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HIPOTESIS

La inmunomonitorizacion de los
pacientes trasplantados, junto
con el desarrollo de nuevas
opciones terapéuticas, permitira
identificar biomarcadores de
riesgo y generar herramientas
terapéuticas que optimicen el
equilibrio entre rechazo e
infecciones

En los pacientes
trasplantados, la
inmunosupresion es
necesaria para prevenir
el rechazo del injerto

Las infecciones

oportunistas,
especialmente las virales
como la producida por
Citomegalovirus, suponen
un problema para este tipo
de pacientes

Los tratamientos
actuales, presentan
limitaciones y la terapia
celular con células de
memoria se presenta
como alternativa



Objetivos generales

Reclutamiento de participantes en las cohortes: trasplante de érgano sélido (renal, hepético), MO

Caracterizar el contexto inmunitario mediante el anélisis fenotipico de subpoblaciones linfocitarias,
cuantificacion de inmunoglobulinas y complemento, determinacién de citocinas plasmaticas y
evaluacion de la actividad citotdxica

Realizar un seguimiento clinico prospectivo de episodios de infeccién, rechazo del injerto,
modificaciones en la inmunosupresién, reingresos hospitalarios y mortalidad

Monitorizar variables de infeccidn a través de la deteccidn de cargas virales (CMV, VEB, poliomavirus
y otros herpesvirus), identificacién de infecciones fungicas, oportunistas y bacterianas graves

Estudiar las variables de compatibilidad del injerto mediante tipaje ABO, Rh y Kell, fenotipo
eritrocitario extendido, determinacién de HLA de clase | y ll, HLA-E y genotipado de receptores KIR

Desarrollar un modelo in vitro de deplecion de CD45Ra- para evaluar la viabilidad y la
capacidad citotdxica de la subpoblacién candidata a terapia celular




Objetivos especiticos

Evaluaciéon preliminar de la terapia celular de poblaciones CD45RA-

Optimizacién de un protocolo para la separaciéon y purificacion de células CD45RA™ a partir de
buffy coats de donantes sanos

Caracterizaciéon de subpoblaciones celulares presentes en condiciones basales y tras 7 dias de
cultivo en la fracciéon purificada

Evaluacion de la capacidad citotdxica frente a péptidos de CMV en condiciones basales y tras
siete dias de cultivo en la fraccion purificada

Comparar la viabilidad celular tras criopreservacién con dos medios de congelacién distintos




I Métodos

* 4 buffy coats

* Medios de congelaciéon con DMSO al
10% ( en FBS o suero salino 0,9%)

« Citotoxicidad frente a péptidos de
cytomegalovirus (CMV) (PepTivator®
CMV pp65 y PepTivator® CMV IE-1)

*  Marcaje: CD45 (BV510), CD45Ra
(BUV661), CD3 (BV510), CD4
(BV615), CD8 (APC-H7), CD19
(BV570), CD14 (PE), CCR7 (BV421),
CD107a(PECy7), CD56 (BV737),
LIVE/DEAD BLUE, Perforina (BV711),
GzB (FITC)

Extraccion de -
PBEMC 'in -
mediante —
centrifugacion @.

Purificacion
de CD45Ra-
e = " mediante
mediante _'"",- separacion
?ra:::ente de 5 - m;gnética
ico

Criopreservacion y analisis
de viabilidad tras 72h

Cultivo a 7 dias y analisis por
citometria de subpoblaciones y
citotoxicidad




I Resultados: eficiencia de la purificacién
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_ Porcentaje de purificacion

Buffy 1 56%
Buffy 2 65%
Buffy 3 48%
Buffy 4 70%
Media 60%
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Conclusiones

* Se obtiene un 60% de PBMCs tras la purificacion

* El eluido contiene cerca del 100% de CD45Ra-

* No hay cambios durante los 7 dias de cultivo en CD45Ra-

* Un 25% de los restos son CD45Ra- que se han perdido durante la
purificacion




I Resultados: caracterizacidn fenotipica de
poblaciones en cultivo
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Conclusiones:

* No hay cambios en los niveles de subpoblaciones a 7 dias
* Ausencia de linfocitos B CD45Ra-
* Obtenemos principalmente LT CD4 tras purificacion




I Resultados: caracterizacidn fenotipica de
poblaciones en cultivo
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POBLACION GATING Conclusiones
NAIVE CCR7+ CD45Ra+ * Tras la purificacién obtenemos en CD4
principalmente TCM y TEM
CENTRAL MEMORY (TCM) CCR7+ CD45Ra- * En CD8 obtenemos principalmente TCM y pocas
EFFECTOR MEMORY (TEM) CCR7- CD45Ra- TEM
TERMINALLY DIFERENCIATED CCR7- CD45Ra+

EFFECTOR MEMORY (TEMRA)



I Resultados: respuesta funcional especifica
frente a péptidos de CMV
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Resultados: analisis viabilidad tras congelacién
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*Corregidos con concentracidon de proteinas

PBMC

Viabilidad en suero salino | Viabilidad en FBS

PBMC 67,5% 62,5%
CD45Ra+ 65,5% 56,5%
CD45Ra- 63% 61%

Conclusiones:

* No se encuentran diferencias entre los distintos
medios de congelacion ni entre subpoblaciones

* Se obtiene viabilidad similar de entre un 60% y
70%
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Conclusidn y perspectivas futuras

Este estudio proporciona datos iniciales sobre viabilidad, pureza y funcion de las
células CD45Ra-, que sirven como punto de partida para investigaciones mas amplias

Aumentar el nUmero de donantes (n) para validar resultados

Confirmar la reproducibilidad del protocolo en diferentes muestras

Profundizar el anélisis de la funcién citotdxica tras cultivo y criopreservaciéon

Valorar la aplicabilidad en pacientes trasplantados con infeccion por CMV
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Conclusidn y perspectivas futuras

Este proyecto integra la inmunomonitorizacion, el seguimiento clinico y el desarrollo de
estrategias de terapia celular con el objetivo de mejorar los resultados en trasplantes

Continuar el seguimiento prospectivo de las cohortes clinicas

Continuar con la caracterizacién inmunoldgica y viroldgica en pacientes trasplantados

Integrar biomarcadores inmunitarios con variables clinicas e infecciosas
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