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INTRODUCCIONINTRODUCCION

• El GVHD es la mayor causa de morbi-
mortalidad en trasplante alogeneico de 
precursores hematopoyeticos.

• Modelos animales para el GVHD humano
ayudarian en el desarrollo de mejores
tratamientos, estos no existen.

• La manipulacion ex vivo de linfocitos
disminuye su funcionalidad.



OBJETIVOSOBJETIVOS

1. Desarrollar un modelo de GVHD 
humano en ratones inmunosuprimidos

2. Transducir linfocitos T humanos (huT) 
con el gen suicida CD34/tk preservando
su funcion (huT CD34/tk).

3. Demostrar que es posible eliminar
eficientemente in vivo los huT CD34/tk

para prevenir GVHD.    



RatonesRatones NOD SCID NOD SCID ββ2m 2m --//--

• Cruza entre ratones:
NOD SCID  x  β2-microglobulina -/-

• No expresan MHC clase I

• Inmunidad reducida por perdida de 
linfocitos B, T y celulas NK



DISENO EXPERIMIENTALDISENO EXPERIMIENTAL

250 250 cGycGy
(dia 0,-1)

NOD SCIDNOD SCIDββ2m null2m null

• Signos de GVHD
• actividad
• jorobados
• Pelo desordenado
• peso > 20%

• Celldyn semanal

• Prendimiento (FACS)

• Citokinas humanas en suero

• Patologia

huThuT
iv o iv o roro
(dia 0)



EXPANSION DE EXPANSION DE huThuT EN EN 
SANGRE DE RATONESSANGRE DE RATONES

iv ro iv ro
0

10
20
30
40
50
60
70

p<0.0007

5x106huT 1x107huT

%
 h

u
C

D
45

+

p<0.0007

GvHD
No GvHD

iv: inyeccion x vena de la cola           
ro: inyeccion retro-orbital



Kaplan Meier Kaplan Meier 
analisisanalisis de de sobrevidasobrevida
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1h     1d    7d    14d    21d 
InyeccionInyeccion

vena de la colavena de la cola

InyeccionInyeccion
retroretro--orbitalorbital



CambiosCambios en el pesoen el peso
(10(1077 huThuT roro -- 250cGy)250cGy)
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CambiosCambios en el pesoen el peso
(10(1077 huThuT roro -- 250cGy)250cGy)
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p < 0.01 desde dia 8



Expansion de Expansion de huThuT en en sangresangre
(10(1077 huThuT roro -- 250cGy)250cGy)
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Expansion de Expansion de huThuT en en sangresangre
(10(1077 huThuT roro -- 250cGy)250cGy)
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GVHD letal
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mononuclearesmononucleares
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NivelesNiveles sericossericos de de IFNIFNγγ
(10(1077 huThuT roro -- 250cGy)250cGy)
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U3 U5R∆CD34-TKCMV IE U5R

citoplasmaextracelular

HSVHSV--tktkLCD34CD34

Gen suicida

AislamientoAislamientoExpansionExpansionInfeccionInfeccionActivacionActivacion

00 48           5648           56 96 96 hours  hours  

huPBMC
anti-CD3/CD28 beads

IL-2

VSV-G pseudotyped
MLV-based retrovirus

CD34-tk

CD34 MACS
99% pureza

Protocolo de activacion y transduccion

Pre-
sort

0

2

3

4

45.2 39.3

4.3911.1 0

2

3

4

46.3 52.9

0.270.47

Positive-sort

CD4

C
D

34

C
D

34

CD4



IC50 (µM)
CD34-TKwt 0.0031
CD34-TK75 0.0033
CD34-TK39 0.0022

SensibilidadSensibilidad de de huThuT al al GanciclovirGanciclovir
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Maxima expansion de Maxima expansion de huThuT en en sangresangre
(10(1077 huThuT roro –– 250 or 300cGy)250 or 300cGy)
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InfiltracionInfiltracion de de huThuT en en 
distintosdistintos tejidostejidos

(10(1077 huThuT roro -- 300cGy)300cGy)
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HigadoHigado H&EH&E

Microabcesos

Apoptosis hepatocitos

Endotelitis

Alteracion arquitectura epitelio ductal

Apoptosis epitelio ducto biliar

Infiltrado linfocitario ducto biliar

Infiltrado linfocitario portal



huCD4                                 huCD8huCD4                                 huCD8

huCD45                               huCD3huCD45                               huCD3



Necrosis

diffuse and severe4Alveolar damageLoss of duct or acinus

diffuse and moderate3Alveolar debrisLuminal debris

fiffuse and mild2Alveolar edemaRegeneration

focal and mild1Bronchial epithelial detachmentPerivascular lymphocytic infiltrate

focal and rare0.5Bronchial epithelial apoptosisVasculitis

normal0Interstitial infiltrateInterstitial lymphocytic infiltrate

GvHDScorePeribronchiolar infiltrateEpithelial apoptosis
Salivary 

gland

EndotheliitisSteatosis

Perivascular infitrateLungCholestasis

Mucosal ulcerationHepatocyte mitosis

VasculitisLamina propria infiltrateMicroabscess

FibrosisOutright crypt destructionHepatocyte apoptosis

Structural damageCrypt cell apoptosisEndotheliitis

SplenomegalySpleenSurface colonocyte attenuatiBile duct epithelial sloughing

ApoptosisSurface colonocyte vacuolatioBile duct epithelial apoptosis

Glomerular sclerosisCrypt regentationColonBile duct lymphocytic infiltrate

Tubular atrophyMucosal ulcerationPortal lymphocytic infiltrateLiver

Interstitial fibrosisLamina propria infiltrateSeparation epidermis from dermis

GlomerulitisOutright crypt destructionCleft and microvesicle formati

Perivascular infiltrateCrypt cell apoptosisDermal lymphocytic infiltrate

VasculitisLuminal sloughing of celldebrisApoptosis in epidermis/follicle

TubulitisCrypt regenerationEpidermal lymphocytic infiltrate

Interstitial lymphocytic
infiltrateKidneyVillous blunting

Small 
bowelBasal vacuolar damageSkin

Histologic findingsOrganHistologic findingsOrganHistologic findingsOrgan



GVHD GVHD scorescore
los ratones que bajan de peso y tienen expansion

de huT en sangre desarrollan dano tisular



Los Los huThuT CD34CD34--tktk conservanconservan el el potencialpotencial de de 
producirproducir GVHDGVHD



TerapiaTerapia genicagenica suicidasuicida parapara
controlarcontrolar GVHDGVHD



No 
Ganciclovir

Ganciclovir
dias 1-7

Prevencion de GVHD usando terapia
genica suicida (∆CD34-TK/GCV) 



DISCUSIONDISCUSION

1. Desarrollamos un modelo de GVHD con linfocitos
humanos en ratones inmunodeprimidos.

2. Consistente con GVHD humano, huT se activan contra 
alo-antigenos murinos, expanden in vivo, producen
IFNγ, infiltran y danan tejidos murinos.

3. Es posible eliminar eficientemente huT CD34-tk con terapia
genica suicida.

4. Comenzaremos a reclutar pacientes para estudio Fase I.
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