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RESUMEN

INTRODUCCION: No existen buenos modelos para evaluar in vivo el impacto de la manipulacion ex vivo de
linfocitos humanos T (huT). Los ratones inmunosuprimodos NOD/SCID2M™" (B2) no tienen actividad de
macrofagos, linfocitos B, T o Natural Killer. En este trabajo demostramos que estos ratones no solo toleran la
expansion in vivo de linfocitos T humanos, sino también recapitulan todas las fases del GVHD observadas en el
trasplante hematopoyético alogenéico humano.

METODOS: Ratones B2 fueron condicionados con 250cGy irradiacion corporal total (ICT) e inyectados con 10’
huT por la vena de la cola (ev) o por via retrorbital (ro). Seguimos la aparicion de signos de GVHD, cambios en
el peso, la expansion de huT y la infiltracion en érganos blanco (pulmén, higado, intestino, piel). Para estudiar
el trafico ¥ expansion de huT modificamos genéticamente huT insertando un gen de luciferasa (clic beetle red;
hu TR G‘FF’) permitiendo seguir la expansion in vivo de huT con bioluminiscencia (BLI). También insertamos
un gen suicida en huT consistente en el CD34 humano y la timidita kinasa herpetica (HSV-tk). La proteina de
fusion [1CD34-TK confiere sensibilidad al ganciclovir permitiendo la eliminacién in vivo de los huT.

RESULTADOS: Inicialmente estudiamos diferencias en la ruta de administracion de huT comparando la
inyeccion en la vena de la cola (ev) versus retrorbital (ro). Ratones B2 recibieron 250 c¢Gy ICT y luego 10" huT
por ruta ev (n=28) versus ro (n=32). Los ratones inyectados ev tuvieron <10% huT en sangre y ninguno
desarrollé signos de GVHD. Los inyectados ro tuvieron 1) > 20% huT en sangre (p<0.005) y 60% desarrollo
GVHD letal caracterizado por pérdida de >20% del peso corporal (p<0.02); 2) mayor activacion de huT con
significativo aumento en CD25, CD30 y CD69; 3) aumento en produccion de IFNy sérico; 4) infiltracién de huT
en bazo (46%), higado (60%) y pulmodn (r50%); y 5) demostraciéon patoldgica de GVHD. Diez ratones (32
recibieron 250cGy ICT y luego 10" huT®"E¢"" por via ev (n=5) o ro (5=5). Los ratones inyectados ev no
desarrollaron GVHD, mientras que el 60% de los ratones inyectados ro desarrollé GVHD letal. El seguimiento
seriado con BLI demostré que en los ratones inyectados ev se produce una rapida migracién de huT a los
pulmones, donde son eliminados, seguido por una falla en la expansién en las siguientes 3 semanas. Por el
contrario, los ratones inyectados ro presentaron expansién de la sefial de BLI en el espacio retroorbital, seguido
migracion a 6rganos linfaticos, seguido por infiltracién en érganos blancos como higado, intestino y piel hasta la
muerte de los ratones por GVHD. Diez ratones B2 recibieron 250cGy ICT y luego 10" huTICD34-TK. La mitad
recibio tratamiento con Ganciclovir (GCV; 5 mg/kg/dia por 7 dias), comenzando al dia siguiente de la inyeccion
de huT. GCV elimino eficientemente los huTJCD34-TK previniendo el desarrollo de GVHD.

CONCLUSIONES: Desarrollamos un modelo xenogeneico de GVHD producido por linfocitos T humanos en
ratones. Los huT inyectados ro expanden in vivo, se aloactivan, e infiltran érganos blanco produciendo dafio
tisular caracteristico del GVHD. La transduccion de huT con el gen suicida [1CD34-TK permiten su eliminaron in
vivo previniendo el desarrollo de GVHD. Esta estrategia permitiria obtener los beneficios de la infusién de huT
en trasplantes hematopoyeticos humanos, con la posibilidad de eliminar los huT si se desarrolla GVHD que no
responda a los tratamientos convencionales.
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