clase I y clase II.

6.1.3.- Determinacion de la capacidad oxidativa de los granulocitos

6.1.3.1.- BURSTTEST®

El diagnéstico de CGD se realiz6 analizando la capacidad oxidativa de las células mieloides del

paciente. Utilizamos el kit comercial BUSRTTEST® para determinar cuantitativamente la
actividad respiratoria de los granulocitos del paciente y de su familia. Tras la estimulacién con
E. coli opsonizadas o PMA y la incubacién con el sustrato reducido, se analizaron las muestras
en el citometro de flujo. Alli se seleccionaron los neutroéfilos y se cuantificé la produccion de
especies reactivas del 0; mediante la cantidad de fluorescencia emitida por el sustrato oxidado.
La capacidad oxidativa de los granulocitos estimulados del paciente fue nula. En la madre
parecia que un 80% respondia a los estimulos, mientras que un 20% no lo hacia (Figura
IV.78).

Control Paciente Madre
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Figura IV.78. Cuantificacién de la actividad oxidativa de los granulocitos mediante el BURSTTEST® (en negro se
expresaba el control negativo, en verde la estimulacién con E.coliy en rojo con PMA). En el paciente no habia respuesta
con ninguno de los estimulos, mientras que en la madre era parcial.
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El resultado de la prueba fue equivalente a los individuos control tanto en el padre como en el
hermano sano. A partir de estos datos se estableci6 el diagnéstico de CGD en el paciente, y se
sospechod de una herencia ligada al sexo.

6.1.3.2.- Oxidacién de la Dihidrorodamina (DHR)

Esta prueba era muy similar a la anterior pero con algunas diferencias técnicas. Sirvié para
confirmar el resultado del BUSRTTEST® en el paciente y para determinar con mayor exactitud
el porcentaje de granulocitos que conservaba la funcién oxidativa en su madre, ya que esta
técnica permitia separar mejor las poblaciones celulares segin su activacion.

Realizamos la prueba en el paciente, su madre y un control. Tal y como habiamos observado
previamente, la capacidad oxidativa de los granulocitos del paciente era nula. En la madre un
83% de los granulocitos se activaba normalmente y un 17% no lo hacia (Figura IV.79), lo que

se correspondia con el resultado anterior (Figura IV.78).

CONTROL PACIENTE MADRE

-

Figura IV.79. Cuantificacién de la actividad oxidativa de los granulocitos por citometria de flujo mediante la oxidacién
de la DHR. En el paciente no habia respuesta y en la madre sé6lo respondian un 83% de los granulocitos.

Esta bimodalidad observada en la madre del paciente deberia responder a la inactivacion
aleatoria del cromosoma X que se da en la forma ligada al X de esta enfermedad. En este caso
las células mieloides no ven afectado su paso a periferia por tener sélo alterada la capacidad
oxidativa y por ello las detectamos en sangre. Sin embargo, la inactivaciéon no era totalmente al

azar (al 50%), ya que la distribucion en la madre era 17% versus 83%.

6.1.4.- Tincion intracelular indirecta de gp91phox

Dado que el paciente es un varén, que la forma mas frecuente de CGD es la ligada al X y que
la madre tenia una expresién cuasi bimodal de la alteracion, sospechamos de X-CGD. Por eso,
iniciamos el estudio de 1la proteina gp9lprhox  proteina afectada en esta variante de la
enfermedad.

La proteina gp91rhox se encuentra en los fagosomas de las células mieloides, como neutrofilos
y monocitos. Para detectarla mediante citometria de flujo permeabilizamos y fijamos estas
células. Se estudi6 la expresion de gp91rhex en monocitos tanto del paciente como de su madre.
La expresion en el paciente era menor que en los controles sanos, pero superior al control
negativo de la técnica, que fue realizado con un anticuerpo irrelevante para los monocitos
(anti-CD7). En la madre se observaban dos poblaciones, una que expresaba gp9lrhox de

manera equivalente a los controles (82%) y otra que lo hacia igual que el paciente (18%) (Figura
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IV.80). Esta prueba indicaba la ausencia de proteina gp91lrhex nativa en el paciente y
confirmaba que la madre era portadora de la alteracion. Asimismo, se confirmaba que en la
madre no existia una inactivaciéon del cromosoma X al azar (no es al 50%, sino del 20%/80%)
coincidiendo con lo que se habia demostrado en los tests anteriores (Figura IV.78 y IV.79).

fl
|I '-I CONTROL PACIENTE [l MADRE

82%

Figura IV.80. Expresion de gp91rhex mediante citometria de flujo en monocitos. La expresion de gp91rhex en el paciente
estaba disminuida respecto a los controles, aunque era superior al control negativo de la técnica. En la madre habia
una bimodalidad.

6.1.5.- Western blot para gp91phox

Para saber si existia alguna forma truncada de proteina gp91rhex en el paciente, realizamos un
western blot de esta proteina sobre extractos procedentes de neutrofilos. Esta determinacion
mostré una ausencia de gp91rhox nativa (91 KDa) y de otras formas truncadas (Figura IV.81).

gp91prhox  B-actina
CP CP

r

Figura IV.81. Expresion de gp91rhex y B-actina mediante western blot en neutrofilos. En el paciente no se detectaba
gp9 1phox,

Para comprobar que el extracto del paciente habia sido procesado correctamente teniimos la 3-
actina (45 KDa) sobre la misma membrana de nitrocelulosa. El paciente expresaba [3-actina de
manera equivalente a los individuos control.

Supusimos entonces que la expresion disminuida de gp91prhox observada en la citometria podia

ser debida a una inespecificidad del anticuerpo que no se reproduce en el western blot, o
probablemente, a la diferente sensibilidad de ambas técnicas.
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6.1.6.- Analisis del mRNA de gp91phox

Para determinar que la ausencia de gp91rhex nativo se justificaba por alteraciones a nivel
genético pasamos a estudiar el gen CYBB y comenzamos por su expresion a nivel de mRNA.
Partimos de RNA extraido de leucocitos totales. Dado su enorme tamano (4.324 bp) decidimos
dividirlo en 3 partes para poder estudiarlo. No encontramos alteraciones de splicing en ninguno
de los 3 fragmentos. Al secuenciarlos hallamos una sustitucién en el exén 3: la Timina de la
posicién 175 estaba sustituida por una Citosina (c.T175C). Esta alteracién origina un cambio
en la secuencia aminoacidica, ya que la Cisteina 59 se convierte en una Arginina (p.CysS59Arg)
(Figura IV.82). Esta mutacién, ya descrita en la literatura como T189C (Rae, 1998) da lugar a
una ausencia completa de proteina nativa, tal y como reflejan nuestros estudios anteriores de

western blot.

CONTROL PACIENTE
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Figura IV.82. Secuencia del cDNA de gp91rhex, En el paciente se observaba una sustitucion de una T por una C en
hemicigosis (c.T175C).

6.1.7.- Analisis del gen CYBB

Para corroborar la existencia de la mutacién en el paciente y ampliar el estudio a toda su
familia, analizamos el exén 3 de CYBB a nivel genémico. El paciente tenia la mutacion c.T175C
en hemicigosis. Ademas, vimos que la madre era portadora de la alteracién, mientras que el
padre y el hermano sano tenian la secuencia nativa (Figura IV.83).
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Figura IV.83. Secuencia del exon 3 de CYBB. El paciente mostraba una sustitucién de una T por una C (c.T175C) en

Y

hemicigosis y la madre en heterocigosis (a). Esquema del gen CYBB (b).

6.1.8.- Estudio de individuos portadores

Los datos anteriores establecian que la madre del paciente era portadora de la enfermedad.
Puesto que se trataba de una alteracion ligada al cromosoma X, decidimos analizar la familia
materna. Ambos abuelos habian fallecido, por lo que s6lo pudimos estudiar a la tia materna,
que resultdé no ser portadora de la alteracién (Figura IV.84). Al no poder estudiar a la abuela

materna, no pudimos saber si se trataba de una mutacién de novo en la madre o por el
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Figura IV.84. Arbol genealégico del caso clinico 20. La madre era portadora de la mutacién.

contrario procedia de la generacién anterior.

Ante la sospecha de que el hermano del paciente fallecido en el afio 2002 a los 15 meses de
vida podria haber tenido la misma alteracion genética, decidimos estudiarlo. En el laboratorio
no disponiamos de muestra biologica, sin embargo, se le habia realizado una biopsia intestinal
poco antes de su fallecimiento. Se extrajo DNA a partir de esta biopsia y se procedi6 a la
amplificacién del ex6n 3 del gen CYBB. No pudimos amplificarlo con los primers que
previamente habiamos utilizado (gp91ex3F y gp91ex3R) porque el DNA estaba muy degradado
y el fragmento a amplificar era demasiado grande (unas 300 bp). Por ello, disenamos unos
nuevos primers (gp91mutF y gp91mutR) que incluyeran la mutacion en un amplicén lo mas
pequeno posible (80 bp). De esta forma si logramos amplificarlo pero, debido a su pequefio
tamano, resulté muy dificil secuenciarlo. Para resolver este ultimo impedimento, subclonamos
el producto de amplificacién en el vector pCR2.1 (Invitrogen) y lo secuenciamos con primers
situados en el vector.

El hermano fallecido tenia la mutacion ¢.T175C (Figura IV.85), lo que permitié establecer que
habia fallecido por complicaciones de la X-CGD.
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CONTROL HERMANO FALLECIDO

Figura IV.85. Secuencia del exén 3 de CYBB del hermano fallecido del caso clinico 20. Se identific6 la misma mutaciéon

que en su hermano (c.C175C).

6.2.- X-CGD: Caso clinico 21

6.2.1.- Descripcion del caso clinico

Presentamos el caso de un var6én de origen marroqui nacido en el ano 2008, que al mes de
vida fue ingresado debido a una aspergilosis invasiva pulmonar con urocultivo positivo para
Klebsiella pneumoniae. En el periodo neonatal habia presentado un sangrado intestinal
autolimitado orientado como colitis alérgica leve. En el hospital de procedencia se le realizo la
prueba de la capacidad oxidativa de los granulocitos, siendo negativa y con ello estableciéndose
el diagnostico de Enfermedad Granulomatosa Crénica.

Es hijo de padres consanguineos (primos hermanos). Tiene una hermanastra por parte de
padre que fue ingresada en el mismo hospital por una neumonia por Staphilococcus aureus con
test de oxidaciéon normal. Existen antecedentes familiares por ambas vias de primos y primas
muertos durante la infancia por causa desconocida. Por este motivo se sospeché de una forma
autosémica recesiva de la enfermedad y fue remitido a nuestro hospital para determinar el
defecto genético responsable cuando contaba con 6 meses de vida.

6.2.2.- Datos inmunologicos

Lo primero que hicimos fue una valoracion global de su estado inmunolégico. Los niveles de

inmunoglobulinas estaban dentro de la normalidad (Tabla IV.16).

P21 Valores de referencia (0-1 afio)
IeG 975 200-1000 mg/dL
IgA 46 16-85 mg/dL
IgM 66 25-149 mg/dL
IgE 15 0,1-15 UI/mL

Tabla IV.16. Los niveles de inmunoglobulinas estaban en rangos de normalidad.
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El ntmero de linfocitos no estaba alterado (4.460:106/L; v.n.: 4.000-13.500:10%/L) y el analisis
de las poblaciones linfocitarias tampoco mostré ninguna alteracién: un 44% de linfocitos T
(29% T CD4+ y 14% T CD8+), un 44% de linfocitos B y un 10% de células NK.

6.2.3.- Determinacion de la capacidad oxidativa de los granulocitos

Aunque al paciente y su madre ya se les habia evaluado la capacidad oxidativa de los
granulocitos, quisimos repetir la prueba, ya que el resultado de ésta puede verse alterado en
procesos de infeccion activa. Esta determinacién fue realizada a través de la oxidaciéon de la
Dihidrorodamina 123 (DHR). En el paciente, a diferencia de lo que sucedia en los controles, no
habia oxidacién de la DHR (Figura IV.86), con lo que quedaba confirmado el diagnoéstico de
CGD. Asi mismo, el resultado obtenido en la madre parecia concordante con una forma
autosémica recesiva de la enfermedad, ya que éste era totalmente equivalente al de los
individuos control (Figura IV.86).

CONTROL PACIENTE MADRE

Figura IV.86. Cuantificacién de la actividad oxidativa de los granulocitos por citometria de flujo mediante la oxidacién
de la DHR. La actividad oxidativa era nula en el paciente.

6.2.4.- Analisis del mRNA de p47rhox, p22phox pG7prhox y gp0O]phox

El diagnéstico del hospital de procedencia era Enfermedad Granulomatosa Croénica
Autosomica Recesiva (AR-CGD). Por ese motivo, y tras confirmar que se trataba de una CGD,
empezamos el analisis de los genes implicados.

En primer lugar analizamos el gen NCFI, que codifica la proteina p47prhex por tratarse de la
deficiencia mas frecuente de las AR (25%). La gran mayoria de los casos estan causados por
una recombinacion entre el gen NCFI1 y su pseudogen (pwNCFI1). Esta recombinacion anémala
causa la delecion del dinucleétido GT del tandem GTGT de las 4 primeras bases del exén 2 del
gen, comportando la perdida de la pauta de lectura y la aparicion de un codén STOP con la
consecuente ausencia de proteina. Por lo tanto, lo primero que hicimos fue estudiar el ex6n 2
del gen NCFI1 del paciente. El paciente no presentaba la recombinacion anoéomala en
homocigosis. A continuaciéon analizamos el mRNA completo de p47prhox sin hallar ninguna
mutacion. Entonces, pasamos a estudiar los otros genes responsables de AR-CGD.

Siguiendo el orden de prevalencia de las AR-CGD, analizamos el cDNA de p22rhex, En el
paciente no existian ni alteraciones de splicing ni mutaciones en la secuencia codificante.

Por ultimo, pasamos a estudiar el cDNA de p67rhox, que es la deficiencia menos descrita en la
literatura (<3%). El gen NCF2 que codifica p67rhox tampoco contenia ninguna alteracion.
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Es entonces cuando nos replanteamos el diagndstico inicial, y puesto que se trataba de un
varon, decidimos estudiar el mRNA que codifica la proteina gp91rhox, Al igual que en el caso
anterior, partimos de RNA extraido de leucocitos totales y para facilitar su estudio, lo dividimos
en 3 fragmentos. No encontramos alteraciones de splicing. Sin embargo, cuando secuenciamos
el segundo fragmento vimos una alteracion en el exén 7. Mientras en el individuo control habia
6 Adeninas seguidas, en nuestro paciente s6lo habia 4. Ademas, habia una Timina adicional
después de las 4 Adeninas (c.741delA+A742T) (Figura IV.87). Esta mutacion no ha sido
descrita en la literatura hasta el momento.

CONTROL PACIENTE

S B i ol g S, R e

et rtrr e

Figura IV.87. Secuencia del cDNA de CYBB. Las 6 Adeninas del individuo control estaban sustituidas por 4 Adeninas

mas una Timina en el paciente (c.741delA+A742T) en hemicigosis.

Si de 6 bases pasamos a 5, hay un desplazamiento en la pauta de lectura. Esta alteraciéon
provocaba la aparicion de un codén STOP 7 aminoacidos después (p.Lys247{sX7)(Figura IV.88).

PACIENTE

Figura IV.88. Secuencia del cDNA de CYBB. El cambio c¢.741delA+A742T llevaba a la aparicién de un codén STOP

prematuro en el paciente.

6.2.5.- Analisis del gen CYBB

A continuacion, corroboramos la presencia de la mutacion a nivel genémico. Para ello,
amplificamos y secuenciamos el exén 7 de CYBB. Sélo el paciente era portador de la mutacion
p-Lys247Xfs7, ya que el analisis de la secuencia del gen CYBB en la madre no mostré ninguna
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alteracion (Figura IV.89). Es decir, que se trataba de una mutacion de novo en el paciente, lo

que se correlacionaba con los datos de actividad oxidativa mostrados anteriormente (Figura
IV.86).

a)

Stuntadi it

— Forward simnd 33.45 Kb o
b)

CONTROL PACIENTE

Figura IV.89. Esquema del gen CYBB (a). Secuencia del exén 7 de CYBB. El paciente era el tinico portador de la

alteracion, ya que la madre no contenia ninguna copia alterada (b).

6.2.6.- Estudio de individuos portadores

El paciente pertenecia a una extensa familia en la que se habian producido muertes en la
infancia de causa desconocida. Sin embargo, la madre no era portadora de la mutaciéon por lo

que descartamos que esas muertes estuvieran relacionadas con la mutacion en el gen CYBB
hallada en el paciente.

6.3.- AR-CGD: Casos clinicos 22, 23 y 24

6.3.1.- Descripcion del caso clinico

Presentamos el caso de un varén de origen caucasico de origen palestino nacido en el afo
1997 (P22) que a los 11 anos de edad sufrié un abceso cerebeloso por el hongo Aspergillus
fumigatus. Hasta ese momento no habia referido sintomatologia destacable. A pesar de que
este tipo de infecciones no son subjetivas de Enfermedad Granulomatosa Crénica, se le realiz6
el test de oxidacion de granulocitos. El resultado de esta prueba establecié el diagnéstico de
CGD.

Se trata del primer hijo de padres consanguineos (primos hermanos). La pareja tiene otros dos
hijos varones nacidos en el afio 2000 (P23) y 2004 (P24) que no han referido sintomatologia
hasta la fecha. Tras el debut de la enfermedad se planteé la posibilidad de realizar un

trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) al paciente de uno de sus hermanos. Con
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este fin, fueron remitidos a nuestro hospital muestras de toda la familia para evaluar su
idoneidad como donantes.

Recientemente, el paciente ha sufrido una neumonia fingica de térpida evolucién por
Aspergillus fumigatus y Penicillum sp y complicaciones digestivas tipo colitis granulomatosa,

por lo que se esta acelerando la busqueda de un donante para el TPH.

6.3.2.- Datos inmunologicos

El analisis de las poblaciones linfocitarias del caso indice (P22) no presenté ninguna
alteracion: 70% de linfocitos T (36% T CD4+ y 34% T CD8+), 9% de linfocitos B y un 17% de
NK.

6.3.3.- Determinacion de la capacidad oxidativa de los granulocitos

Lo primero que hicimos fue realizar el estudio de la capacidad oxidativa de los granulocitos,
tanto en el paciente como en sus hermanos y padres. La funciéon oxidativa de los neutroéfilos de
los 3 hermanos era nula, por lo que quedaba establecido el diagnéstico de CGD en todos ellos
(Figura IV.90). Con estos datos, ademas de diagnosticar a los 3 hermanos con CGD,
descartabamos a los hermanos del paciente como donantes para el trasplante, ya que fuera
cual fuera la mutaciéon responsable, todos ellos la compartian. El resultado de esta prueba en

los padres era equivalente a los individuos control, sin mostrar ningin rasgo de bimodalidad.

CONTROL PACIENTE 22 PACIENTE 23 PACIENTE 24

l l

Figura IV.90. Cuantificaciéon de la actividad oxidativa de los granulocitos por citometria de flujo mediante la oxidacion
de la DHR. Ni el paciente ni ninguno de sus dos hermanos presentaban actividad oxidativa en sus granulocitos.

6.3.4.- Analisis del gen NCF1

Una vez establecido el diagnéstico de CGD empezamos el andlisis de los genes implicados. Al
ser nula la capacidad oxidativa en los 3 hermanos, la madre se postulaba como portadora
obligada de la alteracion genética. Si se hubiese tratado de una forma ligada al X, la prueba
funcional hubiese tenido un resultado bimodal en la madre de los pacientes. Sin embargo, la
actividad era normal y por ello sospechamos de una forma autosomica recesiva. El analisis de
la capacidad oxidativa realizado en un hospital cercano al de procedencia de los pacientes,
indicaba ademas que ambos padres parecian tener una actividad ligeramente disminuida
respecto a los controles, por lo que pensamos en que podia estar afectado el gen NCFI1. Este
gen tiene un pseudogen (wNCFI1) que no da lugar a proteina nativa y cuya homologia es muy
elevada. Por este motivo es frecuente la recombinacion homoéloga entre ellos. Este fenémeno
causa la delecion del dinucle6tido GT del tandem GTGT de las 4 primeras bases del exén 2

comportando la anulacién del alelo NCF1. La presencia de una copia de NCFI recombinada con
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wNCF] es relativamente frecuente en la poblacion, por ello esta AR-CGD se da atin en ausencia
de consanguinidad. Para el estudio de esta anomalia amplificamos la regién dénde tiene lugar

la recombinaciéon anémala, que incluye tanto a NCFI como a wNCF1 (Figura IV.91).

p47int2F
gen NCF1 GTGT

p47ex2R

p47int2F

pseudogen NCF1 GT
p47ex2R

Figura IV.91. Esquema del gen NCF1I, en azul, y su pseudogen @ NCF1, en verde. Las flechas indicaban la posicion y
direccién de los primers de amplificacién utilizados.

Esta recombinacién anémala puede ser detectada mediante una digestién con la enzima de
restriccion SspBI. Esta enzima corta el gen pero no el pseudogen, ya que su diana es TGTACA
y solo esta presente en el gen. De manera que en un individuo control, las dos copias del gen
se digeriran mientras que las dos del pseudogen no, teniendo asi la mitad del producto de
amplificacion digerido (NCFI) y la otra mitad sin digerir (wNCFI). En los individuos
homocigotos para la recombinacion homéloga habra 4 copias del pseudogen, que no se
digeriran (wNCF1). En los individuos portadores de la alteracion en heterocigosis, una cuarta
parte del producto se digerira (NCF1), mientras que las otras tres cuartas partes no (wNCF1I). E1
producto de amplificacion tenia un peso molecular de 218bp en el caso del gen (NCFI1)y 216bp
en el del pseudogen (wNCF1), que eran indistinguibles por electroforesis convencional. El gen al
ser digerido por SSpBI daba lugar a un producto de 138bp y otro de 80bp. De esta manera, en
un individuo control hallabamos bandas de 216bp, 138bp y 80bp, mientras que en un paciente
s6lo estaba la de 216bp. En un portador, la suma de las intensidades de las bandas pequehas
era inferior a la de la banda superior, mientras que en el control era equivalente.

C F M P22 P23P24 C

W < 218/216 bp

Figura IV.92. Analisis del patron de restriccion de la enzima SspBI en toda la familia. Tanto el caso indice (P22) como
sus dos hermanos (P23 y P24) sélo poseian el pseudogen. El padre (F) y la madre (M) eran portadores de la alteracion.
El producto sin digerir (s/d) tenia 218bp en el caso del gen y 216bp en el pseudogen.
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Los dos hermanos del paciente tenian una actividad oxidativa de los granulocitos nula a
pesar de no haber presentado ninguna sintomatologia clinica. Por ello decidimos analizar el
gen NCF1 de toda la familia. Tras la digestion de los productos de amplificacion en el paciente y
en su familia, observamos que los 3 ninos tenian la recombinacion anémala de NCFI en
homocigosis y que los padres eran portadores de la misma (Figura IV.92). Esta alteraciéon fue
descrita por primera vez por Casimir en 1991 (Casimir, 1991).

A continuacion comprobamos este hallazgo por secuenciacion del producto amplificado.
Puesto que se amplificaba tanto el gen (NCFI1) como el pseudogen (wNCFI), en un individuo
control observabamos una superposicion de picos a partir de las 2 primeras bases del exon 2
correspondientes a ambos elementos génicos (Figura IV.93). Sin embargo, y tal como
observabamos en nuestros pacientes, en aquellos individuos que tenian las dos copias del gen
NCF1 recombinadas anémalamente, sélo se observaba el dinucleétido GT, correspondiente al
pseudogen (Figura IV.93). Los padres eran portadores obligados de la alteraciéon y en la
secuencia se podia ver que la intensidad relativa de los picos que representaban los
nucleétidos era diferente a la de los individuos control, de manera que las bases del pseudogen

tenian una intensidad superior a la establecida en los controles (Figura IV.93).

CONTROL PACIENTE PORTADOR

Figura IV.93. Secuencia del ex6n 2 de NCF1 y o NCF1. En el paciente solo se amplificaba el pseudogen (verde),

mientras que en la madre habia tres copias del pseudogen (verde) y una del gen (azul).

6.3.5.- Western blot para p47rhox

Esta recombinacion provoca la perdida de la pauta de lectura de la proteina y la aparicién de
un codén STOP. Por ese motivo quisimos corroborar la ausencia de la proteina en el paciente
mediante un analisis de western blot. Los extractos celulares procedian de leucocitos totales.
En el paciente no se observaba ni la forma nativa de la proteina p47rhex ni ninguna otra (Figura
IV.94). La deteccion de la B-actina en la misma membrana, indicaba un procesamiento correcto
del extracto celular (Figura IV.94).
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p47rhox B-actina

P C P C

Figura IV.94. Expresion de p47rhox y B-actina mediante western blot en leucocitos. Los extractos celulares del paciente

no contenian p47prhox,

6.4.- AR-CGD: Caso clinico 25

6.4.1.- Descripcion del caso clinico

Presentamos el caso de una mujer de origen caucasico nacida en el afnio 2006 que en el primer
mes de vida sufri6 una bronconeumonia bilateral causada por Klebsiella. Padecia anemia y no
ganaba peso adecuadamente. A los 3 meses tuvo abcesos producidos por Serratia. Es entonces
cuando se sospeché de Enfermedad Granulomatosa Cronica y se realizé la determinacién de la
capacidad oxidativa de sus granulocitos.

Se trata de la segunda hija de padres no consanguineos. La hermana mayor no ha referido
ninguna patologia destacable.

En las AR-CGD no es tan evidente la necesidad de un trasplante de progenitores
hematopoyéticos (TPH) ya que son menos agresivas que las X-CGD. Sin embargo, en este caso,
la clinica de la paciente indicaba infecciones severas a edades muy tempranas por lo que se
decidi6o someterla a un TPH ese mismo ano. En estos momentos esta a la espera de un donante
no relacionado porque carece de familiares HLA compatibles.

6.4.2.- Datos inmunolégicos

Cuando recibimos la primera muestra de la paciente ésta tenia 3 meses de edad. En primer
lugar, analizamos los niveles de inmunoglobulinas, asi como las poblaciones linfocitarias. Las
inmunoglobulinas tenian niveles dentro de los rangos de normalidad, a excepciéon de la IgE que

estaba un poco incrementada (Tabla IV.17).

P25 Valores de referencia (0-1 afo)
IeG 1060 200-1000 mg/dL
IgA 71 16-85 mg/dL
IgM 133 25-149 mg/dL
IgE 27 0,1-15 UI/mL

Tabla IV.17. Los niveles de inmunoglobulinas estaban en rangos de normalidad.
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Las poblaciones linfocitarias tampoco mostraban ninguna alteracion: 58% de linfocitos T con
43% de CD4+ y 14% de CD8+, 35% de linfocitos B y 4% células NK, con una cifra total de
7.300-106 linfocitos /L (v.n.: 4.000-13.500 -106/L) .

6.4.3.- Determinacion de la capacidad oxidativa de los granulocitos

El diagnéstico de Enfermedad Granulomatosa Croénica se realizé analizando la funciéon
metabolica y la capacidad bactericida de las células mieloides de la paciente mediante el kit
comercial BUSRTTEST® descrito anteriormente. La capacidad oxidativa de los neutréfilos de la
paciente fue nula en respuesta tanto a Escherichia coli opsonizadas como a PMA. Sin embargo,
tanto los neutrofilos del padre como los de la madre se estimulaban correctamente y manera
equivalente a la de los individuos control con ambos estimulos (Figura IV.95). A partir de este

resultado se estableci6 el diagnéstico de CGD en la paciente.

Paciente Madre Padre
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Figura IV.95. Cuantificacién de la actividad oxidativa en los granulocitos mediante el BURSTTEST® (en negro se
expresaba el control negativo, en verde la estimulaciéon con E.coliy en rojo con PMA). La paciente no respondia a
ninguno de los estimulos, mientras que ambos padres lo hacian normalmente.

6.4.4.- Analisis del mRNA de p67rhox

Puesto que la paciente era una nina, descartamos la forma ligada al X de esta enfermedad y
empezamos a estudiar las formas autosoémicas recesivas.

Como se ha dicho anteriormente, la AR-CGD mas frecuente es la deficiencia en p47rhox. La
gran mayoria de los casos estan causados por una recombinacion anémala entre el gen NCF1 y
su pseudogen (wNCFI1) a nivel del ex6n 2. Por lo tanto, lo primero que hicimos fue estudiar el
exon 2 del gen NCF1 de la paciente. No encontramos dicha alteracion ni en homocigosis ni en
heterocigosis. Puesto que casi todos los pacientes descritos con deficiencia en p47prhox son
homocigotos o heterocigotos compuestos para esta alteracion pasamos a estudiar los otros
genes responsables de AR-CGD.

Siguiendo el orden de prevalencia de las AR-CGD, analizamos el cDNA de p22rhox, En la
paciente no existian ni alteraciones de splicing ni mutaciones en la secuencia codificante.

Por ultimo, pasamos a estudiar el cDNA de p67rhox, El gen NCF2 que codifica p67rhex da lugar
a un mRNA de 2.203 bp. Partimos de RNA extraido de leucocitos totales y para facilitar su
estudio lo dividimos en tres fragmentos. La paciente presentaba alteraciones de splicing en el
primero de ellos, que comprendia del ex6n 2 al 7, y también en el segundo, que iba del exén 6
al 13 (Figura IV.96). El tercer fragmento, del exén 13 al 16, tenia un peso molecular correcto.
Al ampliar el estudio a sus progenitores, observamos que el padre contenia la alteraciéon en el

primer fragmento pero no el segundo, mientras que la madre presentaba la alteracién del
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segundo fragmento pero no la del primero (Figura IV.96). Las alteraciones en el primer y
segundo fragmento del cDNA de p67rhex eran de diferente indole. Del ex6n 2 al 7 existia una
banda del tamafno adecuado y otras dos de menor peso molecular. Sin embargo, del ex6n 6 al
12, acompanando a la banda de tamano correcto habia dos mas pero de peso molecular
superior. Todos estos datos indicaban que la paciente tenia 2 alteraciones independientes en
los 2 alelos de NCF2.

Figura IV.96. Expresion del cDNA de p67rhox, Se observaban alteraciones de splicing en la paciente (P), su padre (F) y

su madre (M).

Como primera aproximacion para intentar descifrar que estaba ocurriendo, secuenciamos
directamente los productos obtenidos en la RT-PCR. Al analizar el primer fragmento de la
paciente se podia ver que a partir del exén 4 habia una multiple superposicién de picos que
parecia incluir, como minimo, los exones 5y 6 (Figura IV.97).

Exén 4 Superposicidn de picos

WL,

rGCCTGTGAANAGCAGAANCTATHTGAGC CAGTGG

p——
—
L IO I W

_ =

Figura IV.97. Secuenciacion del producto de la RT-PCR del primer fragmento en la paciente. Se observaba una
superposicion de picos a partir del exén 4.

Para determinar cual era la secuencia de cada uno de los productos amplificados, decidimos
subclonarlos para poder secuenciarlos por separado. Para ello utilizamos el sistema de clonaje
basado en el vector pCR2.1 (Invitrogen). El subclonaje del primer fragmento nos permiti6
analizar las 3 formas de splicing observadas previamente. La de mayor peso molecular
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correspondia a la secuencia nativa, donde se observaba la transicion entre los exones 4-5-6-7.
La de peso intermedio carecia del exén 5 (transiciéon exones 4-6) y la de menor peso molecular
no tenia ni el ex6n S ni el 6 (transicion exones 4-7) (Figura IV.98), lo que indicaba al menos 3

formas de splicing, dos de ellas anomalas.

Secuencia wt Falta exén 5 Faltan exones 5y 6

Ex6n 6 Ex6n 4 . Ex6n 6 Exo6n 4 : Ex6n 7

Ex6n 4: Exo6n5 Exén5 ."

Il:-='C-.'-L_-IL_-I=L'-I‘C-

Figura IV.98. Analisis de los 3 tipos de producto obtenidos en el subclonaje del primer fragmento de la RT-PCR del

cDNA de p67rhex, Uno de ellos era correcto mientras que a otro le faltaba el exén 5 y al tercero los exones 5y 6.

El analisis de la secuencia del conjunto de todos los productos obtenidos en la amplificacion
del segundo fragmento no resulto aclaratorio, y por ello, también decidimos subclonarlos. En el
subclonaje del segundo fragmento no pudimos analizar el producto de mayor peso molecular
pues era muy minoritario y no conseguimos ninguna colonia que lo contuviera. Tal y como
esperabamos, el producto de menor peso molecular, que es el que se correspondia con el de los
controles (Figura IV.96), contenia la secuencia nativa. En el de peso intermedio se observaba
una secuencia curiosa, ya que del exon 8 pasabamos al 10 pero de este al 9 para luego
continuar con el 10 (exones 8-10-9-10) (Figura IV.99).

Secuencia wt Insercion delexon 10 antes del exén 9

Exén 8|| g Exon 10q Ex6n 10[ Exon 9

li\l.'lq

aanccoccl acsc T }.AGGGECTTGT

Figura IV.99. Analisis de los 2 tipos de producto obtenidos en el subclonaje del segundo fragmento de la RT-PCR del

cDNA de p67rhox, Existia uno con la secuencia nativa y otro con la insercién del exén 10 duplicado delante del 9.

En ese momento pensamos que la banda de mayor peso molecular que no habiamos podido
analizar podria corresponder a la secuencia de los exones 8-9-10-9-10, lo que se explicaria por

una duplicacion génica de NCF2 que incluyera los exones 9y 10.
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6.4.5.- Analisis del gen NCF2

Ante las alteraciones observadas en el splicing del gen NCF2 en la paciente, decidimos analizar
la secuencia genomica de dicho gen para encontrar las mutaciones responsables.

En el primer fragmento, que incluia los exones 2 al 7, habia exon skipping del 5 y 6. Por ello
secuenciamos las regiones dadoras y aceptoras de splicing de estos exones, sin encontrar
ninguna alteraciéon. A continuacién, analizamos las del exén 4 asi como una regién mas amplia
del intrén 4 que comprende nucleétidos que también estan implicados en el proceso de
splicing, y tampoco hallamos ninguna mutaciéon. Sin embargo, en el exén 5 habia una
mutacion nonsense en heterocigosis: la Adenina de la posicién 481 estaba sustituida por una
Timina (c.A481T) comportando el cambio de la Lisina 161 por un codén STOP (p.Lys161STOP)
(Figura IV.100). Esta mutacién no ha sido reportada previamente, sin embargo si que esta
descrito que codones STOP prematuros (PTC) generan splicing alternativos que esquivan el
ex6n con la alteracién, lo que podria explicar el fenémeno observado en la paciente. El padre y
la hermana también eran portadores de la mutacion p.Lys161STOP, lo que se correlacionaba
con lo observado en la RT-PCR (Figura 1V.96).

a)

Aa] Reverse simnd —

TN (|

b)
CONTROL PACIENTE
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AT C G AC A AGG C G aTococacHacc oo
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Figura IV.100. Esquema del gen NCF2 (a). Secuencia del exén 5 de NCF2. En la paciente habia una sustitucion de una
A por una T (c.A481T) en heterocigosis (b).

El analisis del fragmento entre los exones 6 y 13 resulté menos contradictorio. Al sospechar de
una duplicacién génica, buscamos en la bibliografia casos similares. Borgato y colaboradores
describieron una paciente de origen italiano que tenia una duplicacién en homocigosis de 1,1
Kb que incluia los exones 9 y 10 del gen NCF2 y que era responsable de CGD ya que la
paciente carecia de proteina p67rhox nativa (Borgato, 2001). Ante la posibilidad de que se
tratara de la misma alteracion, disehamos primers flanqueantes a los exones 9 y 10 y

realizamos amplificaciones con diferentes combinaciones de estos primers. Cuando
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amplificabamos con los primers 9F y 10R en la paciente aparecian dos bandas. La de menor
peso molecular, que también se hallaba en los individuos control, correspondia a la secuencia
nativa. La banda de mayor peso contenia el fragmento duplicado. Es decir, que entre el primer
9F y 10R se amplificaba el ex6n 9 y el 10, pero también el 9 y el 10 duplicados, incluyendo
parte de las regiones intronicas. Lo mismo sucedia con la amplificacién 10F-10R. Por tultimo,
realizamos una PCR que no puede dar lugar a ningtn producto en los individuos control, pero
que si tenia que darlo en la paciente si realmente existia esta duplicacién. Se trataba de
amplificar con los primers 9R y 10F. Confirmando nuestras sospechas, veilamos un producto de
amplificaciéon sélo en la paciente que incluia el ex6n 10 y el 9 que estaba duplicado (Figura
IV.101). Al secuenciar este producto de amplificacion identificamos el punto donde empezaba
la duplicacién que coincidia con el descrito en la paciente italiana. Segin estos autores, esta
duplicacién se encontraba entre 2 elementos parcialmente homoélogos a secuencias Alu, uno
delante del exén 9 y otro detras del exén 10, lo que justificaria este fené6meno.

a)
oF 10F OF 10F
— —> —> —
—@ 9 10 9 10 11—
< - - -
9R 10R 9R 10R
b)

Figura IV.101. Esquema de la unién de los primers disenados para NCF2 con la duplicaciéon (a). Amplificaciones entre
los primers flanqueantes a los exones 9 y 10. En la paciente aparecian productos de mayor tamano que se
correspondian con el alelo que contenia la duplicacion (b).

En la madre de la paciente se observaban los mismos productos de amplificacién encontrados
en su hija, lo que concordaba con el resultado de la RT-PCR. La hermana no era portadora de
esta alteracion.

6.4.6.- Western blot para p67rhox

A partir de los estudios genéticos sabiamos que la paciente tenia mutados los dos alelos del
gen NCF2. Lo que no sabiamos es como afectaban estas alteraciones en la expresion de la
proteina. Para ello, realizamos estudios de western blot a partir de extractos celulares de
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neutrofilos con un anticuerpo policlonal de conejo contra p67rhex. En los individuos control
este anticuerpo policlonal reconocia tanto p67rhex (67 KDa) como p40rhex (40 KDa) (Figura
IV.102). En la paciente, sin embargo, s6lo se observaba una banda de unos 60 KDa, que podria
corresponder a una forma trucada de p67rhox carente de los aminoacidos correspondientes a

algunos de sus exones (Figura IV.102).

\CP
-/
\ T

Figura IV.102. Expresiéon de p67rhex y p40rhox mediante western blot en neutrofilos. En la paciente habia una tnica
banda de un tamano inferior al esperado.

En el articulo en el que se describia la duplicacién génica de los exones 9 y 10 en homocigosis,
los autores afirmaban la ausencia total de p67rhox. Por este motivo, pensamos que la proteina
de 60 KDa observada en la paciente debia corresponder a la expresion del alelo paterno. La
forma mayoritaria de mRNA paterno era la carente del ex6n 5, cuya falta permite la
conservacion de la pauta de lectura. El calculo aproximado del peso molecular de la proteina
sin dicho ex6n era de unos 60 KDa. Todos estos datos hacian sospechar que la paciente
expresaba una proteina p67rhex mutada carente de los residuos correspondientes al ex6n 5 y
que no era capaz de unirse a p40rhex. ya que ésta no era detectada en el western blot, a
diferencia de lo que sucedia en los controles.

Es decir, que la paciente era un heterocigoto compuesto para 2 mutaciones en el gen NCF2
(p-Lys161STOP y la duplicacion génica de los exones 9 y 10) ninguna de las cuales generaba
proteina nativa.

6.4.7.- Estudio de individuos portadores

El analisis de individuos portadores en esta familia no era tan importante como en las
descritas anteriormente, ya que al ser una enfermedad autosémica recesiva y no haber
consanguinidad era bastante dificil que se volvieran a unir dos individuos heterocigotos para
mutaciones en el gen NCF2. Lo que si nos pareci6 relevante era conocer la procedencia de cada
una de las alteraciones y por ello decidimos estudiar a los abuelos. Los abuelos paternos
habian fallecido, por lo que sélo pudimos estudiar los maternos (Figura IV.103).

El estudio de los abuelos maternos se realizé mediante las PCRs diseiadas entre los exones 9

y 10 y mostré que era la abuela la portadora de la duplicacion génica.
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Figura IV.103. Arbol genealégico del caso clinico 25. La madre y la abuela materna eran portadoras de la duplicacién

génica, mientras que el padre y la hermana de la mutacién p.Lys161STOP.

6.5.- AR-CGD: Casos clinicos 26 y 27

6.5.1.- Descripcion del caso clinico

Presentamos el caso de dos hermanos, un varén y una mujer, nacidos en el ano 1990 (P26) y
1992 (P27), respectivamente. La mujer habia sufrido neumonias recurrentes, la primera de
ellas a los 20 dias de edad. A los 4 anos padeci6é una aspergilosis pulmonar y posteriormente
una fibrosis pulmonar no filiada. También a los 4 afios presento una sepsis por Salmonella sp,
que se repitié a los 8 y a los 11 afos de edad. A raiz de esta segunda sepsis junto con la
presencia de hepatititis granulomatosa, se decidié6 evaluar la capacidad oxidativa de sus
granulocitos y fue diagnosticada de Enfermedad Granulomatosa Cronica. El varén debuté con
una adenitis abcesificada a los 6 anos edad que llevo a su diagnostico de CGD. Se trata de los
dos tinicos hijos de una pareja de padres consanguineos.

A pesar de que ambos pacientes fueron diagnosticados de CGD en el aiio 1998, no se decidi6
determinar la causa genética de la misma hasta el 2007, que fue cuando fueron derivados a
nuestro hospital.

En la actualidad ambos presentan granulomas pulmonares y la mujer esta pendiente de un
trasplante pulmonar debido a una insuficiencia respiratoria que requiere administracion de

oxigeno. El varén presenta un acné muy marcado que requiere tratamiento agresivo.

6.5.2.- Determinacion de la capacidad oxidativa de los granulocitos

A pesar de que ambos pacientes estaban ya diagnosticados de CGD, lo primero que hicimos
fue repetir la prueba para determinar la capacidad oxidativa de los granulocitos en ambos
pacientes pero también en sus progenitores.

Utilizamos la técnica de la oxidacién de la Dihidrorodamina 123 (DHR) anteriormente descrita,
en la que se realiza una estimulacion con ésteres de forbol (PMA). La capacidad oxidativa de los
neutrofilos de ambos pacientes fue nula. En la madre y en el padre la estimulacion era correcta

y totalmente equivalente a la de los individuos control (Figura IV.104).
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CONTROL PACIENTE 26 PACIENTE 27 MADRE

Figura IV.104. Cuantificacion de la actividad oxidativa en los granulocitos por citometria de flujo tras la estimulacion

con PMA mediante la oxidacién de la DHR. Ninguno de los dos pacientes respondia al estimulo.

6.5.3.- Analisis del mRNA de p67rhox

Al igual que en el caso anterior, descartamos la forma ligada al X de esta enfermedad, puesto
que uno de los afectados era una mujer. Seguimos el mismo patréon de actuacién y vimos que
no tenian ninguna alteracién ni en el gen NCF1, que codifica la proteina p47prhox, ni en el gen
CYBA, que codifica la proteina p22phox,

Asi pues, el ultimo paso fue analizar el gen NCF2, que codifica la proteina p67prhox, y
empezamos por el estudio a nivel de cDNA, partiendo también de RNA extraido de leucocitos
totales. No encontramos ninguna alteracion de splicing en ninguno de los 3 fragmentos en los
que dividimos el ¢cDNA para su estudio. Sin embargo, al secuenciarlos vimos que ambos
pacientes presentaban una sustitucién en homocigosis en el ex6n 3: la Citosina de la posicion
229 estaba sustituida por una Timina (c.C229T) (Figura IV.105). Este cambio transforma la
Arginina 77 en un codén STOP (p.Arg77STOP). Esta mutacién, no descrita en la literatura, da
lugar a una proteina truncada incapaz de realizar sus funciones.

CONTROL PACIENTE 26 PACIENTE 27

=] =S G C C = G GG

Figura IV.105. Secuencia del cDNA de NCF2. Los pacientes mostraban una sustituciéon de una C por una G (c.C229G)
en homocigosis.

6.5.4.- Analisis del gen NCF2

Para confirmar la presencia de la mutaciéon p.Arg77STOP en ambos pacientes, asi como para
determinar si los padres eran portadores de dicha alteracion, analizamos el exén 3 de NCF2 a
nivel genomico. Los pacientes presentaban la mutacion p.Arg77STOP en homocigosis y los
padres en heterocigosis (Figura IV.106)

En la actualidad estamos a la espera de recibir muestras de toda la familia para completar el

estudio de individuos portadores de la enfermedad.
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CONTROL PACIENTE 26 PACIENTE 27 MADRE PADRE

Figura IV.106. Esquema del gen NCF2 (a) Secuencia del exén 3 de NCF2. Ambos pacientes tenian la mutacion ¢.C229G

en homocigosis, mientras que los padres en heterocigosis.
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7.- Incontinencia Pigmenti

La Incontinencia Pigmenti (IP; MIM: 308300) es una genodermatosis que segrega con una
herencia dominante ligada al X y que provoca mortalidad prenatal en los varones, por lo que
sb6lo aparecen afectadas las mujeres. Estd causada por mutaciones en el gen IKK-gamma,
también denominado NEMO (modulador esencial de NF-kB). En el afio 2000 se describié un
paciente con Displasia Ectodérmica Anhidrética con Inmunodeficiencia (EDA-ID) procedente de
una familia afectada por IP (Smahi, 2000). Este paciente con EDA-ID tenia mutaciones en
NEMO que no suprimian totalmente su control sobre NF-kB. Las mutaciones hipomérficas en
NEMO dan lugar a dos sindromes diferentes: las mutaciones missense, con cambio de
aminoacido, son responsables de EDA-ID (MIM: 300291) y las mutaciones nonsense, con
apariciéon de un codén STOP, causan una clinica mas severa con osteopetrosis y linfoedema
(EDA-ID-OL; MIM: 300301).

7.1.- IP: Caso clinico 28

7.1.1.- Descripcion del caso clinico

Presentamos el caso de una nifia de origen caucasico nacida en el aio 2004 que pocos dias
después del nacimiento presentoé vesiculas inflamatorias a lo largo de piernas y caderas.
Durante los primeros meses de vida la paciente desarroll6 lesiones dérmicas de tipo vesicular y
verrugas en otras zonas de la piel y cuero cabelludo. Estas lesiones junto con la denticién en
forma cénica de la madre hicieron sospechar que ambas padecian Incontinencia Pigmenti (IP)
(Figura IV.107).

Figura IV.107. Fotografias donde se observan las lesiones dérmicas de tipo vesicular de la paciente y la denticion en
forma cénica de su madre.

Ademas, la paciente fue diagnosticada de una retinopatia de origen hemorragico en el ojo
derecho. Después del tratamiento el problema se resolvié sin mayores complicaciones. En las
posteriores revisiones pediatricas sélo se destacaba el caracter ralo de su pelo.

Se trata de la tercera hija de padres no consanguineos. Ni sus 2 hermanos ni ninguno de los 4
hermanos de su madre (tios maternos) habian referido sintomatologia alguna (Figura IV.108)
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Figura IV.108. Arbol genealégico del caso clinico 28. Su madre también padecia la enfermedad.

7.1.2.- Analisis del gen NEMO

La IP esta causada por alteraciones en el gen NEMO. En un 85% de los casos se trata de un
reordenamiento intragénico entre el intrén 3 y el extremo 3’'UTR que provoca la delecion de los
exones 4 al 10 y que se genera por un mal alineamiento intracromosémico durante la meiosis

paterna (Figura IV.109)
13 kb
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Figura IV.109. Esquema del reordenamiento intragénico del gen NEMO.

El estudio mediante RT-PCR era muy complicado ya que la delecion afecta al extremo 3'UTR
del transcrito. La amplificaciéon exén por exén tampoco era resolutiva porque las mujeres
tienen 2 copias del gen, una de las cuales es correcta, con lo que el alelo delecionado pasa
desapercibido. Por ello, Smahi disefi6 una PCR especifica entre el exén 3 y el extremo 3'UTR
que permitiera identificar la delecion mediante la deteccion de una banda de unas 2 Kb
(Smahi, 2000). Dos anos después, Bardaro describi6 2 casos en los que esta PCR habia fallado
en el diagnoéstico y propone cambiar el primer forward, de manera que se una al intrén 2 en vez
de al ex6n 3, generando una banda de mayor tamano (2,6 Kb). Lo que sucedia era que si el
pseudogen de NEMO sufria la misma recombinacion intragénica podia ser detectado por la PCR
de Smahi y ser confundido con el gen NEMO que no estaria delecionado (Bardaro, 2003).

Puesto que la delecion que afecta a los exones 4 al 10 es la alteracion mas frecuente en IP,
realizamos la PCR con los primers descritos por Bardaro. Tanto la paciente como la madre
presentaban la banda de 2,6 Kb que indica la presencia de dicha delecién (Figura 1V.110).
Mediante esta técnica quedaba confirmado el diagnéstico de IP en ambas pacientes y la causa
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genética del mismo. No hemos podido analizar la presencia de la alteracién en la abuela

materna por carecer de muestra, aunque consideramos que seria muy interesante.

c1c2 P M
LA

Figura IV.110. PCR descrita por Bardaro que permite identificar la delecion del exon 4 al 10. Tanto en la paciente (P)
como en su madre (M) hay amplifiacién, lo que demuestra la presencia del reordenamiento intragénico.
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Discusion

1.- Inmunodeficiencias Primarias

Las Inmunodeficiencias Primarias (IDPs) son un grupo de enfermedades causadas por defectos
congénitos del sistema inmune. Estan descritas mas de 200 entidades diferentes cuya
caracteristica comun es la susceptibilidad incrementada a uno o varios tipos de infecciones.
Todas ellas se encuadran entre las Enfermedades Raras dada su baja frecuencia. Su
prevalencia conjunta (de todas las Inmunodeficiencias Primarias, con la salvedad del Déficit de
IgA) estaria alrededor de 1 entre 10.000 nacimientos.

Desde que en los afnos 50 se describiera la primera IDP, la conocida como Enfermedad de
Bruton o Agammaglobulinemia ligada al X (XLA), se han realizado muchos avances tanto
cientificos como tecnolégicos que han permitido el estudio y caracterizacién de este amplisimo
grupo de patologias. De hecho, actualmente nos encontramos en una era de crecimiento
exponencial de nuestro conocimiento sobre las bases moleculares y genéticas de los defectos
del sistema inmune. La capacidad para redefinir las enfermedades genéticas en términos
moleculares ha hecho posible mejoras en el diagnostico, en el reconocimiento del espectro de
manifestaciones clinicas que pueden darse en un determinado gen afectado, en el consejo
genético y en las nuevas estrategias terapéuticas, incluida la terapia génica y la seleccion de
embriones sanos, que en algunos casos se pueden utilizar con fines terapéuticos (nifios
medicamento). Es previsible pensar que a medida que se vayan sofisticando las herramientas
diagnoésticas encontraremos Inmunodeficiencias Primarias vinculadas a la mayoria de los
genes implicados de manera relevante y no redundante en las respuestas inmunolégicas.
Histéricamente, las IDPs se han definido y clasificado segin la alteracion inmunoléogica
responsable. En la Gltima clasificacion, del afio 2009 (Notarangelo, 2009), las IDPs se agrupan
en 8 grandes tipos de patologias, y dentro de cada uno de estos grupos podemos encontrar
diferentes tipos de herencia genética. Aunque la mayoria de Inmunodeficiencias Primarias
presenta una herencia mendeliana clasica, hay varias IDPs, entre ellas algunas de las mas
frecuentes, como la Inmunodeficiencia Comun Variable (CVID), que obedecen a una herencia
poligénica. Entre las que presentan una herencia mendeliana tenemos tanto enfermedades
ligadas al X (como las que se analizaron preferentemente en la presente Tesis) como
autosémicas, y aunque dentro de éstas predominan las que tienen una herencia recesiva,
también hay numerosas IDPs que presentan una herencia de tipo dominante. Incluso aparece
una patologia, el Sindrome Linfoproliferativo Autoinmune (ALPS), en la que se encuentran
mutaciones somaticas. De hecho, es la primera enfermedad no neoplasica en la que aparecen
este tipo de mutaciones.

En la presente Tesis se estudiaron pacientes con sospecha diagnoéstica de IDP, pertenecientes
a los diversos grupos de la clasificaciéon actual, mayoritariamente varones, y por tanto, de
probable herencia ligada al sexo. En estos casos, al tratarse, en general, de las patologias mas
frecuentes en cada uno de los grupos de la clasificacion, el primer diagnostico diferencial se
establece con las enfermedades ligadas al X. En base a la historia clinica reportada y a un
estudio inmunolégico basico (fundamentalmente analisis de poblaciones linfocitarias y niveles
de inmunoglobulinas en suero), establecimos una sospecha diagnostica mas orientada y
realizamos pruebas inmunolégicas complementarias, asi como determinaciones moleculares y

genéticas que permitieron el diagnostico definitivo. Ademas, en todos aquellos casos en los que
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fue posible, se estudi6 a los familiares con el objetivo de identificar portadores (en la mayoria
de los casos portadoras, ya que se trata de enfermedades ligadas al sexo) de las diferentes
patologias. Finalmente, en aquellos pacientes en los que estaba indicado y a los que se les
realiz6 un trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) se ha seguido su evolucion y el
estado de recuperacion de su sistema inmune hasta el momento de la redaccion de la presente

Tesis.

2.- Inmunodeficiencias Severas Combinadas

Las Inmunodeficiencias Severas Combinadas (SCID) son un grupo de enfermedades
caracterizadas fundamentalmente por una severa deplecién los linfocitos T, que puede ir
acompanada o no de otras alteraciones leucocitarias. En este grupo de enfermedades son casi
patognomoénicas las infecciones por patégenos oportunistas, producidas tanto por virus como
por bacterias u hongos, y que aparecen desde los primeros meses de vida. La forma mas
frecuente (la mitad de los casos de SCID) es la ligada al X (X-SCID), pero existen muchas otras
como la deficiencia en JAK3, la Disgenesia Reticular o el Sindrome de Omenn, cada una de
ellas con caracteristicas propias que permiten diferenciarlas del resto, y que en algunos casos
se acompafnian de manifestaciones muy especificas que facilitan el diagnoéstico (microcefalia,
facies tipica, alteraciones cutaneas, etcétera). En el presente apartado se discuten los casos

clinicos del 1 al 6.

El caso clinico 1 es un paciente que debuté a los 7 meses de edad con una meningitis por
Listeria monocytogenes. En el hospital de origen se estableci6 una sospecha diagnéstica de
SCID, que fue confirmada en nuestro centro, en base a los bajos niveles de linfocitos T, células
NK y de inmunoglobulinas séricas, a pesar de un numero normal de linfocitos B (SCID T-
B+NK-). El analisis del gen que codifica la cadena gamma comun del receptor de la IL-2, IL-
2GR, responsable de X-SCID, mostré una alteraciéon en el exé6n 3 (c.373insA), lo que provocaba
la aparicion de un codon STOP prematuro (p.Lysl120fsX46), incompatible con una proteina
funcional. Esta mutaciéon ya habia sido descrita en la literatura en pacientes con X-SCID
(Puck, 1997). El estudio de los familiares revelé que tanto la madre como la abuela y la
bisabuela del paciente eran portadoras de la mutaciéon, y que por tanto habian trasmitido la
enfermedad. El paciente fue sometido a un trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) a
los 10 meses de edad y su evolucion hasta la fecha esta siendo muy favorable.

El caso clinico 2 sufri6 a los 6 meses de edad una neumonia por Pneumocystis jirovecci, un
patégeno muy caracteristico en las SCIDs. El analisis inmunolégico no era tan evidente como
en el caso anterior, puesto que existia un numero mas elevado de linfocitos T de lo esperable
en un SCID convencional. El estudio mas detallado de las poblaciones linfocitarias sugeria que
podrian tratase de linfocitos T procedentes de un implante materno, ya que expresaban el
marcador de células T memoria CD45R0. Ademas, el nifo presentaba un numero
practicamente normal de células NK (SCID T-B+NK+). A pesar de ello y puesto que el paciente
era un varén y, como ya hemos comentado, la forma mas frecuente de SCID es la ligada al
cromosoma X, decidimos estudiar el gen IL-2GR. El analisis genético mostré que el paciente
presentaba la mutacién c¢.C664T, que comportaba el cambio p.Arg222Cys. Dicha alteracién ya
habia sido descrita como responsable de X-SCID, y mas especificamente asociada a formas de

presentacion no convencional de la enfermedad (Clark, 1995). En este caso Unicamente la
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madre era portadora de la alteracion genética (mutacién de novo en la madre). Al igual que el
caso anterior, el paciente fue sometido a un TPH a los 11 meses de edad y la evolucién también
esta siendo muy buena a pesar de haber presentado una reacciéon cutanea secundaria a una
enfermedad de injerto contra huésped de grado I-II, que respondi6 bien al tratamiento
inmunosupresor.

El caso clinico 3 es, a diferencia de los 2 anteriores, una mujer, por lo que a pesar del
diagnéstico de SCID T-B+NK-, establecido en el hospital de origen, quedaba descartado, en
principio, el analisis del gen IL-2GR. La similitud clinica e inmunolégica con la X-SCID (tipo de
infecciones, linfopenia que afecta a células T y NKs mas agammaglobulinemia a pesar de la
conservacion de los linfocitos B) llevd a estudiar la cascada de senalizacion a través del
receptor de IL-2, que resulté ser defectuosa en la paciente. Mas concretamente el estudio se
llevdé a cabo en células B inmortalizadas mediante el virus de Epstein-Barr (EBV). Este dato
nos condujo a estudiar el gen JAK3, ya que codifica para la Ginica molécula por la que senaliza
la cadena y del receptor de la IL-2 (IL-2Ryc). La paciente presentaba una insercién de 4 bases
en el exén 10 de dicho gen (c.1367insGGCA), lo que provocaba la generacion de una proteina
truncada incapaz de realizar sus funciones (p.Thr456{fsX520). Ambos padres son portadores de
dicha alteracion genética. Desafortunadamente, y a pesar de habérsele realizado un TPH, la
paciente no consiguié superar una infeccion por CMV post-TPH y murié como consecuencia de
las complicaciones neurolégicas secundarias.

Tal y como hemos visto, los pacientes con SCID T-B+NK- presentan una susceptibilidad
incrementada a patégenos oportunistas desde edades muy tempranas. Cuando se sospecha de
esta patologia, y especialmente cuando se trata de varones, se debe priorizar el estudio de X-
SCID, aunque exista un numero normal o no demasiado disminuido de linfocitos T, ya que
éstos pueden ser de origen materno (implante materno secundario a la Inmunodeficiencia
Celular) y confundir el diagnéstico. Si se trata de mujeres, se debe analizar la cascada de
sefializacién del receptor IL-2Ryc para saber si esta se encuentra alterada y si es preciso
continuar con el estudio genético de JAK3. En el caso de que dicha cascada sea normal, se
pasaria a analizar los genes implicados en otras formas de SCID con herencia autosémica
recesiva, como IL-7RA.

El caso clinico 4 también es una nifia y al igual que en el caso anterior, fue diagnosticada de
SCID en el hospital de procedencia. A pesar de no haber podido identificar el defecto genético
responsable de la enfermedad, la paciente fue trasplantada, lo que es imperativo aunque se
desconozca el diagnéstico exacto del subtipo de SCID. La revisién de la historia clinica por
parte de nuestro equipo, hizo replantearnos el diagnostico previo y en base a la intensa
linfopenia de células T, pero sobretodo teniendo en cuenta la severa neutropenia que
presentaba, pensamos que podia tratarse de un caso de Disgenesia Reticular. Al estar la
paciente ya trasplantada y haberse establecido en sangre periférica una situacion de
quimerismo entre sus leucocitos y los leucocitos del donante, decidimos estudiar primero a los
padres, que ademas por el hecho de ser consanguineos (primos hermanos), se postulaban
como portadores obligados de la posible mutaciéon. El analisis del gen AK2 en los padres
mostré una alteracién en heterocigosis en la primera base del exén 1 (c.A1T) en ambos
progenitores y pudimos demostrar que esta mutacion aparecia en homocigosis en una muestra
pre-TPH de la paciente. Esta sustitucién que invalida el codén de inicio de la traduccién de la
proteina ya habia sido reportada en uno de los dos articulos originales en los que se describia

a AK2 como responsable de Disgenesia Reticular, aunque en su caso en heterocigosis

201



Discusion

(Pannicke, 2009). En la Disgenesia Reticular esta afectado severamente el desarrollo de los
linfocitos T y los neutrofilos, pero de manera mucho menos importante el de los linfocitos B y
los monocitos. En concordancia con estos datos, y después del TPH, el quimerismo que
encontrabamos en la sangre periférica de la paciente era porcentualmente distinto en funcién
de la poblacion celular estudiada y por ello nos planteamos analizar la secuencia del gen AK2
en cada una de estas poblaciones leucocitarias. Este estudio demostré que sé6lo aquellas
poblaciones celulares que se habian visto gravemente afectadas por el defecto genético
(linfocitos T y neutréfilos) eran sustituidas casi completamente por las del donante, mientras
que aquellas que no lo estaban permanecian siendo mayoritariamente del receptor (linfocitos B
y monocitos). Esta observacion ya habia sido descrita por nuestro grupo a través del analisis
de microsatélites en poblaciones leucocitarias aisladas varios afios antes de que se descubriera
que el gen responsable de la Disgenesia Reticular era AK2 (De La Calle-Martin, 1997) y fue
posteriormente ampliada a otras poblaciones leucocitarias como las células dendriticas y las
células de Langerhans (Emile, 2000).

El caso clinico 5 fue derivado a nuestro hospital debido a las multiples infecciones que habia
sufrido en los primeros meses de vida. El analisis inmunolégico basico mostré un bajo ntimero
de linfocitos T y una completa ausencia de linfocitos B junto con agammaglobulinemia, lo que
indicaba que se trataba de una SCID T-B-NK+, y nos hacia sospechar de un defecto en los
mecanismos de reordenamiento de los receptores antigeno-especificos (Igs y TCRs). Los
linfocitos T presentes en la sangre periférica del paciente eran propios (se excluyé mediante el
estudio del quimerismo la posibilidad de un implante materno), tenian marcadores de madurez
(CD45RO0) y eran claramente anérgicos (al carecer completamente de respuesta ante diversos
estimulos mitogénicos), por lo que supusimos que habrian sufrido una expansion en periferia.
Los antecedentes de consanguinidad y de muertes perinatales en la familia, que afectaban
tanto a varones como a mujeres, también apoyaban la sospecha de una forma autosémica
recesiva de la enfermedad (SCID-AR). Por todos estos motivos pasamos a estudiar los genes
RAG. El analisis del gen RAG-1 mostré una delecion en homocigosis de la Timina 631
(c.631delT) que comporta un codén STOP prematuro (p.Glul74fsX27). Las mutaciones en los
genes RAG son responsables tanto de SCID T-B-NK+ como del Sindrome de Omenn, en funcion
de como se ve afectada la expresion y/o funcionalidad de dichas proteinas. Asi, las mutaciones
que impiden la expresion de las proteinas RAG-1 o RAG-2 son responsables de SCID, mientras
que aquellas que permiten una actividad residual de su actividad enzimatica o tal vez
conservar parte de sus funciones, lo son de Sindrome de Omenn. La mutacién c.631delT ya
habia sido publicada y ampliamente estudiada en un paciente procedente de la misma region
geografica que los progenitores de los hermanos 5 y 6 (Noordzij, 2000), por lo que suponemos
que se trata de una mutacion con efecto fundador presente en el norte de Africa y que afecta a
la poblacion bereber. Segun estos autores, esta mutacion origina la sintesis de una proteina
mas pequena, a partir de un codén de inicio secundario, que se encuentra situado mas alla de
la delecién de la Timina (AUG!83). Es decir, que a la proteina RAG-1 presente en estos pacientes
le faltan algunos aminoacidos del extremo N-terminal, pero mantiene intacta la regiéon Core.
Esta proteina truncada conserva parte de sus funciones, de manera que probablemente es
capaz de recombinar algunos TCRs. Estos linfocitos T generados en el timo son células T
anérgicas y potencialmente autorreactivas. El caso clinico 5 fue trasplantado y se recuper6
muy rapidamente, alcanzando niveles normales de linfocitos B antes de los 2 meses post-TPH.
Ademas, estos linfocitos B eran plenamente funcionales como demostraba el hecho de que el
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nino comenzo6 rapidamente a producir inmunoglobulinas, incluso IgA. A los 21 meses post-TPH
el paciente volvio a ser ingresado por fiebre que no remitia, detectandosele una gran
adenopatia laterocervical y una neumonia bilateral. El analisis inmunolégico mostré una
pérdida de los linfocitos B (que pertenecian al donante) y niveles elevados de IgE (364 Ul/mlL)
que indicaban que la enfermedad habia recidivado y ademas, en ese momento, bajo la forma de
un Sindrome de Omenn, una presentacion mucho mas agresiva que la de su patologia
primaria. Falleci6 2 meses después del ingreso por fallo multiorganico provocado por un
infiltrado linfocitario masivo.

El analisis de los familiares indico6 que ambos padres eran portadores de la enfermedad, y que
también lo eran 3 de sus 6 hermanos vivos. Posteriormente la pareja tuvo otro hijo, el caso
clinico 6, que desde el momento de su nacimiento sufrié6 una eritrodermia exfoliativa
generalizada acompanada de complicaciones sistémicas. En este caso, y de manera
sorprendente, el paciente presentaba linfocitosis T, pero también mostraba una completa
ausencia de linfocitos B, asi como agammaglobulinemia. Al igual que ocurria en su hermano,
los linfocitos T eran propios y de memoria y ademas estaban muy activados, lo que indicaba
una expansion en periferia. El estudio del exén 2 de RAG-1 confirm6 que tenia la misma
alteracion en homocigosis que el caso 5 (c.631delT). Sin embargo, todos estos datos indicaban
que, y a diferencia de su hermano mayor, se trataba de una forma intermedia entre SCID y
Sindrome de Omenn, un Omenn-like, ya que presentaba caracteristicas de Sindrome de Omenn
(eritrodermia y fenotipo T+B-) pero faltaban la hepatoesplenomegalia, la hipereosinofilia y el
aumento de IgE. El paciente falleci6 antes de poder iniciar el tratamiento acondicionador para
el TPH. A principios del afio 2010 naci6 una prima hermana de los casos clinico 5 y 6 que
presentaba una grave y extensa eritrodermia exfoliativa, acompanada de linfopenia T, ausencia
de linfocitos B, pero, y a diferencia de sus primos, niveles elevados de IgE (604 UI/mlL). Es
decir, que se trataba de un caso tipico de Sindrome de Omenn neonatal. El analisis del gen
RAG-1 corrobor6é la presencia de la mutacion c.631delT. Los padres eran también
consanguineos y presentaban la mutacion en heterocigosis. Esta paciente fallecio después de
iniciarse el tratamiento acondicionador para el TPH, que no lleg6 a realizarsele.

La variabilidad fenotipica que provoca esta mutacion, y en general las mutaciones que pueden
dar origen a un Sindrome de Omenn es debida, en parte, al caracter aleatorio de la generacion
del repertorio de TCRs y también al espectro de patogenos con los que se enfrenta el paciente.
El reordenamiento del TCR determinara el reconocimiento del linfocito T y con él, su potencial
autoreactividad. Es por ello que la misma alteracién es capaz de dar lugar a diferentes
presentaciones clinicas (SCID, Sindrome de Omenn o Sindromes mixtos SCID/Omenn), e
incluso que diversas presentaciones puedan darse en el mismo individuo, como se ha descrito

en el caso clinico 5 después del TPH.

3.- Sindromes de hiper-IgM

Los Sindromes de hiper-IgM se caracterizan por infecciones recurrentes y niveles séricos muy
bajos de IgG, IgA e IgE y normales o elevados de IgM y, en general, estan causados por defectos
en las proteinas implicadas en la generacion del repertorio de anticuerpos. La forma mas
frecuente es la ligada al X (XHIM) y esta provocada por alteraciones en la molécula CD40
ligando (CD40L). EI XHIM también esta encuadrado dentro del grupo de las inmunodeficiencias
combinadas de células T y B, ya que se trata de un defecto funcional de los linfocitos T, que
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repercute en la funcionalidad de los linfocitos B. En este apartado se presentan los casos
clinicos 7 y 8.

El caso clinico 7 es un varén que habia sufrido neumonias, bronquitis, otitis y diarreas
recurrentes desde el primer ano de vida. En el hospital de origen fue diagnosticado de
Sindrome de hiper-IgM en base a la ausencia de IgG, IgA y los niveles elevados de IgM. En el
mismo hospital se instaur6 tratamiento con inmunoglobulinas intravenosas (IVIG) y con G-CSF
para corregir la neutropenia que presentaba, y que suele ser tipica en este tipo de pacientes. El
caso clinico 8, hermano menor del anterior, debuté a los 6 meses con bronquitis. El analisis
de las Igs mostré una ausencia de todos los isotipos, a excepcion de la IgM que era normal. En
base a estos datos y debido a la historia clinica de su hermano mayor, se estableci6 el
diagnostico de Sindrome de Hiper-IgM y se le aplic6 el mismo tratamiento.

Posteriormente, fueron derivados a nuestro hospital donde llevamos a cabo la caracterizacion
molecular y genética de la enfermedad. La expresion inducida de CD40L en linfocitos T CD4+
resulté ser nula en ambos pacientes, mientras que en la madre se vio una expresion bimodal,
lo que sugeria que era portadora de la alteracion. Esta expresion bimodal suele ser debida a la
inactivacion aleatoria del cromosoma X en los linfocitos T CD4+, ya que la ausencia de esta
proteina no impide su correcta maduracién y permite el paso de estas células desde el timo a la
periferia. Por el contrario, la expresiéon de CD40L en la abuela materna era totalmente normal y
equivalente a la encontrada en los individuos control. El analisis del gen TNFSF5, que codifica
para CD40L, mostré una gran delecién en los pacientes, la cual abarcaba desde poco antes de
la zona aceptora de splicing del intrén 3 (justo antes el ex6n 4) hasta un punto no determinado,
pero situado por delante del promotor génico. Aunque no pudimos determinar el extremo 5’ de
la delecién, si que pudimos establecer que solo implicaba a TNFSFS5, y no a los genes situados
upstream. En la literatura esta descrita una delecion de unas 10Kb por delante del exon 4,
muy similar a la de nuestros pacientes (Seyama, 1998), pero el origen étnico de los pacientes
es completamente diferente por lo que debe tratarse de una casualidad o mas probablemente
de una recombinacion entre secuencias Alu u otro tipo de secuencias homoélogas.

Ante la imposibilidad técnica de disefiar una PCR que nos permitiera identificar la delecion en
el resto de la familia, decidimos realizar el estudio de posibles portadoras de la enfermedad
mediante el analisis de la expresion de CD40L, ya que esta aproximacion nos habia permitido
identificar a la madre como portadora de la patologia, asi como descartar a la abuela materna.
Los analisis parecian indicar que ningin otro familiar era portador de la enfermedad. La
determinacion del origen de la delecion acab6 de corroborar estos datos, ya que la presencia de
un polimorfismo poco frecuente (p.Gly219Arg) en la madre (para el cual era heterocigota) nos
permiti6 seguir el origen de los dos diferentes alelos (el que tenia el polimorfismo y el que
llevaba la delecion) y nos llevé a concluir que dicha delecion se produjo, probablemente, en el
abuelo materno durante la espermatogénesis del gameto a partir del que se concibi6 la madre
de los pacientes. Estudiamos dicho polimorfismo en un grupo de controles (varones y mujeres)
y concluimos que el polimorfismo p.Gly219Arg tiene una frecuencia de 2 por cada 150
cromosomas en la poblacién espafola y no parece alterar la funcionalidad de la proteina,
aunque estamos pendientes de concluir dichos estudios.

Debido a la gravedad de la enfermedad, ya que se trata de una inmunodeficiencia combinada
de células T y B, se decidi6 trasplantar a ambos pacientes. El caso clinico 7 fue sometido a un
TPH de un donante no emparentado con una identidad HLA 9 de 10. La presencia de una
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infeccion latente previa al TPH provocé su expansion durante este proceso que acabd
provocandole la muerte. En la actualidad el caso clinico 8 esta pendiente de recibir un TPH
que, por voluntad expresa de la familia, sera de un embriéon sano seleccionado y HLA-

compatible (seleccién dirigida de embriones para aplicacion terapeutica).

4.- Agammaglobulinemia ligada al X

Las Agammaglobulinemias Congénitas se caracterizan por un déficit de todos los isotipos de
inmunoglobulinas y una ausencia de linfocitos B y células plasmaticas. Estos pacientes sufren
infecciones bacterianas graves que suelen comenzar a partir de la desaparicion de la IgG de
origen materno, lo que suele implicar una ausencia de infecciones en los primeros meses de
vida. La Agammaglobulinemia ligada al X (XLA) o Enfermedad de Bruton fue la primera IDP
descrita y también la primera en la que se identifico el defecto genético responsable. Esta
causada por alteraciones en la proteina kinasa Btk, proteina imprescindible para el desarrollo
de la célula B, pero no para el desarrollo de otras células hematopoyéticas en las que también
se expresa. Basicamente se trata de células de estirpe mieloide, como los monocitos y los

granulocitos. En este apartado se presentan los casos clinicos 9y 10.

El caso clinico 9 es un varén que debuté a los 15 meses con un cuadro de diarrea crénica y
fiebre. La ausencia de linfocitos B, asi como los bajos niveles de Igs, sugierieron el diagnéstico
de XLA en el hospital de origen, donde se instauré el tratamiento sustitutivo con IVIG. El
estudio inmunolégico que le realizamos en nuestro hospital si mostré linfocitos B, alrededor de
un 0,5%, igualmente compatible con el diagnéstico de XLA. Para confirmar dicho diagnéstico,
analizamos la proteina Btk en leucocitos de sangre periférica, siendo el resultado
completamente negativo en el paciente, mientras que en la madre aparecia una expresion
bimodal. El analisis por citometria mostraba que s6lo un 18% de los monocitos de la madre
expresaban Btk, mientras que todos sus linfocitos B lo hacian. Esto es debido a que la
inactivacion del cromosoma X en los monocitos si es aleatoria (al no ser la Btk necesaria para
su desarrollo), pero no lo es en los linfocitos B, que necesitan expresar Btk nativa para
desarrollarse, completar el reordenamiento de las cadenas ligeras de las inmunoglobulinas y
poder asi llegar a periferia. E1 western blot para Btk corrobor6 su completa ausencia en el
paciente y la menor cantidad de proteina en las células mononucleares de la madre respecto a
los controles. El analisis genético reveld la presencia de una duplicacion de una Adenina en el
exon 7 (c.557dupA) en hemicigosis en el paciente y en heterocigosis en su madre. Esta
mutacién, que comporta la aparicion de un STOP prematuro, ya habia sido asociada a XLA
(Conley, 1994). No pudimos determinar si se trataba o no de una mutacion de novo en la
madre, puesto que ailn no hemos podido analizar a la abuela materna.

El caso clinico 10 es un varén adulto que habia sufrido infecciones respiratorias de vias
altas, diarreas y otras infecciones bacterianas graves desde su primer afio de vida hasta que
con 17 anos se le comenzaron a administrar IVIG. Fue en ese momento cuando se le
analizaron por primera vez los niveles de linfocitos B, que resultaron ser indetectables. El
analisis de los niveles séricos de inmunoglobulinas realizados a los 15 afios de edad soélo
mostraba niveles bajos de IgG por lo que fue diagnosticado de Inmunodeficiencia Comun
Variable (CVID). Con casi 40 afnos de edad, el paciente trasladé su residencia a Barcelona y fue

derivado a nuestro hospital para controlar su tratamiento con IVIG. El analisis inmunolégico
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basico que le hicimos mostré niveles indetectables de linfocitos B, pero también de IgA e IgE.
Los de IgM eran bajos aunque constantes (18-20 mg/dL) y la IgG era aportada exdégenamente.
Por todo ello, nos replanteamos el diagnostico establecido y pensamos que podia tratarse de
una XLA en lugar de una CVID. A pesar de ello, el analisis de expresion de la proteina Btk en
leucocitos de sangre periférica era equivalente a la encontrada en los controles. Aun asi,
realizamos el estudio genético, ya que una expresion correcta de la proteina no implica
necesariamente que esta sea funcional. Este estudio mostré6 una mutaciéon en hemicigosis
(c.G863A) que comportaba una sustituciéon aminoacidica (p.Arg288Gln), que ya habia sido
previamente asociada a XLA (Conley, 1998b). Dicha mutacion altera el dominio de interaccién
SH2, lo que la convierte en una proteina que se transcribe y se traduce correctamente, y que
alcanza niveles normales, pero que es funcionalmente inactiva. El estudio del exén 10 de BTK
en la madre indicé que era portadora de la enfermedad y en estos momentos estamos a la
espera de estudiar a la familia materna para determinar la existencia de otras portadoras de la
patologia.

Los 2 casos aqui analizados de XLA debutaron de forma muy similar, pero se diagnosticaron
de manera muy distinta. El primero fue rapidamente diagnosticado y tratado, lo que ha
permitido un control exhaustivo y la ausencia de infecciones. El segundo caso fue mal
diagnosticado y el tratamiento se inicié muy tarde, por lo que padeci6 infecciones muy graves

que requirieron mediadas drasticas, como la lobectomia inferior izquierda.

5.- Sindrome de Wiskott-Aldrich

El Sindrome de Wiskott-Aldrich (WAS) se caracteriza por una triada muy caracteristica:
trombocitopenia con plaquetas pequenas, eczema e inmunodeficiencia. Esta causado por
mutaciones en el gen WAS, que codifica la proteina WASP, la cual estd implicada en el
reordenamiento del citoesqueleto de actina de las células hematopoyéticas, una vez que éstas
se activan. Mutaciones en este gen también son responsables de Trombocitopenia ligada al X
(XLT), enfermedad en la que existe trombocitopenia con plaquetas pequenas, puede haber o no
eczema y no hay inmunodeficiencia; y de Neutropenia ligada al X (XLN), en la que sélo se
detecta neutropenia congénita. Es el tipo de mutaciones el que determina la presentacién y la
sintomatologia clinica y, por tanto, la patologia. Las mutaciones que impiden la sintesis de
proteina son responsables de WAS, mientras que aquéllas que generan proteinas ligeramente
alteradas o bajos niveles de proteina nativa (por ejemplo, en los casos en los que hay una
alteracion a nivel de splicing), lo son de XLT. La XLN esta causada exclusivamente por
mutaciones missense en el dominio de unién de GTPasa. En este apartado se presentan los

casos clinicos 11 a 15.

El caso clinico 11 presentaba trombocitopenia con plaquetas pequenas, eczema y diarreas
sanguinolentas de etiologia desconocida. El analisis inmunolégico era normal a excepcion de
los elevados niveles de IgE, tipicos del WAS. Asimismo es de destacar un elevado porcentaje de
células NK, muy superior al encontrado en controles sanos de su misma edad. El estudio de la
capacidad proliferativa de los linfocitos T mostré que estos respondian correctamente frente a
mitégenos, pero de una forma no adecuada a los aloantigenos, un rasgo también caracteristico
del WAS. El estudio de la proteina WASP mostré niveles indetectables en el paciente y
equivalentes a los individuos control en la madre de éste. El estudio genético del mRNA de
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WASP demostré una alteracion de splicing que consistia en la incorporacion de 38 bp del intrén
6, entre las que habia un codén STOP en pauta. Esta alteracion estaba causada por una
mutaciéon en el quinto nucleétido del intron 6 (IVS6+5G>A). La madre era portadora de la
enfermedad. Esta mutacién ya habia sido descrita en pacientes con XLT, pero no en pacientes
con WAS (Imai, 2003a; Kwan, 1995). Nuestro paciente presentaba todas las caracteristicas
clinicas e inmunolégicas del WAS y, ademas, en la madre habia una inactivaciéon sesgada del
cromosoma X en los linfocitos T, dato diferencial con las portadoras de XLT, en las que es
aleatoria. En los pacientes XLT descritos con esta mutacién existe una sintesis minima de
mRNA que permite una traduccién residual de proteina nativa que es capaz de realizar algunas
funciones. En nuestro paciente no existian restos de proteina WASP tal y como se observa en el
western blot, de ahi que se tratara de un WAS. Este caso demuestra claramente que en las
Inmunodeficiencias Primarias el estudio genético elemental (el mero analisis de mutaciones a
nivel de DNA genémico) a menudo ignora aspectos funcionales y/o moleculares relevantes para
la patologia, el pronéstico y la evolucién de los pacientes. El estudio de familiares indic6é que
s6lo la madre era portadora de la alteraciéon (mutacion de novo en la madre). El paciente fue
sometido a un TPH con 10 meses de edad. La evolucion post-TPH ha sido muy buena
permitiendo una normalizaciéon completa tanto de la clinica como de la funcién del sistema
inmune y de las plaquetas. El estudio de la proteina WASP post-TPH demostr6 la correcta
implantacioén de los linfocitos T del donante.

El caso clinico 12 es un varén que habia sido diagnosticado de Puarpura Trombocitopénica
Idiopatica (PTI) a los 10 meses de edad en su pais de origen, pero que ademas presentaba
eczema y multiples cuadros de sobreinfecciones respiratorias y cutaneas. A los 11 afnos emigro
a nuestro pais, donde se replante6 el diagnéstico y fue derivado a nuestro hospital con
sospecha de WAS. El analisis inmunolégico mostré niveles muy elevados de IgA e IgE y, al igual
que en el caso anterior, un porcentaje incrementado de células NK. El analisis molecular de
WASP mostr6 una ausencia total en los leucocitos del paciente. En el estudio del mRNA de
WASP vimos un splicing incorrecto debido a una falta del exén 3, lo que comportaba un
desplazamiento en la pauta de lectura y un STOP prematuro. El analisis del gen WAS revel6
una insercion de una Timina después de la segunda base del intron 3 (IVS+2-3insT), en
hemicigosis en el caso del paciente y en heterocigosis en su madre. Esta mutacion ya habia
sido descrita en pacientes con WAS (Remold-O'Donnell, 1997). No dispusimos de muestra de la
abuela materna para seguir el analisis de la mutacién en esta familia. El paciente fue
trasplantado de su hermana HLA idéntica, que ademas no era portadora de la alteracion.

El caso clinico 13 también fue diagnosticado de PTI porque, aunque padecia una
trombocitopenia con plaquetas pequenas, no presentaba eczemas. Al cursar con un sindrome
febril fue remitido a nuestro hospital para ver si se trataba de un WAS. Al igual que en los dos
casos anteriores, los niveles de IgE estaban elevados y también los niveles de las células NK, lo
que no ha sido resaltado con anterioridad en la literatura. No detectamos proteina WASP ni por
citometria ni por western blot en el paciente. El estudio genético mostr6 la mutacion c.C100T
en el ex6n 1 que comportaba la sustitucion p.Arg34STOP. Esta alteracion ya habia sido
publicada como responsable de WAS (Derry, 1995). La madre no era portadora de la alteracién,
por lo que se trataba de una mutacién de novo en el paciente. El paciente ha sido
recientemente trasplantado de una unidad de cordon umbilical y su evolucion hasta la fecha es

favorable.
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Al caso clinico 14 se le realiz6 la primera analitica a raiz de una taquicardia supraventricular
mostrando trombocitopenia con plaquetas pequeinias. Este dato junto con la observacion de la
aparicion de petequias derivo la consulta a nuestro hospital con sospecha diagnostica de WAS
versus XLT con tan s6lo 4 meses de vida. A esa edad, los niveles de IgE eran normales y las
células NK estaban menos elevadas que en los casos anteriores. Tampoco se detecté proteina
WASP y el analisis mostré una alteracion de splicing debido a una sustitucion de la primera
base del intron 8 (IVS8+1G>A) que implicaba la falta del ex6n 8 en el transcrito de WASP. Esta
mutaciéon ya habia sido descrita como responsable de WAS (MacCarthy-Morrogh, 1998). En
este caso nuestro paciente fue controlado a una edad muy temprana y no llegd a sufrir
infecciones destacables. La madre no era portadora de la enfermedad (mutaciéon de novo en el
paciente). El paciente ha sido recientemente sometido a un TPH con 11 meses de edad y la
evoluciéon estd siendo buena aunque es demasiado pronto para confirmar una normalizacién
total.

Un dato que nos llamo la atencién y que queremos destacar fue el elevado numero de células
NK que presentaban los 4 pacientes con WAS aqui expuestos. En la literatura esta descrito que
las células NK estan afectadas en este sindrome, ya que la falta de proteina WASP impide una
formacion correcta de la sinapsis inmunolégica entre estas células y sus células diana. Sin
embargo, y tal y como se demostroé en el caso clinico 11, no existe un defecto en la movilizacion
de sus granulos citotéxicos. El elevado niimero de células NK podria ser debido a un intento de
compensacion de la baja eficiencia de estas células deficientes en proteina WASP nativa. De
hecho, en el caso clinico 11, después del TPH la poblaciéon de células NK se ha normalizado.

El caso clinico 15 es un varén de 11 afnos que a los 6 meses de edad se le detecté una
profunda neutropenia que se ha mantenido a lo largo del tiempo. A los 10 anos fue remitido a
nuestro hospital para el estudio de Sindrome de Schwamann-Diamond, una IDP asociada a
neutropenia. Tras analizar el gen responsable y no hallar alteraciones, nos planteamos la
posibilidad de que se tratara de una Neutropenia ligada al X (XLN). El estudio del ex6n 9 del
gen WAS, que es donde se han descrito las mutaciones responsables de XLN, mostro la
sustitucion ¢.T881C que comportaba el cambio de la Isoleucina 294 por una Treonina
(p-11e294Thr) mutacion ya asociada a XLN (Ancliff, 2006). Tanto la madre como la abuela eran
portadoras de la alteracién por lo que estamos a la espera de muestras de toda la familia
materna para completar el estudio de portadoras y también de posibles enfermos mal
diagnosticados e incluso no diagnosticados.

6.- Sindrome linfoproliferativo ligado al X

El Sindrome Linfoproliferativo ligado al X (XLP) es una inmunodeficiencia de disregulacién del
sistema inmune en la que hay una respuesta inadecuada al virus de Epstein-Barr (EBV) que
provoca mononucleosis infecciosa fulminante, disgammaglobulinemia y/o linfomas. Los
pacientes con manifestaciones clinicas de XLP pueden tener defectos en el gen SAP/SH2DI1A
(XLP-1), en el gen XIAP (XLP-2) o en otros genes todavia por identificar. Asimismo, se han
descrito pacientes con un fenotipo similar al XLP con una herencia autosémica recesiva (AR)
con mutaciones en el gen ITK. Aunque el fenotipo clinico es parecido en todos pacientes, s6lo
se han descrito linfomas en los pacientes con XLP-1. En este apartado se presentan los casos
clinicos 16 al 19.
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Los casos clinicos 16 y 17 son 2 hermanos varones que habian sufrido un linfoma B no
Hodking de localizaciéon nodal-ileocecal del subtipo Burkitt-like caracteristico de los pacientes
con XLP-1. Sin embargo, en el primero, y a diferencia del segundo, la serologia para EBV era
negativa. Después del tratamiento han permanecido estables y sin complicaciones hasta la
fecha. El caso clinico 18 no ha reportado ningiin episodio destacable aunque, y al igual que
sus hermanos, es sometido a revisiones periodicas. El analisis del gen SAP/SH2DI1A mostré la
mutacion ¢.T305G en hemicigosis en los 3 hermanos y en heterocigosis en la madre. Esta
mutacién que provocaba el cambio p.Vall02Gly ya habia sido publicado como responsable de
XLP-1 (Sumegi, 2002). En esta familia existian numerosos antecedentes de procesos
linfoproliferativos en varones via materna, por lo que pensamos que no se trataba de una
mutacion de novo en la madre y que la abuela también seria portadora de la alteracién,
aunque no pudimos disponer de muestra para corroborarlo. Los 3 pacientes estan a la espera
de recibir un TPH, aunque la falta de donantes compatibles ha hecho que se haya decidido
llevar a cabo una seleccién de embriones sanos y con HLAs compatibles en los tres pacientes,
de modo que se podran trasplantar con menor riesgo de sus hermanos. En estos casos no
pudimos analizar los niveles de Igs, puesto que s6lo recibimos muestra de DNA y no nos han
remitido datos al respecto para poder determinar posibles disgammaglobulinemias.

El caso clinico 19 sufri6 una mononucleosis fulminante, con serologia positiva para EBV y
fallecié debido a una insuficiencia respiratoria grave complicada por multiples infecciones. El
analisis inmunolégico mostré disgammaglobulinemia y linfocitosis T con expresién de
marcadores de activacién. En el estudio del gen SAP/SH2DIA detectamos una gran delecion
que abarcaba todos los exones de dicho gen, pero no a otros genes préximos como XIAP. Una
delecion de todo el gen ya fue publicada como responsable de XLP-1 (Honda, 2000). Para saber
si la madre del paciente era portadora de la delecion realizamos una determinacion
semicuantitativa del numero de copias del gen SAP/SH2D1A mediante PCR en tiempo real que
indic6 que era portadora de la alteraciéon. El estudio de los hermanos de la madre los descart6
como portadores de la enfermedad, lo que era de esperar puesto que nunca habian sufrido
sintomatologia de XLP. Posteriormente, la pareja tuvo otros 2 hijos varones, ninguno de los
cuales estaba afectado por el defecto genético.

7.- Enfermedad Granulomatosa Cronica

Los pacientes con Enfermedad Granulomatosa Cronica (CGD) sufren infecciones bacterianas y
fingicas severas y recurrentes con aparicién de granulomas como consecuencia de un defecto
en la cadena respiratoria implicada en la destruccion de bacterias y hongos fagocitados por las
células mieloides. La afectacién de cualquiera de las subunidades que forman parte del
complejo de la NADPH oxidasa da lugar a esta patologia, aunque la severidad dependera tanto
del tipo de mutacion como de la subunidad implicada. La forma mas frecuente (70%) y también
la mas severa es la ligada al X (X-CGD), y dentro de las AR, la mas frecuente (25%) pero
también la menos grave es el defecto de p47rhex. En este apartado se presentan los casos

clinicos 20 a 27.

El caso clinico 20 es un varéon que durante el primer mes de vida desarroll6 una enfermedad

inflamatoria intestinal crénica y posteriormente una osteomielitis y una endocarditis
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bacteriana. Después de descartar otras patologias, analizamos la capacidad oxidativa de sus
granulocitos que resulto ser nula. Con esta prueba quedo establecido el diagnéstico de CGD vy,
ademas, como el resultado de la prueba funcional en la madre era bimodal, nos estaba
indicando que era una X-CGD en la que ella era portadora. El estudio molecular de gp9 1prhox
proteina alterada en la X-CGD, confirm6 la ausencia total en el paciente, reproduciéndose la
expresion bimodal en los neutréfilos de su madre. Esta doble expresion es debida a la
inactivacion aleatoria del cromosoma X que se da en los neutroéfilos de las portadoras de X-
CGD, ya que este defecto no afecta a su desarrollo, con lo que pueden pasar a periferia a pesar
de no expresar la proteina gp91rhox nativa. El analisis genético de CYBB, que codifica gp9 1prhox,
mostré una alteracion en el exén 3 (c.T175C), mutacion que implicaba el cambio p.Cys59Arg.
Esta mutacién ya habia sido descrita, aunque con la anotacion T189C (Rae, 1998). Tal y como
era de esperar, la madre era portadora de la alteracion, aunque no pudimos saber si era o no
de novo, al no disponer de muestra de la abuela materna. La revision de los antecedentes
familiares permitié6 averiguar que el paciente habia tenido un hermano mayor que habia
fallecido a los 15 meses de edad, como consecuencia de lo que se diagnosticé como una colitis
ulcerosa, cuya evoluciéon se complicOo con una sepsis, que dio origen a un sindrome
hematofagocitico que finalmente resulto letal. Como el caso indice habia debutado con una
complicacion intestinal, analizamos la presencia de la mutacion en una muestra del hermano
que obtuvimos de una biopsia intestinal realizada previa a su fallecimiento. El hermano
presentaba la misma mutacion que el paciente, por lo que pudimos establecer que habia
fallecido por una complicacion de una X-CGD mal diagnosticada y tratada. Ante la gravedad de
la enfermedad, el caso indice esta a la espera de recibir un TPH.

El caso clinico 21 sufri6 una aspergilosis invasiva pulmonar durante el primer mes de vida.
En el hospital de origen se le realizé la determinacion de la capacidad oxidativa de los
granulocitos y se diagnosticé de CGD. Al pertenecer a una familia consanguinea fue orientado
como una AR-CGD. Una vez recomprobada la deficiencia en la capacidad oxidativa y observada
que dicha prueba era normal en su madre, empezamos el analisis de los genes implicados en
AR-CGD, descartando mutaciones en NCF1, CYBA y NCF2. Finalmente, y puesto que se
trataba de un varon, decidimos analizar el gen CYBB dénde encontramos una alteraciéon en el
ex6n 7: una secuencia de 6 Adeninas estaba sustituida por 4 Adeninas y 1 Timina
(c.741delA+A742T), lo que implicaba un cambio en la pauta de lectura y la generacién de un
codén STOP (p.Lys247fsX7). La madre no era portadora de la mutacion por lo que se trataba de
una mutacién de novo en el paciente, que ademas no esta descrita en la literatura. La no
presencia de la alteraciéon en la madre era concordante y explicaba el resultado totalmente
normal de la capacidad oxidativa de sus granulocitos.

El caso clinico 22 es un paciente que debuté a los 11 afnos con un absceso cerebeloso por
Aspergillus fumigatus. A pesar de que este tipo de infecciones no es tipico de CGD, se le realiz6
el test de oxidacién de los granulocitos resultando negativo. Fue entonces remitido a nuestro
hospital para establecer la causa genética de la CGD, asi como para evaluar a los familiares
como posibles donantes para un TPH. Lo primero que hicimos fue determinar la capacidad
oxidativa de los granulocitos, no sé6lo en el paciente, si no también en sus dos hermanos
varones y en ambos padres, que eran consanguineos. La funciéon oxidativa era indetectable en
los tres hermanos, por lo que ampliamos el diagnéstico de CGD a los dos hermanos
presuntamente sanos (casos clinicos 23 y 24). Estos resultados fueron confirmados en un

hospital cercano al hospital de origen por lo que se los descarté como donantes. Los padres
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parecian tener una actividad ligeramente inferior a los controles. Por otra parte y puesto que
los 3 hermanos estaban enfermos, la madre era portadora obligada de la enfermedad, y si se
hubiera tratado de una forma ligada al X, habria quedado reflejado en el test de oxidacion en
forma de bimodalidad, por lo que nos decantamos por una forma AR. Por ello, y en
concordancia con todos los datos, primero estudiamos el gen NCFI1. El analisis de la
recombinacién homoéloga entre NCF1 y su pseudogen (@NCF1I) indicé que los tres hermanos
carecian de alelos nativos de NCF1, mientras que los padres so6lo tenian uno, siendo ambos
portadores de la enfermedad. Esta alteracién, que impide la sintesis de proteina nativa, es la
mas frecuente en esta patologia y fue descrita ya en el ano 1991 (Casimir, 1991). El estudio de
la proteina p47rhox codificada por NCF1, corrobor6 la ausencia de la misma. Recientemente, el
caso indice ha sufrido complicaciones severas (neumonia fingica, colitis granulomatosa) por lo
que se ha acelerado la busqueda de donante no emparentado para el TPH. Ninguno de sus dos
hermanos menores (casos clinicos 23 y 24) ha presentado aun sintomatologia infecciosa.

El caso clinico 25 es una nina que en el primer mes de vida sufrié6 una bronconeumonia por
Klebsiella sp y en el tercero abscesos por Serratia sp. El estudio de la capacidad oxidativa de
los granulocitos mostr6é una actividad nula en la paciente, pero totalmente equivalente a los
controles en ambos progenitores. Primero descartamos mutaciones en NCF1 y posteriormente
en CYBA (p22prhox). Sin embargo, el estudio del mRNA de p67prhox mostré multiples alteraciones
en el splicing. Estas alteraciones afectaban tanto al alelo paterno como al materno. En el
paterno habia exoén skipping, mientras que en el materno duplicacién de exones. El estudio del
gen NCF2, que codifica p67rhox) reveld una mutacion en heterocigosis en el exon 5, la c.A481T,
que originaba un codon STOP (p.Lys161STOP). Esta descrito que la generacion de estos
codones STOP prematuros son detectados por la maquinaria de splicing que evita estos exones
para intentar sintetizar proteinas alternativas que puedan realizar, al menos, parte de las
funciones. Por ello, en la paciente se encontraban tanto formas de mRNA en las que faltaba el
exon 5, como el 5 y el 6. Tanto el padre como la hermana de la paciente eran portadores de la
alteracion, pero al tener el otro alelo nativo no sufrian la enfermedad. Las formas de splicing
generadas por el alelo materno parecian indicar la existencia de una duplicaciéon génica. En la
revisién bibliografica hallamos una familia italiana portadora de una duplicacion que parecia
concordar con nuestro caso (Borgato, 2001). El analisis del alelo materno del gen NCF2
confirmé la presencia de esta duplicacién que implicaba a los exones 9 y10. Tanto la madre
como la abuela materna eran portadoras de la duplicacion. El estudio molecular de p67prhox en
la paciente mostré una proteina de menos peso molecular del esperado, unos 60 KDa, que no
interaccionaba con p40rhex y que, por ello, no era funcionalmente activa. El peso de esta
proteina parecia corresponder con la secuencia de mRNA carente del exén 5, que permite
continuar con la pauta de lectura adecuada perdiendo los residuos correspondientes. No
detectamos ninguna forma de proteina correspondiente a la duplicaciéon génica, tal y cémo se
habia descrito anteriormente. La paciente era, por tanto, un heterocigoto compuesto para
mutaciones en NCF2, lo que era de esperar en una forma AR en la que los padres no son
consanguineos, a pesar de que la frecuencia de las mutaciones es extremadamente baja.

El caso clinico 26 es una mujer con una amplia historia de infecciones pulmonares
(neumonias recurrentes, aspergilosis, fibrosis pulmonar) y sepsis desde el primer ano de vida.
A pesar de ello, no fue diagnosticada de CGD hasta los 8 anos de edad. El caso clinico 27 es
su hermano que debuté a los 6 anos de edad con una adenitis abscesificada y al que, a raiz del
diagnostico de su hermana, se le evalu6 la capacidad oxidativa de los granulocitos siendo nula.
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Casi 10 anos después fueron derivados a nuestro hospital para determinar el defecto genético
responsable de su enfermedad. El analisis de la capacidad oxidativa de los granulocitos de los
miembros de la familia indic6 que ambos pacientes carecian de actividad, pero que en los
padres era equivalente a los controles. Al tratarse de una mujer, descartamos la forma ligada al
X y analizamos primero NCFI1, luego CYBA y finalmente NCF2 donde encontramos una
mutacion en homocigosis en ambos pacientes en el exén 3: c.C229T. Este cambio
transformaba la Arginina 77 en un STOP (p.Arg77STOP). Se trataba de una mutaciéon no
descrita en la literatura. Ambos padres tenian la mutacién y estamos a la esperar de realizar el
estudio de portadores en toda la familia. La evolucion del caso clinico 26 ha sido muy mala,
tanto que requiere respiracion artificial y esta a la espera de recibir un trasplante de pulmon.

Esta ampliamente reportado que la X-CGD es habitualmente una forma notablemente mas
severa que la AR-CGD. En base a nuestra limitada experiencia, podemos afirmar que si bien
parece cierto que la forma AR-CGD causada por alteraciones en NCFI es algo menos severa
que la X-CGD, no ocurre lo mismo con las otras formas de AR-CGD, o al menos aquéllas en las
que esta alterado NCF2. De hecho, de los pacientes aqui descritos, los que han tenido una peor
evolucién y por tanto han presentado un peor pronéstico son las pacientes con AR-CGD y que

eran deficientes en p67prhox,

8.- Incontinencia Pigmenti

La Incontinencia Pigmenti (IP) es una genodermatosis con una herencia dominante ligada al X
que provoca mortalidad neonatal en varones. Esta causada por mutaciones en el gen NEMO,
que también es responsable de la Displasia Ectodérmica Anhidréotica con Inmunodeficiencia

(EDA-ID) y de la forma mas severa con osteopetrosis y linfoedema (EDA-ID-OL).

El caso clinico 28 es una nina que desde el nacimiento presentaba todos los signos tipicos de

una genodermatosis: vesiculas inflamatorias, lesiones dérmicas, verrugas, retinopatia. Todos
estos datos, junto con la denticién coénica de la madre, establecieron la sospecha diagnéstica
de IP. La causa genética mas frecuente de IP, alrededor de un 80%, es un reordenamientro
intragénico entre el intrén 3 y el extremo 3’'UTR del gen NEMO que provoca la delecion de los
exones del 4 al 10. Tanto la paciente como la madre presentaban dicha alteraciéon, con lo que
quedaba establecido el diagnéstico de IP en ambas. Este estudio se realiz6 en base a los
primers descritos como especificos para el gen y no el pseudogen que permiten un diagnostico
correcto (Bardaro, 2003).

En esta Tesis hemos demostrado que para un diagnéstico preciso de los pacientes
inmunodeficientes es necesario un abordaje integral de los mismos. Es imprescindible una
anamnesis completa, que incluya tanto los antecedentes personales como los familiares, asi
como un analisis inmunolégico basico pero también estudios hematolégicos y microbiolégicos,
que orienten hacia los estudios funcionales, moleculares y genéticos a realizar para una IDP
concreta.

AuUn asi, existen casos en los que estos datos pueden confundir el diagnostico, o al menos
hacer dudar de él. Los antecedentes familiares son muy utiles para orientarnos, tal y como se

demostré claramente en los casos clinicos 5-6 y en los 16-18, en los que la historia familiar nos
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decant6é hacia un SCID-AR y hacia un XLP, respectivamente. Sin embargo, en el caso clinico
21, la consanguineidad y las muertes perinatales en ambas ramas del arbol genealégico nos
hicieron pensar en una AR-CGD, cuando en realidad se trataba de una X-CGD, que al ser
debida a una mutacién de novo en el paciente condicion6é que la madre no fuera informativa, a
diferencia de lo sucedido en el caso clinico 20. Del mismo modo, la identificacion del patégeno
responsable suele ser indicativa de una IDP concreta, como en el caso clinico 25 donde las
infecciones por Klebsiella sp y Serratia sp nos orientaron hacia una CGD. No obstante, en el
caso clinico 22 la infeccion por Aspergillus fumigatus y en una localizacion insélita, no era
sugestiva de CGD, aunque el paciente result6 tener alterado el gen NCFI1. Los analisis basicos
también pueden confundir el diagnoéstico, por ejemplo en el caso clinico 2 en el que el
inmunofenotipo T-B+NK- descartaba, a priori, la forma X-SCID; sin embargo y debido a que se
trataba de la forma mas frecuente, decidimos estudiarla en primer lugar y encontramos una
alteracion en el gen IL2GR asociada a un fenotipo particular de esta enfermedad.

Otro dato que no debemos obviar es el analisis exhaustivo de los posibles donantes para el
TPH, especialmente cuando se trata de hermanos. El caso clinico 22 es un claro ejemplo de
esta situacién, ya que aunque sus hermanos (casos clinicos 23 y 24) no habian presentado
sintomatologia de CGD tenian la misma alteracion genética con lo que quedaban descartados
como donantes.

Asimismo, también nos gustaria resaltar y defender nuestra forma de abordar estos estudios.
Los analisis funcionales que realizamos en primer lugar nos permitieron una orientaciéon mas
clara y aportaron muchos datos sobre el estado del sistema inmune del paciente. A
continuacion, y siempre que fue posible, identificamos las proteinas implicadas en cada uno de
estos sindromes para, en ultimo lugar, pasar al estudio genético. Aqui destacariamos el
analisis del mRNA como el mas resolutivo, ya que las alteraciones detectadas a nivel de DNA
tienen su efecto directo en la generacion y procesamiento de esta molécula, que es la que se
traducira a proteina. De manera que posibles mutaciones missense o nonsense, que en
principio no tendrian ningin efecto a nivel de mRNA, si pueden estar modificando el proceso
biologico del splicing y dar lugar a formas truncadas de la proteina que nunca hubiéramos
identificando analizando unicamente el DNA. El caso clinico 25 es un ejemplo de esta
situacion, ya que la mutacion p.Lys161STOP no es una simple mutacién de generacion de
codon STOP, si no que provoca la formaciéon de splicings alternativos que dan lugar a una
proteina truncada. Nunca hubiéramos llegado a este resultado analizando exclusivamente la
secuencia genética de DNA.

En sintesis, las Inmunodeficiencias Primarias son un subgrupo de enfermedades genéticas
que presentan una serie de particularidades que hace razonable realizar un diagnéstico
integral de las mismas. En este sentido, una buena anamnesis que incluya tanto datos
personales como familiares debe ser la base del resto de estudios, entre los que se deben
incluir analisis inmunolégicos, funcionales, moleculares y genéticos. Sin olvidar que el objetivo

final no es el diagnostico, sino el tratamiento y seguimiento de estos pacientes.
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Conclusiones

Las conclusiones de este trabajo son:

1. Se han evaluado 28 pacientes con una sospecha firme de Inmunodeficiencia Primaria
(IDP), 22 de ellos con posible herencia ligada al X y el resto con sindromes cuyo
diagnéstico diferencial se establece con una IDP ligada al sexo. En todos los casos se ha

conseguido un diagnostico definitivo.

2. Se han llevado a cabo diferentes tipos de estudios funcionales, moleculares y genéticos
que nos han permitido diagnosticar 2 casos de Inmunodeficiencia Severa Combinada
ligada al X (X-SCID), 1 de Inmunodeficiencia Severa Combinada (SCID) por deficiencia
en JAK3, 1 de Disgenesia Reticular, 2 de SCID-Sindrome de Omenn, 2 de Sindrome de
hiper-IgM ligado al X (XHIM), 2 de Agammaglobulinemia ligada al X (XLA), 4 de
Sindrome Linfoproliferativo ligado al X (XLP), 4 de Sindrome de Wiskott-Aldrich (WAS),
1 de Neutropenia ligada al X (XLN), 2 de Enfermedad Granulomatosa Croénica ligada al
X (X-CGD), 6 de Enfermedad Granulomatosa Crénica autosémica recesiva (AR-CGD) y 1

de Incontinencia Pigmenti (IP).

3. Se han identificado 5 nuevas mutaciones responsables de IDP. La mutaciéon
p-Thr456£fsX520 en el gen JAK3 responsable de SCID, la delecion por encima del ex6n 4
del gen TNFSFS5 causante de XHIM, la alteracién c.741delA+A472T en el gen CYBB
responsable de X-CGD, y las mutaciones p.Lys161STOP y p.Arg77STOP en el gen NCF2
causantes de AR-CGD.

4. El estudio genético de familiares ha permitido determinar que tres mutaciones son de
novo en los pacientes (casos clinicos 13, 14 y 21), mientras que otras tres son de novo
en la madre de los pacientes (casos clinicos 2, 7-8 y 11). Dos son heredadas de la
abuela materna (casos clinicos 1 y 15) y siete estan presentes en la madre pero
desconocemos si son heredadas de la abuela materna (casos clinicos 9, 10, 12, 16-18,
19, 20 y 28). Asimismo, seis mutaciones se encuentran tanto en el padre como en la
madre (casos clinicos 3, 4, 5-6, 22-24 y 26-27), mientras que las dos restantes se
encuentran una en el padre y la otra en la madre del caso clinico 25 (heterocigoto
compuesto). Ademas, se ha diagnosticado post-mortem un hermano del caso clinico 20
(X-CGD) a partir del analisis de DNA de una biopsia intestinal de archivo.

5. Se han establecido diversas relaciones fenotipo-genotipo en base a los pacientes aqui
estudiados. Asi, en los 2 X-SCID se ha visto que las 2 mutaciones encontradas dan
lugar a un diferente inmunofenotipo a pesar de estar afectado el mismo gen. En los 2
hermanos con deficiencia en RAG-1, y en su prima, se ha determinado que la mutacién
c.631delT da lugar a 3 fenotipos distintos (SCID, Sindrome de Omenn, SCID-Omenn)
pudiendo incluso darse en un mismo paciente después del trasplante de progenitores
hematopoyéticos (TPH), como sucedié en el caso clinico 5. En los estudios de los
pacientes con WAS se ha establecido que todas aquellas alteraciones que impiden la
sintesis de proteina nativa WASP dan lugar a WAS y no a Trombocitopenia ligada al X

(XLT) y que esto no sélo depende de la mutacién en si, si no de la presencia de proteina
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nativa. Ademas, se ha determinado una observaciéon no reportada anteriormente al
relacionar claramente el porcentaje de células NK con la gravedad sintomatolégica de la
enfermedad. En los pacientes con CGD se ha establecido que tanto las X-CGD como las
AR-CGD con deficiencia en p67rhox tienen una presentacién clinica muy severa, mayor

que en la forma AR-CGD debida a alteraciones en p47prhox,

En aquellos pacientes de los que se ha dispuesto de muestras post-TPH se han
realizado estudios de quimerismo, poblaciones linfocitarias y cuantificacion de
inmunoglobulinas para seguir la implantacion del injerto. Ademas, en el caso de
Disgenesia Reticular se ha determinado la presencia de la mutacion en las diferentes
poblaciones leucocitarias para ver asi que sé6lo eran del donante aquéllas que se veian
gravemente afectadas por la mutacion (linfocitos T y neutréfilos). En uno de los casos
de WAS se ha determinado la presencia de proteina nativa en las células T después del
TPH, demostrando asi la correcta implantacién de las células del donante. También se
ha observado la normalizacion de las cifras de células NK en los pacientes WAS
trasplantados.
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A

A

AD
ADA
AID
AK2
Ala
ALPS
APECED
AR
Arg
Asn
Asp
AT

BCR
bp
BTK

CD
CD40L
cDNA
CGD
CHS
CMC
CMV
cpm
CVID
Cys

DGS
DHR
DMSO
DNA
dNTPs
DTT
DKC

EBV
ECD

Adenina
Autosomica dominante

Adenosin Deaminasa

Citosin deaminasa inducida por activacion

Adenilato kinasa 2

Alanina

Sindrome linfoproliferativo autoinmune

Abreviaturas

Poliendocrinopatia Autoinmune con Candidiasis y Distrofia Ectodérmica

Autosomica recesiva
Arginina

Asparagina

Acido aspartico

Ataxia Telangiectasia

Receptor del linfocito B
Pares de bases

Tirosina kinasa de Bruton

Citosina

Cluster de diferenciacion

CD40 ligando

DNA copia

Enfermedad Granulomatosa Cronica
Sindrome de Chediak-Higashi
Candidiasis Mucocutanea
Citomegalovirus

cuentas por minuto
Inmunodeficiencia Comun Variable
Cisteina

Sindrome de DiGeorge
Dihidrorhodamina 123

Dimetil sulfoxido

Acido desoxirribonucleico (ADN)
2’Desoxirribonucleétidos-S’trifosfato
Ditiotreitol

Disqueratosis Congénita

Virus de Epstein-Barr

Tandem de fluorocromos Ficoeritrina-Texas red
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Abreviaturas

EDA-ID
EDA-ID-OL
EDTA

F
FCS
FHL
FITC

Glu
Gln
Gly
GS
GVHD

HLA
HIES
HIGM
His
HLH
HRP
HSE

IDP

Ig

IFN

IL
IL-2Ryc
Ile

IP

IPEX
ITP
IVIG

Kb
KDa

LAD
Leu
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Displasia Ectodérmica Anhidrética con Inmunodeficiencia
EDA-ID con osteopetrosis y linfoedema
Acido etilen-diamino-tetraacético

Suero fetal bovino
Sindromes Hematofagociticos Linnfohistiociticos Familiares

Isotiocianato de fluoresceina

Guanina

Acido Glutamico

Glutamina

Glicina

Sindrome de Griscelli

Grafo versus host disease (Enfermedad del injerto contra el huésped)

Antigeno leucocitario humano
Sindrome de hiper-IgE

Sindromes de hiper-IgM

Histidina

Linfohistiocitosis Hematofagocitica
Peroxidasa de rabano

Encefalitis del Herpes Simplex

Inmunodeficiencia primaria

Inmunoglobulina

Interferéon

Interleuquina

Cadena gamma comun del receptor de la IL-2

Isoleucina

Incontinencia Pigmenti

Inmunedisregulacién, Poliendocrinopatia y Enteropatia ligadas al X
Trombocitopenia Idiopatica

Inmunoglobulinas intravenosas

Kilobase
Kilodalton

Déficits de Adhesion Leucocitaria

Leucina



LPS
Lys

MAC
Mb
Met
MHC
MoAbs
mRNA

NBT
NEMO
NK

OKT3
oS

PBMC
PBS
PC5
PCR
PE
PHA
Phe
PMA
PMSF
PNP
Pro

PWM

RNA
RT
RT-PCR

Lipopolisacarido

Lisina

Complejo de ataque a la membrana
Megabase

Metionina

Complejo principal de histocompatibilidad
Anticuerpos monoclonales

RNA mensajero

Adenina, Citosina, Guanina o Timina
Test del nitroazul de tetrazolium
Modulador esencial de NF-kB
Células Natural Killer

Anti-CD3
Sindrome de Omenn

Células mononucleares de sangre periférica
Tampon fosfato

Tandem de fluorocromos Ficoeritrina-Cianina 5
Reaccion en cadena de la polimerasa
Ficoeritrina

Fitohemaglutinina

Fenilalanina

Forbol 12-miristato 13-acetato

Fluoruro de fenilmetanosulfonilo
Fosforilasa de nucleé6tidos purinas

Prolina

Parpura Trombocitopénica Idiopatica
Mitégeno Pokeweed

PCR en tiempo real

Activador de la recombinacién
Acido ribonucleico
Temperatura ambiente

PCR con retrotranscripcion

Abreviaturas
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Abreviaturas

SBDS
SCI
SCID
SDS
SEA
SEB
Ser

TBS
TCR
Thr
TLR
TNF
TPH
TRECs
Trp
Tyr

UFC
UNG

Val

WAS
WASP
WB

X-CGD
X-DKC
X-SCID
XHIM
XLA
XLN
XLP
XLT
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Sindrome de Shwachman-Diamond

Suero de conejo inactivado
Inmunodeficiencia Severa Combinada
Dodecil-sulfato sédico

Superantigeno A de Staphylococcus aureus
Superantigeno B de Staphylococcus aureus

Serina

Timina

Solucién de tampo6n Tris

Receptor del linfocito T

Treonina

Receptor Toll-like

Factor de necrosis tumoral

Trasplante de progenitores hematopoyéticos
Circulos de escision del TCR

Triptéfano

Tirosina

Uracilo
Unidad formadora de colonias

Uracil DNA glicosilasa

Valina

Sindrome de Wiskott-Aldrich
Proteina del Sindrome de Wiskott-Aldrich
Western blot

Codon STOP

Enfermedad Granulomatosa Croénica ligada al X
Disqueratosis Congénita ligada al X
Inmunodeficiencia Severa Combinada ligada al X
Sindrome de hiper-IgM ligado al X
Agammaglobulinemia ligada al X

Neutropenia ligada al X

Sindromes linfoproliferativos ligados al X

Trombocitopenia ligada al X
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