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1.- Abreviaturas

A/L: Autoinmunidad/Linfoproliferacién

ACE2: Receptor de angiotensina 2

ARN: Acido ribonucleico

ARNm: Acido ribonucleico mensajero

CO: Mondxido de carbono

COVID: Enfermedad por SARS-CoV-2

DO: Densidad 6ptica

Ell: Error innato de la inmunidad

ESID: Sociedad Europea de Inmunodeficiencias

FDR: False discovery rate

FBS: Suero fetal bovino

GLILD: Enfermedad pulmonar intersticial granulomatosa-linfocitica
IDCV: Inmunodeficiencia comun variable

IGIV: Inmunoglobulina intravenosa

IGSC: Inmunoglobulina subcutanea

ITR: Infecciones del tracto respiratorio

LB: Linfocito B

LT: Linfocitos T

LOCID: Inmunodeficiencia combinada de inicio tardio
MALT: Tejido linfoide asociado a mucosas

MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad

NGS: Secuenciacion de nueva generacion

PBMCs: Célula mononuclear de sangre periférica
Proteina M: Proteina de membrana del SARS-CoV-2
Proteina N: Proteina de nucleocdpside del SARS-CoV-2

Proteina S: Proteina spike del SARS-CoV-2



SFU: Unidades formadoras de puntos

R848: Resiquimod (agonista TLR7 y TLR8)

RBD: Dominio de unidn al receptor del SARS-CoV-2

RPM: Revoluciones por minuto

TH: Linfocito T helper

TLR: Toll like receptor

UMI: Identificador molecular unico

VOUS: Variante de significado incierto
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2.- Resumen
RESPUESTA INMUNITARIA DE PACIENTES CON INMUNODEFICIENCIA COMUN VARIABLE:

ESTUDIO EN EL CONTEXTO DE LAS NUEVAS VACUNAS PARA SARS-COV-2

Introduccion: Los errores innatos de la inmunidad o inmunodeficiencias primarias implican en
su gran mayoria un defecto a la hora de responder frente agentes patdégenos. Ademas, los
mecanismos de prevencién mediante inmunizacion activa como son las vacunas suelen tener
beneficios limitados en pacientes con enfermedades como la Inmunodeficiencia Comun Variable
(IDCV). Sin embargo, nuevas tecnologias vacunales han aparecido recientemente en el contexto
de la pandemia por SARS-CoV-2, las cuales pueden presentar un mejor perfil que las vacunas

previas en estos pacientes.

Objetivos: El objetivo principal de esta tesis es averiguar si la vacunacidn frente a SARS-CoV-2
con vacunas ARNm origina una adecuada inmunizacién en pacientes con IDCV y en una paciente
con déficit de CD8a. Adicionalmente, en los pacientes con IDCV se pretende analizar el fenotipo,
transcriptoma y capacidades funcionales de los linfocitos B in vitro con el fin de comprender

mejor su defecto.

Materiales y métodos: Se ha analizado una cohorte de 22 pacientes con IDCV, de los que se ha
recogido su perfil clinico, analitico y genético y una paciente con déficit de CD8a. Para valorar la
respuesta de las vacunas ARNm, se analizé la respuesta humoral y celular frente a SARS-CoV-2
en 18 pacientes con IDCV tras la primera y segunda dosis de vacunacién y se compard con una
cohorte de 50 controles sanos. Posteriormente, se realizd a 20 pacientes con IDCV un test
funcional con estimulacidn inespecifica consistente en un cultivo de PBMC en presencia de IL2 y
R848 de 10 dias de duracidon, en el que se realizaron: test de Elispot, perfiles de citometria,
andlisis de sobrenadante (deteccion de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 y perfil de citoquinas
generadas) y analisis de transcriptoma de los linfocitos B. Los resultados se compararon con los
de 32 controles sanos. A la paciente con déficit de CD8a se le determind la respuesta humoral y
celular tras la vacunacién/infeccion y se realizé un marcaje intracitoplasmatico para detectar qué
células eran las responsables de la respuesta celular. Los resultados se compararon con 5

controles sanos.
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Resultados: Después de completar la vacunacion, el 83% de los pacientes con IDCV tenian
anticuerpos especificos y el 83% tenian células T especificas frente al virus en comparacion con
el 100% y el 98% de los controles sanos (p = 0,014 y p = 0,062, respectivamente), pero sélo se
detectaron anticuerpos neutralizantes en el 50% de los pacientes. La potencia de las respuestas
humorales y celulares fue significativamente menor en IDCV en comparacidn con los controles
sanos. Las respuestas humorales y celulares ausentes o discordantes se asociaron con

antecedentes previos de autoinmunidad y/o linfoproliferacion.

Respecto al test funcional, se aprecié que tras la estimulacién inespecifica los pacientes con IDCV
presentaban dos patrones con respecto al perfil de linfocitos B: uno minoritario que presentaba
una distribucién similar a los controles sanos, es decir, una mayor proporcién de linfocitos B IgD-
CD27+ (cambio de clase) y también un aumento del compartimento IgD-CD27- a costa de una
seria reduccién de linfocitos IgD+CD27- (naive); y otro mayoritario con una prevalencia muy
marcada de linfocitos IgD-CD27- con ausencia de cambio de clase. El perfil citométrico en
algunos de estos pacientes fue similar a los de los controles si se analizaban de manera mas
temprana, en el sexto dia de cultivo. Se encontré la presencia de anticuerpos anti-SARS-CoV-2
en la mayoria de los sobrenadantes, incluyendo a ambos grupos de pacientes, pero en el ensayo
de ELISPOT B se vio que a los 10 dias no habia ninglin paciente que generase anticuerpos, tanto
especificos frente a SARS-CoV-2 como IgG total (a diferencia de los controles). En el analisis
transcriptémico se constaté que, en comparacion con los controles, los pacientes no generaban
transcritos necesarios para la sintesis de inmunoglobulinas, mostrando ademds sobreexpresién
de moléculas implicadas en rutas de muerte celular, sefializacion del BCR (destacando SYK, STAT3
y MS4A1) y sefales inhibitorias. Es destacable el hecho de que los sobrenadantes de cultivos de

los pacientes presentaban menor produccién de IFNa y APRIL pero mayor produccion de BTLA.

La paciente con déficit de CD8a produjo una adecuada respuesta (tanto humoral como celular)
qgue no se pudo aclarar si se debia a la infeccion o a la vacunacidon. En el marcaje
intracitoplasmatico de IFN-y se pudo observar que la distribucion de la produccién era similar a
la de los controles sanos, es decir, no habia diferencias en la proporcion del tipo de células

productoras de IFN-y.

Discusién: Existe una capacidad discordante para producir anticuerpos especificos vy
neutralizantes, lo que sugiere que la cantidad y calidad de la respuesta puede ser subdptima en
sujetos con IDCV. Ademds, los pacientes con IDCV con manifestaciones

autoinmunes/linfoproliferativas mostraron peor inmunogenicidad. Sin embargo, estos
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resultados de respuesta inmunitaria a la vacunacion de ARNm frente a SARS-CoV-2 son
superiores a lo visto previamente con otras vacunas. Estos resultados son superiores a lo descrito

con otros tipos de vacunas.

Con respecto al ensayo funcional, el hallazgo citométrico mas significativo fue la polarizacion de
los linfocitos B hacia el compartimento IgD-CD27-, que sumado a la ausencia de positividad en
el ELISPOT By la presencia de anticuerpos en el sobrenadante plantearia la posibilidad de que
nos encontremos frente a células extenuadas. Dicha hipdétesis se apoya también en los
resultados del analisis transcriptémico y en el analisis citométrico a los 6 dias de estimulacion

inespecifica.

La paciente con déficit de CD8a mostraba una respuesta frente a SARS-CoV-2 similar a la de los
controles sanos, por lo que se ha planteado que las células CD3+CD8- de la paciente puedan

suplir funcionalmente la ausencia de las células CD3+CD8+ cuando se enfrenta al SARS-CoV-2.

Conclusiones:

1.-Los pacientes con IDCV presentan una mayor inmunogenicidad cuando se exponen a las
vacunas ARNm contra el SARS-CoV-2 que lo descrito con vacunas previas, aunque su respuesta

es subdéptima en relacién a la de los controles sanos

2.-Un posible mecanismo fisiopatoldgico de la IDCV es la extenuacién temprana de los linfocitos

B de los pacientes.

3.-Los linfocitos CD3+CD8- de una paciente con déficit de CD8a pueden responder frente al SARS-

CoV-2 de manera analoga a los linfocitos CD3+CD8+ de un control sano.
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3.- Abstract

IMMUNE RESPONSE OF PATIENTS WITH COMMON VARIABLE IMMUNODEFICIENCY: STUDY IN
THE CONTEXT OF THE NEW SARS-COV-2 VACCINES

Introduction: Inborn errors of immunity or primary immunodeficiencies mostly involve a defect
when responding to pathogenic agents. Furthermore, prevention mechanisms through active
immunization such as vaccines usually have limited benefits in patients with diseases such as
Common Variable Immunodeficiency (CVID). However, new vaccine technologies have recently
appeared in the context of the SARS-CoV-2 pandemic, which may present a better profile than

previous vaccines in these patients.

Objectives: The main objective of this thesis is to find out if vaccination against SARS-CoV-2 with
mMRNA vaccines causes adequate immunization in patients with CVID and in a patient with CD8a
deficiency. Additionally, in patients with CVID, the aim is to analyse the phenotype,
transcriptome and functional capacities of B lymphocytes in vitro in order to better understand

their defect.

Materials and methods: A cohort of 22 patients with CVID has been analysed, of whom their
clinical, analytical and genetic profile has been collected, and one patient with CD8a deficiency.
To assess the response of the mRNA vaccines, the humoral and cellular response to SARS-CoV-2
was analysed in 18 patients with CVID after the first and second dose of vaccination and
compared with a cohort of 50 healthy controls. Subsequently, 20 patients with CVID underwent
a functional test with nonspecific stimulation consisting of a PBMC culture in the presence of IL2
and R848 for 10 days, in which they were tested for: Elispot test, cytometry profiles, supernatant
analysis (detection of anti-SARS-CoV-2 antibodies and profile of generated cytokines) and
transcriptome analysis of B lymphocytes. The results were compared with those of 32 healthy
controls. In the patient with CD8a deficiency, the humoral and cellular response was determined
after vaccination/infection and intracytoplasmic labelling was performed to detect which cells

were responsible for the cellular response. The results were compared with five healthy controls.

Results: After completing vaccination, 83% of CVID patients had specific antibodies and 83% had
virus-specific T cells compared to 100% and 98% of healthy controls (p =0,014 and p = 0,062,

respectively), but only neutralizing antibodies were detected in only 50% of patients. The
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strength of humoral and cellular responses was significantly lower in CVID compared to healthy
controls. Absent or discordant humoral and cellular responses were associated with a previous

history of autoimmunity and/or lymphoproliferation.

About the functional test in CVID patients, it was noted that after non-specific stimulation the
patients presented two profiles when regarding the B lymphocyte profile: a minority one that
presented a distribution similar to healthy controls, that is, a greater proportion of IgD-CD27+ B
lymphocytes (switch class) and also an increase in those of the IgD-CD27- compartment at the
cost of a serious reduction in IgD+CD27- lymphocytes (Naive); and another majority with a very
marked prevalence of IgD-CD27+ lymphocytes with absence of switch class. Surprisingly, the
cytometric profile in some of these patients was similar to those of controls if they were analysed
at day 6 of culture. The presence of anti-SARS-CoV-2 antibodies was found in the majority of the
supernatants, including both groups of patients, but in the ELISPOT B assay it was seen that after
10 days no patient generated antibodies, neither SARS-COV-2 specific antibodies nor total IgG
(unlike controls).. In the transcriptomic analysis, it was found that, compared to controls,
patients did not generate transcripts necessary for the synthesis of immunoglobulins, also
showing overexpression of molecules involved in cell death pathways, BCR signalling
(highlighting SYK, STAT3 and MS4A1) and inhibitory signals. It is noticeable that the culture
supernatants of the patients showed lower production of IFNa and APRIL but higher production

of BTLA.

The patient with CD8a deficiency produced an adequate response (both humoral and cellular)
that could not be determined if it was due to the infection or the vaccination. In the
intracytoplasmic labelling of IFN-y it could be observed that the distribution of production was

similar to that of healthy controls.

Discussion: The development of humoral and cellular responses was slower in CVID patients
compared to healthy controls. Furthermore, there is a discordant capacity to produce specific
and neutralizing antibodies, suggesting that the quantity and quality of the response may be
suboptimal in subjects  with CVID. Furthermore, CVID patients  with
autoimmune/lymphoproliferative manifestations showed worse immunogenicity. However,
these immune response to mRNA vaccination against SARS-CoV-2 results are superior to what

was previously seen with other vaccines.

With respect to the functional assay, the most significant cytometric finding was the polarization

of B lymphocytes towards the IgD-CD27- compartment, which, together with the absence of
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positivity in the ELISPOT B and the presence of antibodies in the supernatant, would raise the
possibility that these are exhausted (B) cells. This hypothesis is also supported by the results of

the transcriptomic analysis and the cytometric analysis after 6 days.

The patient with CD8a deficiency showed a response to SARS-CoV-2 similar to that of healthy.
Therefore, it has been proposed that the patient's CD3+CD8- cells can functionally compensate

for the absence of CD3+CD8+ cells when facing SARS-CoV-2.

Conclusions:

1.-Patients with CVID present greater immunogenicity when exposed to mRNA vaccines against
SARS-CoV-2. They improve, compared to the results seen in previous vaccines, although their

response is not suboptimal when compared with healthy controls.

2.-A possible pathophysiological mechanism of CVID is the early exhaustion of patients' B

lymphocytes.

3.-The CD3+CD8- lymphocytes of a patient with CD8a deficiency can respond in an analogous

manner against SARS-CoV-2 when compared to the CD3+CD8+ lymphocytes of a healthy control.
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4.- Introduccion

4.1 Errores innatos de la inmunidad
En el dmbito de la Inmunologia Clinica, las inmunodeficiencias primarias, o errores innatos de la

inmunidad (Ell) segun su denominacidn actual, representan un reto continuo. Su fisiopatologia,
la dificultad para disponer de cohortes numerosas que sirvan a la investigacion cientifica y las
implicaciones, Ilamativas por su variedad y en ocasiones gravedad, hacen de estas patologias

entidades muy complejas.

Por Ell se conoce a un grupo de desérdenes genéticos que se manifiestan como defectos en la
funcidén o el nimero de los elementos del sistema inmune. En el momento en el que se escribe
esta tesis doctoral se han descrito en la literatura cientifica mas de 400 defectos moleculares que
podrian ser clasificados como Ell (1). Al ser un grupo tan amplio presenta una gran
heterogeneidad clinica en su forma de presentacién. Ademads, la edad de debut puede ser
variable asocidndose en muchos casos con un retraso significativo del diagndstico. En este
sentido, y dada la elevada morbimortalidad que presentan estos pacientes, es importante

conocerlas para poder diagnosticarlas en forma precoz.

4.1.1 Clasificacion de los errores innatos de la inmunidad
Histéricamente, el Comité de Expertos en Inmunodeficiencia Primaria de la Unién Internacional

de Sociedades Inmunoldgicas (1UIS) ha propuesto una clasificacién de los sindromes que asocian
defectos inmunitarios o inmunodeficiencias primarias (IDP) cada 2 afios desde el afio 1973 (2).
Con el paso del tiempo nuevos defectos de la inmunidad se han ido incluyendo, credndose de
esta manera nuevos grupos para su clasificacién. Entre estos grupos de reciente creacidn
encontramos a aquellos que condicionan principalmente la apariciéon de enfermedades
autoinmunes, desregulacion, linfoproliferacién y malignidad hematoldgica. Por esta razén, en el
2019 la clasificacion pasa a llamarse “Clasificacidn 1UIS de Ell” de 2019, siendo presidida en ese

momento por Faith Osier (1).

En la ultima actualizacidon de la clasificacion de la IUIS los Ell se subdividen en 10 grupos

diferentes:
1.- Inmunodeficiencias que afectan a la inmunidad celular y humoral.
2.- Inmunodeficiencias combinadas con caracteristicas asociadas o sindrémicas.

3.- Inmunodeficiencia predominantemente de anticuerpos.
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4.- Enfermedades de desregulacion inmune.

5.- Defectos congénitos del nimero o funcién de los fagocitos.
6.- Defectos en la inmunidad intrinseca e innata.

7.- Trastornos autoinflamatorios.

8.- Inmunodeficiencias que afectan al complemento.

9.- Fracaso medular.

10.- Fenocopias de los errores congénitos de la inmunidad

La clasificacion divide las IDP en funcidn del componente de la inmunidad afectado y las
manifestaciones asociadas (Fig. 1.). Aquellas patologias que cursan con un defecto para producir
anticuerpos (grupo 3) estdn englobadas en la categoria de inmunodeficiencias humorales, pero
si ademas presentan un defecto a otro nivel en el desarrollo del linfocito, perteneceran a una
inmunodeficiencia combinada (grupos 1y 2). También se abarcan las enfermedades asociadas a
una excesiva activacién del sistema inmunitario, ya que en ocasiones se emparejan
manifestaciones de desregulacién que compaginan la inmunodeficiencia con autoinmunidad
(grupo 4) o en los que el estado de inmunodeficiencia es secundario a la presencia de
autoanticuerpos, como en el grupo grupo 10 (fenocopias de enfermedades o patologias de
origen somatico). Existe ademds una categoria adicional para aquellas patologias que no
implican un fendmeno de autoinmunidad, pero si una inflamacién indebida, calificdndose de

fendmenos autoinflamatorios (grupo 7).

Los defectos que median el reconocimiento de los patégenos mediante los mecanismos
efectores de la inmunidad innata también cuentan con grupos propios, como la actividad de los
fagocitos (grupo 5), asi como, lo que implica incapacidad de enfrentarse a patégenos especificos
(grupo 6). El complemento también puede presentar fallos en caso de la inadecuada produccion
de sus componentes (grupo 8). Por ultimo, existe una categoria que engloba los defectos

medulares, lo que implica un defecto en la produccidn de los linajes hematoldgicos (grupo 9).

En cuanto a la distribucidn por frecuencia poblaciones, el grupo mayoritario se corresponde con
aquellas que producen un defecto en la produccién de anticuerpos (3) (Fig. 1). De entre las
inmunodeficiencias con déficit de produccidn de anticuerpos, destaca la Inmunodeficiencia
Comun Variable (IDCV), la agammaglobulinemia asociada al cromosoma X, o el déficit selectivo

de IgA, entre otros.
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Inmunodeficiencia predominantemente de
anticuerpos.

Inmunodeficiencias combinadas con
caracteristicas asociadas o sindrémicas.
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Inmunodeficiencias que afectan a la inmunidad
celular y humoral

Defectos congeénitos del numero o funcion de los
fagocitos

Enfermedades de desregulacién inmune
Trastornos autoinflamatorios

Inmunodeficiencias que afectan al complemento
Defectos en la inmunidad intrinseca e innata.
Fenocopias de los errores congénitos de la
inmunidad
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Inmuncdeficiencia Comun Variable

Déficit selectivo de IgA, hipogammablobulinemia
inespecifica y sindrome hiper-IgM

Deficiencia de anticuerpos especificos

Déficit de TACI

Hipogammaglobulinemia de la infancia o transitoria
Déficit de subclases de IgG

Déficit de BTK

Déficit de IgA e 1gG

Otros
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Figura 1. Distribucion de las inmunodeficiencias primarias reportadas por centros asociados a la Fundacion Jeffrey
Modell. A) Distribucidn por grupos de errores innatos de la inmunidad B) Distribucién segun los subgrupos
diagndsticos de inmunodeficiencias humorales primarias. Adaptacion de Gerber et al. (4). TACI: Activador

transmembrana e interactor CAML; BTK: Tirosin Kinasa de Bruton.

4.1.2 Errores innatos de la inmunidad en el adulto
Las IDP son mas prevalentes en la poblacidn infantil por ser en muchos casos debidas a defectos

genéticos congénitos. Por esta razdn los primeros casos descritos en la literatura fueron en
pacientes pediatricos, condicionando la idea general de que estas patologias deben sospecharse
Unicamente en dicho grupo etario. A pesar de ello, tras mejorar en el reconocimiento de las IDP,
el nimero de Ell diagnosticados en el adulto ha ido incrementando. Un ejemplo es el de una de
las primeras inmunodeficiencias descritas: la agammaglobulinemia ligada al cromosoma X o
sindrome de Bruton, cuyo diagndstico a partir de la sospecha clinica siempre se ha llevado a cabo
en los primeros afios de la infancia (5). Esta enfermedad fue descrita por primera vez en 1952,

cuando Ogden Bruton identificé que la causa de las neumonias de repeticién que padecia un
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paciente de 8 afos podia ser debida a la ausencia de gammaglobulinas detectables en sangre
(6). Este paradigma ha cambiado en los ultimos afios, aumentando el nimero de casos casos de
agammaglobulinemia ligada al cromosoma X diagnosticados en el adulto gracias a la
secuenciacion de nueva generacidn (NGS) (7), y generando una nueva recomendacion de estudio
genético en todos aquellos pacientes con sospecha de inmunodeficiencia humoral y menos de

<1% de linfocitos B.

Ademads, en pacientes adultos, las infecciones recurrentes pueden deberse a otras causas
adquiridas, como lesiones anatdémicas, un trastorno funcional o una causa secundaria de
inmunosupresion o inmunosenescencia. Los trastornos inmunitarios secundarios debidos a
otras afecciones médicas o tratamientos para estas afecciones son una causa mucho mas comun
de infecciones recurrentes que las inmunodeficiencias primarias. En los adultos podemos
encontrar que la inmunodeficiencia ha debutado en edad adulta o que debuté en la infancia y el
diagndstico se produjo en la edad adulta (8). Hay enfermedades como la IDCV que muestran dos

picos de inicio (en la infancia y la edad adulta).

Los avances técnicos en el diagndstico, las nuevas inmunodeficiencias descubiertas y la mayor
concienciacién del mundo médico acerca de estas patologias han permitido avanzar en el
diagndstico de las mismas en etapas mas avanzadas de la vida (9). Esto es fundamental para
aquellas patologias cuyo conjunto de sintomas no se manifiesta al inicio de la vida, o sus

sintomas no llegan a tener la suficiente intensidad como generar la sospecha (10).

La deficiencia de anticuerpos es el diagnéstico mas comun en la edad adulta, incluyendo
patologias como la IDCV, deficiencia selectiva de inmunoglobulina A o IgA, deficiencia de
anticuerpos especificos y deficiencia de subclases de inmunoglobulina G o IgG. Los adultos
generalmente son remitidos para estudio debido a enfermedades como sinusitis o bronquitis

crénica.

Las infecciones de repeticién no deben considerarse normales en el adulto, ya que su sistema
inmunitario debe ser suficientemente maduro y estar preparado para responder
adecuadamente frente a patdgenos, debiendo evitar que un mismo patégeno sea un problema
permanente. Si se dieran infecciones de repeticién causadas por un mismo patégeno sin causa
desencadenante se debe sospechar de una inmunodeficiencia. El diagndstico de las
inmunodeficiencias en el adulto se puede retrasar tanto por una aparicién tardia de sintomas,
por la falta de conciencia de los médicos para las derivaciones oportunas, la presentacién inusual
de la enfermedad con diferente penetrancia o por la falta de infraestructuras sanitarias

adecuadas (8).
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4.1.3 Errores innatos de la inmunidad humorales
Las inmunodeficiencias humorales son un subgrupo de defectos de la inmunidad adaptativa que

presentan predominantemente alteraciones en la produccion de anticuerpos o
inmunoglobulinas y en las células que producen los mismos (linfocitos B). Estas patologias
conllevan principalmente una situacidon de desproteccién frente a infecciones de predominio
bacteriano. Sin embargo, entre las consecuencias de una mala produccién de anticuerpos
también se encuentra una mayor susceptibilidad a presentar fendmenos autoinmunes o
manifestaciones oncoldgicas en algunos casos. Se excluyen de este grupo a aquellas
inmunodeficiencias que presentan ademds alteraciones en la inmunidad celular

(inmunodeficiencias combinadas) (11).

La inmunodeficiencia humoral mds frecuente, sobre todo en poblaciéon adulta es la
inmunodeficiencia secundaria a tratamientos deplecionantes de anticuerpos o neoplasias
hematoldgicas. Pero aun asi existen otros defectos humorales relevantes tanto por su nimero
de pacientes afectados como por las implicaciones en la salud. Entre los Ell humorales se

destacan:

e Déficit selectivo de IgA: la mayoria de estos pacientes son asintomaticos, pero algunos
pacientes sufren diferentes complicaciones clinicas como infecciones pulmonares,
alergias, enfermedades autoinmunes, trastornos gastrointestinales y neoplasias
malignas. No existe un tratamiento especifico para pacientes con deficiencia sintomatica
de IgA, aunque la terapia antibidtica profilactica junto con el reemplazo circunstancial
de inmunoglobulinas podria ser Util para pacientes con un fenotipo grave (12).

e Agammaglobulinemia ligada al cromosoma X o enfermedad de Bruton: Es un trastorno
ligado al cromosoma X caracterizado por una mayor susceptibilidad a bacterias
encapsuladas, hipergammaglobulinemia grave y ausencia de Linfocitos B circulantes en
la sangre periférica. La terapia de reemplazo con inmunoglobulinas es la piedra angular
principal del tratamiento. Se necesita un manejo agresivo de las infecciones
intercurrentes y antibidticos profilacticos (5).

e Inmunodeficiencias secundarias: Aunque no se incluyen dentro de las Ell, son el defecto
humoral mds prevalente. Se producen debido a un agente desencadenante no genético,
como farmacos, infecciones o cdnceres. En numerosos casos no se llega a dilucidar
completamente si nos encontramos frente a una inmunodeficiencia secundaria o a un
Ell, ya que, al presentar una clinica similar, es muy importante asegurar el orden
cronolégico de los hechos (es decir, confirmar que la presencia de inmunodeficiencia

humoral es anterior o posterior al posible hecho desencadenante).
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e Déficit selectivo de subclases
e Déficit de respuesta a antigenos especificos.

e Inmunodeficiencia comun variable: Se describe en el apartado 4.2.

4.2 Inmunodeficiencia comun variable (IDCV)
La IDCV es una entidad ampliamente estudiada por los especialistas en Inmunologia. Es una

inmunodeficiencia humoral primaria cuya etiologia reside en la disfuncién de los linfocitos B sin
ausencia de los mismos, pero que conlleva una disminucién cualitativa y cuantitativa de
produccion de anticuerpos circulantes. Clinicamente estos defectos se traducen en un
incremento de las infecciones, asi como otros desérdenes tales como linfoproliferacion,

enteropatia o mayor propension a los tumores (13).

Su primer reconocimiento como patologia se produce en 1971, cuando la Organizacién Mundial
de la Salud la propone para los pacientes con inmunodeficiencia cuya (sic) extraordinaria
variabilidad de los hallazgos inmunolégicos no podia clasificarse inequivocamente sobre la base
de los criterios entonces existentes (14). Esto implica afrontar a la IDCV como una
inmunodeficiencia primaria basada en la exclusion de otras inmunodeficiencias mejor conocidas
y mas concretas, como la agammaglobulinemia ligada al cromosoma X o las inmunodeficiencias
secundarias. En lugar de una entidad Unica, es propicio considerar a la IDCV como un sindrome
que abarca un grupo heterogéneo de fenotipos clinicos e inmunoldgicos, que pueden ser

causados por diversos factores genéticos y/o ambientales.

Se puede definir a la IDCV como una inmunodeficiencia humoral primaria adquirida, la cual
presenta unas caracteristicas tanto clinicas como analiticas variables entre pacientes. Dicha
variabilidad representa un obstdculo relevante a la hora de manejar esta patologia, ya que tanto
para el diagndstico como el manejo terapéutico o el prondstico no existe un perfil exclusivo.
Actualmente, existen varias guias clinicas que proponen criterios diagndsticos de esta

enfermedad.

4.2.1 Incidencia y prevalencia de la IDCV
La IDCV es la inmunodeficiencia primaria sintomatica mas frecuente del mundo(15,16). Su

incidencia descrita segin un equipo es de 0,019 por cada 100.000 personas al afio (17), pero
segun el anadlisis de la red de centros Jeffrey Modell la incidencia puede variar entre paises,
pudiendo deberse tanto a una causa poblacional como a la diferente concienciacion acerca de

esta enfermedad. En cuanto a su prevalencia oscila entre 1 y 4 personas afectadas por cada
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100.000 individuos dependiendo del pais, segun estudios tanto europeos (18—20) como globales

(3).

4.2.2 Evolucién de la clasificacion de la IDCV
Con el objetivo de conocer y caracterizar la IDCV en el laboratorio, distintos grupos han realizado

esfuerzos con los que ha sido posible conocer el fenotipo clinico y analitico del paciente para

prever sus posibles complicaciones y tratarlo. Inicialmente se intentaba encuadrar las distintas

presentaciones clinicas de los pacientes segun criterios comunes. Es asi como surgen las

siguientes clasificaciones:

Bryant et al. (21) en 1990 propusieron una clasificacién de la IDCV basada en la
respuesta in vitro de los pacientes diagnosticados en funciéon de la presencia de
anticuerpos IgG o IgM.

En 1999 se describieron los primeros criterios diagndsticos de varias
inmunodeficiencias, incluida la IDCV, por la Sociedad Europea de Inmunodeficiencias
(ESID) y el Grupo Panamericano de inmunodeficiencias (PAGID) (22).

Posteriormente, en el 2002, se propone la clasificacién de Friburgo (23) como una forma
de clasificar a los pacientes en funcién de su poblacion B con cambio de clase (SC,
CD27+IgM-IgD-) y de su expresion de CD21low. En funcién de si dichas poblaciones
estaban alteradas, la probabilidad de presentar sintomas (como autoinmunidad,
linfoproliferacion, etc.) aumentaria segun esta clasificacion (Fig. 3).

El esquema de Paris (24) propuso que la asociacion entre poblaciones celulares
propuestas por Friburgo y sintomas asociados deberia tener en cuenta exclusivamente

a las poblaciones B cambio de clase (Fig. 2).
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Y
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47% 34% 23% Esplenomegalia 58% 41% 19%
28% 18% 17% Linfadenopatias 32% 22% 17%
17% 8% 0% Granulomas 20% 14% 4%
17% 12% 14% Citopenias 26% 15% 11%

autoinmunes

Fig. 2. Adaptacion de la comparacidn entre los esquemas de Friburgo y Paris. Asociacidn entre las diferentes

manifestaciones clinicas y subgrupo segun citometria en la cohorte del ensayo (23,24).

En el ensayo de Euroclass realizado en 2007 (25), Wehr et al. comparan los esquemas
de Friburgo y de Paris para después elaborar una sintesis de ambos esquemas en los
gue se tiene en cuenta el porcentaje de linfocitos B, el porcentaje de linfocitos B con
cambio de clase, porcentaje de linfocitos B transicionales y CD21low. El interés en estas
subpoblaciones radica en laimportancia de las mismas en varios procesos autoinmunes:
los linfocitos B cambio de clase son agentes especializados en producir anticuerpos
especificos frente antigenos a los que han sido expuestos, por lo que su implicacién en
la respuesta humoral es muy relevante; los linfocitos B transicionales son células
medianamente diferenciadas que sufren procesos de seleccidén negativa para evitar la
produccidn de autoanticuerpos y linfoproliferacién (26,27); y los linfocitos B CD21low
es una subclase que se asocia a procesos inflamatorios crénicos y pueden producir
autoanticuerpos (28,29). Dependiendo de que dichos porcentajes estén alterados con
respecto a la poblacién general los pacientes con IDCV tendrdn una mayor

predisposicién a padecer diferentes manifestaciones (Fig. 3).
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Linfadenopatias 26% 22% 24% 57% 22%
Granulomas 12% 4% 17% 24% 16%
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Porcentaje 33% de smB+ 67% de smB+ 49% de smB- 51% de smB-
Esplenomegalia 50% 14% 60% 42%
Linfadenopatias 17% 20% 38% 25%
Granulomas 14% 2% 20% 15%
Citopenias 15% 10% 27% 24%

autoinmunes

Fig. 3. Esquema de clasificacién de la IDCV segin EUROCIlass. Asociacion entre las diferentes
manifestaciones clinicas y subgrupo segun citometria en la cohorte del ensayo. scB: Linfocito B con cambio

de clase; Tr: transicional (25).

El equipo de Grimbacher desarrollé en 2011 una escala de gravedad (de 0 a 3) basada
en una lista de 15 complicaciones, definiendo de esta manera el perfil clinico de los
pacientes (30).

En 2013, Ameratunga y colaboradores propusieron un esquema de diagndstico y de
tratamiento basandose tanto en datos clinicos como analiticos (31). Seria
posteriormente en el afio 2019 cuando estas sugerencias fueron recogidas en los

criterios diagndsticos de la enfermedad por la ESID (32).
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e No sdlo se ha intentado clasificar con criterios clinicos y analiticos. En funcion de la
cantidad de KRECy TREC, el equipo de Nonoyama describié que los pacientes se podian
dividir en cuatro grupos, los cuales presentaban caracteristicas diferenciadas del resto
(33).

e A estas clasificaciones se le afiadié otra adicional segun el perfil proteémico (34).

e Por ultimo, recientemente han aparecido escalas que permiten estimar el prondstico
segun las manifestaciones clinicas y los perfiles de riesgo de los pacientes, como la
escala VISUAL, especifica de IDCV del equipo de Sdnchez Ramén (35) o la escala IDDA2.1

“Kaleidoscope”, genérica de inmunodeficiencias primarias del equipo de Benesch (36).

4.2.3 Criterios diagndsticos de la IDCV
Con el objetivo de estandarizar el diagndstico de la IDCV, uno de los criterios diagndsticos mas

utilizado son los propuestos por la ESID (32). El diagndstico de la enfermedad ha variado
conforme han pasado los aflos, como se acaba de describir en el apartado anterior. Los criterios
de la ESID permiten diagnosticar la enfermedad abarcando tanto antecedentes clinicos, perfil

analitico y antecedentes familiares (Fig. 4).
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Al menos uno de los siguientes:

e Mayor susceptibilidad a la infeccion

* Manifestaciones autoinmunes

e Enfermedad granulomatosa

e Linfoproliferacion policlonal inexplicable

* Miembro de la familia afectado con deficiencia de anticuerpos

Y

-Disminucion marcada de 1gG
-Disminucion marcada de IgA con o sin niveles bajos de IgM (medidos al menos dos
veces; <2SD de los niveles normales para su edad).

Y

Al menos uno de los siguientes:

* Respuesta deficiente de anticuerpos a las vacunas (y/o isohemaglutininas ausentes);
es decir, ausencia de niveles protectores definidos a pesar de la vacunacion

e Células B de memoria con cambio de clase bajas (<70 % del valor normal relacionado
con la edad).

Y

-Se han excluido causas secundarias de hipogammaglobulinemia (p. ej., infeccién,
pérdida de proteinas, medicacidn, malignidad).

-El diagndstico se debe establecer después del cuarto afio de vida (aunque los sintomas
pueden estar presentes antes)

-No hay evidencia de deficiencia profunda de células T, definida como 2 de los
siguientes (rango de edad en afios):

¢ Numeros de CD4/microlitro: < 300 (2-6), < 250 (6-12), < 200 (<12).

* % de CD4 naive sobre el total de CD4: < 25% (2-6), < 20% (6-16), < 10% (>16)

e Proliferacion de células T ausente.

Fig. 4. Adaptacion de los criterios diagndsticos de la IDCV segun la ESID (32).

4.2 .4 Fisiopatologia de la IDCV
Existen aspectos desconocidos sobre la fisiopatologia de la IDCV. Esto es debido a que el

mecanismo implicado varia de un paciente a otro.

Al no conocer exactamente la etiologia, se ha intentado conocer qué piezas del sistema
inmunitario presentan defectos. Se han descrito fallos en pacientes con IDCV en linfocitos B
(sobre todo en los compartimentos de memoria) (37-40); en los linfocitos T (en los
compartimentos de memoria como los extenuados (41-43), en los compartimentos T
cooperadores (44,45)y cooperadores foliculares (cTFH), (46,47); en ambos linajes Ty B (48-50);

o en otras células, como las dendriticas (51,52).
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A nivel genético, existen varias mutaciones que estan asociadas a esta patologia. Sin embargo,
estas abarcan el 10-20% de los casos con IDCV, por lo que no existe de momento una explicacién
exclusivamente genética (53,54). En funcidn del gen afectado, se puede inferir la repercusion
clinica que puede tener el paciente, por lo que su estudio es conveniente para establecer

prondsticos o decidir tratamientos (55,56).

4.2.5 Genética de la IDCV
Actualmente solo parte de los pacientes pueden ser explicados por una mutacién monogénica

que implique el diagndstico de IDCV. Sin embargo, si que existe un conjunto de genes afectados
por variantes las cuales se han descrito en la literatura como asociadas a la IDCV (55,57). Ademas,
se han descrito variantes genéticas modificadoras de la enfermedad, esto es, que pueden
empeorar la presentacién clinica o la gravedad de la IDVC, como es el caso de las mutaciones en
TNFSF13B (activador transmembrana moduladora del calcio que interacciona con el ligando de

ciclofilina) (58).

4.2.6 Manifestaciones clinicas de la IDCV
Tal como sugiere el nombre de sindrome, se ha descrito que la presentacién clinica de estos

pacientes varia con un amplio espectro de manifestaciones clinica y analiticas (Fig. 5). Cada
individuo puede presentar un conjunto de sintomas casi exclusivo de su persona tanto en

variedad como en intensidad. Las manifestaciones implicadas son:

4.2.6.1 Infecciones
Las manifestaciones clinicas mas frecuentes y relevantes al inicio son las infecciones de

repeticion, las cuales suponen la principal causa de morbilidad tanto por su nimero como por
su intensidad. Los principales agentes patégenos suelen ser bacterias como el Haemophilus
Influenzae o el Streptococcus Pneumoniae, aunque pueden acompafarse de otras bacterias
como Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae o Ureaplasma Urealyticum, asi como

virus tales como enterovirus, rinovirus o adenovirus (59,60).
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4.2.6.2 Complicaciones autoinmunes
Las manifestaciones autoinmunes afectan a varios érganos y sistemas, en mayor medida desde

el punto de vista hematoldgico, donde destacan tanto la trombocitopenia como la anemia
autoinmune (61). Puede afectar ademas al aparato locomotor en casos de enfermedades
autoinmunes sistémicas (62—64), o autoinmunidad dirigida contra las glandulas del sistema

endocrino (65,66) o nervioso (67)

Una complicacién afiadida es que las manifestaciones autoinmunes pueden ser diagnosticadas
previamente a la IDCV. Es conveniente plantear la posibilidad de que subyazca esta enfermedad
antes de se aplique el tratamiento inmunosupresor, ya que dicho tratamiento sembraria la duda

si la situacion de inmunodeficiencia es debida a una causa primaria o al tratamiento.

4.2.6.3 Linfadenopatias y esplenomegalia
Es posible que los pacientes con IDCV presenten linfoproliferacién, que se puede manifestar

como presencia de adenopatias, sin que éstas representen una patologia hematoldgica
subyacente (68). De manera andloga, puede aparecer esplenomegalia en estos pacientes
(69,70). Las causas de estas manifestaciones no estan del todo claras, pero se ha descrito como
un posible marcador de actividad inflamatoria (71) tanto de manera aislada como en el contexto
de la formaciéon de granulomas (72). Para validar este respecto, se esperan encontrar

biomarcadores mas precisos que con el fin de confirmar esta teoria.

4.2.6.4 Linfomas y cancer
La IDCV esta también asociada a procesos oncoldgicos, tanto de tumor sélido como a tumores

hematoldgicos tales como los leucemias (70) o linfomas (73). Es por lo tanto muy importante
valorar si la manifestacion del paciente es benigna o maligna, ya que los diagndsticos de linfoma
se pueden confundir con la linfoproliferacidn benigna. Adicionalmente, existe una mayor
proporcidn de tumores sélidos en estos pacientes (74), algunos explicados por la susceptibilidad
a ciertos microrganismos, la cual puede favorecer la infeccidn por Helicobacter Pyloriy esta a su

vez favorecer la aparicién del linfoma MALT (75), y otros sin implicacion directa (Fig. 5).

4.2.6.5 Complicaciones en el aparato respiratorio
Las afecciones pulmonares conllevan un gran nimero de ingresos y se asocian a mayor

mortalidad en los pacientes con IDCV (76,77). En un estudio previo realizado en 224 pacientes,
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el 34% tenia enfermedad pulmonar crénica en el momento del diagndstico, cifra que aumento

al 46% tras 11 afios de seguimiento (78).

El dafio pulmonar en la IDCV viene dado por dos mecanismos principales: lesién secundaria a
infecciones agudas o recurrentes y daio debido a procesos inmunomediados. Por su frecuencia,
la manifestacién de dafio pulmonar mas reconocida es la bronquiectasia, presente hasta en un
60% de los pacientes (79). Estas se observan en mayor medida en sujetos de mayor edad.
También se puede objetivar un dafio en forma de enfermedad pulmonar intersticial, en sujetos

mas jovenes, que a menudo tienen antecedentes de citopenias autoinmunes, niveles elevados

de 1gM sérica y recuentos mas bajos de células T CD3 (80,81). La enfermedad pulmonar

intersticial puede incluir infiltrados linfociticos con o sin granulomas.

En pacientes con IDCV y patrén obstructivo en la espirometria es conveniente descartar el
antecedente de asma. En el caso de cambios restrictivos en las pruebas de funcidn pulmonar se
deberd descartar la presencia de infiltrados linfociticos, granulomatosos o ambos. Otras causas

de cambios restrictivos incluyen tapones mucosos o restriccion posquirdrgica.

Una complicacién relevante y caracteristica de la IDCV es la "enfermedad pulmonar intersticial
granulomatosa-linfocitica" (GLILD, por sus siglas en inglés) que requiere para su confirmacion de
una biopsia de pulmdn con afectacidn intersticial linfocitica y granuloma (82,83). Por lo general,
se presenta en pacientes entre 20 y 50 afos con el desarrollo gradual de disnea de esfuerzo con
tos nueva o alterada, aunque algunos pacientes son asintomdticos cuando se detectan por
primera vez los hallazgos caracteristicos en las imagenes del térax. La GLILD es mds comun en
sujetos con IDCV con antecedentes de citopenia autoinmune, hiperesplenismo, poliartritis y
funcién pulmonar restrictiva. En ocasiones, el fenotipo GLILD puede carecer de la presencia de
granulomas, pero manteniendo una inflamacidn granulomatosa no necrotizante, neumonitis
intersticial linfoide, hiperplasia linfoide, bronquiolitis folicular, neumonia organizada o fibrosis

intersticial. Este fenotipo se denomina ILD y es necesario diferenciarlo de un linfoma (84).

4.2.6.6 Complicaciones en el aparato digestivo
A nivel digestivo, se han descrito alteraciones hepaticas, gdstricas e intestinales. El principal

trastorno hepatico es la hiperplasia regenerativa nodular, cuya causa aun no esta clara y para la
gue aun no existe tratamiento. En un estudio brasilefio (85) un tercio de los pacientes tenian
enfermedad hepatica (que abarcaba esplenomegalia, trombocitopenia y varices esofagicas) y
algo mas del 10% hepatomegalia. En el mismo estudio se describié infiltracion linfocitica

duodenal, que es otra posible afectacién de los pacientes con IDCV. A este nivel destacan
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manifestaciones como la diarrea, la pérdida de peso y la malabsorcidn, asi como la posible

aparicion de atrofia vellosa y pdlipos duodenales (86).

Sinusitis

Tirolditis Otitis
autoinmune Infecciones

respiratorias
Granulomas P

Expansion

adenopdtica Esplenomegalia

Hepatopatia

Atrofia vellosa y
complicaciones

gastrointestinales Citopenias autoinmunes

Fig. 5. Manifestaciones clinicas de la IDCV segun si distribucién por érganos. Adaptacion de Park et al (87).

4.2.7 Sub-clasificacién de la IDCV segtin el fenotipo clinico
Dada la complejidad y variedad de sintomas asociados a la IDCV, se puede clasificar a los

pacientes segln la gravedad de su perfil clinico. Cunningham-Rundles propone clasificarlos
clinicamente en dos grupos: aquellos que sdélo presentan infecciones de repeticién y aquellos
que presentan complicaciones ainadidas. Esta clasificacion tiene relevancia clinica debido a que
los pacientes del segundo grupo sufren un peor manejo de los sintomas y presentan peor
prondstico (88,89). En estos estudios se ha demostrado que la morbimortalidad de los pacientes

que han presentado otras manifestaciones adicionales a las infecciosas es superior. Aun asi, los

34



pacientes que sélo presentan infecciones pueden desarrollar con los afios otras manifestaciones,

lo que modificaria también el prondstico.

En algunos pacientes el diagndstico de IDVC pueden acompafarse de entidades descritas como
complicaciones propias de esta IDP, como por ejemplo la enfermedad pulmonar intersticial
granulomatosa-linfocitica o GLILD por sus siglas en inglés, descrita en el apartado 4.2.6.5 (90—
92). Estos pacientes presentan complicaciones asociadas a estos granulomas, como una peor

funcidn respiratoria o cuadros mas severos de esplenomegalia.

Otro ejemplo seria el diagndstico de inmunodeficiencia combinada de inicio tardio o LOCID
segun sus siglas en inglés. Los pacientes con LOCID son aquellos que habiéndose diagnosticado
inicialmente de IDCV, comienzan a desarrollar una linfopenia T. Presentan un riesgo aumentado
de manifestaciones clinicas no infecciosas y de infecciones no humorales, como el aumento de

la incidencia de esplenomegalias, granulomas, patologia gastrointestinal y linfomas (93).

4.2.8 Tratamiento de la IDCV
El tratamiento generalmente consiste en administrar inmunoglobulina intravenosa (IGIV) o

subcutdnea (IGSC) como compensacion al defecto de produccion de anticuerpos (78,94). La dosis
inicial habitual de IGIV en pacientes con IDCV es de 400 a 600 mg/kg cada tres o cuatro semanas.
Se puede afiadir premedicacién con antihistaminicos o analgésicos en caso de que sea necesario.
Los pacientes que estan infectados activamente en el momento de la infusidn inicial tienen mas
probabilidades de experimentar sintomas adversos durante la infusién, por lo que, cuando es
posible, se busca tratar la infeccidn antes de administrar la inmunoglobulina. Es posible que se
requieran dosis mas altas en pacientes con bronquiectasias y en aquellos con enteropatia

perdedora de proteinas.

Adicionalmente y en funcién de la clinica, se pueden afiadir tratamientos como antibiéticos para
infecciones concurrentes; antibioterapia profilactica para aquellos que persisten con infecciones
a pesar del tratamiento sustitutivo, los cuales se pueden pautar ademas de manera profilactica
(se recomienda aplicar la antibioterapia mas adecuada al tipo de patdgeno, por lo que el historial
de aislamientos previos es de gran utilidad) (95—97); los inmunosupresores para el manejo de la
autoinmunidad/linfoproliferacion (98); y las terapias que requieran los distintos procesos
oncoldgicos, como la eliminacion del H. Pylori cuando el paciente padece un linfoma MALT

gastrico(99), siendo el resto de canceres tratados segun las guias recomendadas.
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4.2.9 Relacion entre vacunacion y la IDCV
La vacunacién en pacientes con IDCV se emplea para el diagndstico de los pacientes (ver

apartado 4.2.3). El procedimiento consiste en cuantificar tras una dosis de vacunacién los niveles
de IgG especifica frente antigenos vacunales como Streptococcus Pneumoniae, la Salmonella
Typhi o el toxoide tetdnico. Niveles considerados no protectores de IgG serian un criterio para el

diagndstico de IDCV.

Su utilidad en la prevencién de infecciones puede ser muy limitada dado el perfil de la
enfermedad. Por definicion, los pacientes con IDCV presentan una inadecuada respuesta
humoral a la mayoria de las vacunas, propia de defectos en la maduracién o cambio de clase del
linfocito B. A pesar de ello la vacunacion podria reforzar la inmunidad de las células T a los
agentes virales, como lo demuestran las respuestas mejoradas de las citocinas de las células T,
ademas de inducir la formacién de anticuerpos especificos. Este ultimo mecanismo puede
conservarse en algunos pacientes con IDCV, ya que existe un rango de capacidad inmunoldgica
en este trastorno. Por ambos motivos, se aconseja administrar de forma rutinaria la vacuna
contra la gripe inactivada a pacientes con IDCV. Las pautas generales de vacunacién también
respaldan esta practica (100,101). Existe ademas controversia acerca de la efectividad de
distintas pautas vacunales frente a otros virus, como la vacuna frente al virus del papiloma
humano, lo cual requerira de estudios para establecer pautas de intervencidon adecuadas (102).
Con respecto al calendario vacunal infantil, al ser una patologia con diagndstico limitado a partir
de los cuatro afios, implica que las dosis comprometidas son algunas de refuerzo, por lo que en

un inicio temprano cabria esperar la posibilidad de una insuficiente efectividad de dichas dosis.

4.2.10 Seguimiento de la IDCV
El seguimiento se dirige a controlar los niveles de inmunoglobulinas mediante la determinacion

en el momento valle (una determinacion justo anterior a la infusidon de nueva dosis) para valorar

la dosis de inmunoglobulina intravenosa y por otro lado prevenir las complicaciones.

De la misma manera que se requiere para el diagndstico, durante el seguimiento es importante
detectar variaciones en la distribucion de los linfocitos B, sobre todo en cuanto al nimero de
células con cambio de clase o detectar aumentos en el nimero de linfocitos CD21low. Estos
marcadores permiten determinar el riesgo de posibles complicaciones. También es
recomendable realizar determinaciones de anticuerpos (ANAs, ANCAs, factor reumatoide,
anticuerpos anti-transglutaminasa IgA, etc.) o marcadores tumorales (B2 microglobulina) en el
caso de que aparezca clinica sugerente. En el caso de la linfoproliferacién benigna y la

esplenomegalia no hay unas claras indicaciones para determinar su pronéstico. Sin embargo, se
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esta estudiando la posibilidad de emplear como biomarcador de progresién de dichos el CD25s
o el seguimiento ecografico. Con el objetivo de prevenir las complicaciones, se establece que los
pacientes deben realizarse TAC cada cierto tiempo (ajustado al perfil clinico de los pacientes,
aumentando la frecuencia si hay clinica de neumonias de repeticiéon, bronquiectasias,
granulomas, etc.), pruebas respiratorias funcionales anuales con difusién de CO y el test del

aliento para detectar infecciones por Helicobacter pylori.

4.3 Estudio funcional de Linfocitos B
Los estudios funcionales son una herramienta que pueden indagar acerca de qué mecanismo

fisiopatoldgico esta detrds de que linfocitos que previamente no respondian a la vacunacién
convencional si que respondan frente a la nueva tecnologia vacunal basada en ARNm, la cual se
administrd por primera vez a nivel global en la lucha contra la pandemia causada por SARS-CoV-

2.

Existen varias formas de evaluar la funcién de los linfocitos B mediante la estimulacion de los
mismos con el objetivo de comprobar frente a qué antigenos son capaces de responder y de qué
forma lo hacen. Por esta razén, la eleccion del cultivo de estimulacidn se fundamenta en la
capacidad de generar la mayor proporcidn posible de linfocitos B de memoria y anticuerpos.
Entre los ensayos que se han descrito en este sentido se encuentran la estimulacién celular
mediante cocultivos con linfocitos T (103), el uso de ligandos de coestimulacidn, citoquinas e
interleucinas, como CD40L (104,105), IL2 (106), IL21 (107) o agonistas de diversos Toll Like
Receptors (TLR) como TLR9 (108).

Se ha comprobado que la estimulacidn de linfocitos B con esas combinaciones es adecuada para
medir las citoquinas que producen (109), la clonalidad (110) o la produccion de anticuerpos

(111,112).

En los ensayos de estimulacion citados, podemos observar como cada via de activacion ha
servido para favorecer la proliferacién y secrecién de anticuerpos por parte de los linfocios B.
Wen et al. mostraron que el cocultivo de linfocitos B con EL4 (células derivadas de timoma)
permitia que esos linfocitos B proliferaran y realizaran una respuesta policlonal en forma de IgM
o 1gG (103). El estimulo con 1L21, CD40L y TLR9 provoca una cascada de estimulacion siguiendo
las rutas asociadas al estimulo del BCR que desembocan en mayor expresion de c-MYC y p-S6,
factores asociados a la proliferacién y actividad de los linfocitos B de centro germinal (105, 107,
108(107)). El empleo de IL2 induce tanto la proliferacion como la funcién de los linfocitos B

mediante activacion de varias vias (106), las cuales se explicaran mas adelante.
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Como se ha recogido, existen varias técnicas que permiten el estudio funcional de los linfocitos
B. Para seleccionar cual de los estimulos es el mas adecuado para aplicar en una cohorte de
pacientes inmunodeprimidos, seria adecuado seleccionar aquellos reactivos que produzcan una
mayor cantidad de linfocitos B de memoria y de anticuerpos no clonales, por lo que se realizd

una busqueda de ensayos en los que se comparasen los diferentes cultivos de estimulacién.

Segln los experimentos realizados por Karahan et al. (113-115), la combinaciéon de
resiquimod/R848 (ligando de TLR7 y TLR8) junto con la IL2 como estimulos de un cultivo de
PBMCs seria la dptima para generar linfocitos B de memoria y plasmablastos junto con la
produccidn de anticuerpos. Teniendo en cuenta estos ensayos comparativos, en este trabajo se
eligié como cultivo idéneo la estimulacion de PBMCs con IL2 y R848 para analizar la funcién de

linfocitos B en los pacientes con IDCV.

El mecanismo de accién de dicha combinacion sobre las PBMC se debe a la sefalizacidon

producida por ambas moléculas:

e LalL2 es una citoquina que interviene en el desarrollo, proliferacién y diferenciacién de
los linfocitos B, asi como de la produccién de anticuerpos (106,116). Su mecanismo de
accion consiste en la unién a su receptor (formado por un trimero de cadenas alpha,
beta y gamma, conocidas también como CD25, CD122 y CD132) para asi activar una

cascada de sefializacion a través de ERK/ELK1 (117), PI3K-AKT y MAPK(118), entre otros
(Fig. 6).

112

Anti-apoptosis

Fig. 6. Rutas de sefalizacién de la IL2. Adaptacion del esquema ilustrado por R&D Systems (119)
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e TLR7 es un receptor intracitoplasmatico con afinidad principalmente por moléculas de
ARN monocatenario (120). Su sefializacidn se inicia a través de MyD88 e IRAK4, lo que
permite activar las rutas MAPK, iKKa/iKKB y TRAF3. Los efectos de estas vias en el
linfocito B provocan una mayor diferenciacidn hacia plasmablastos (121) y produccién
de anticuerpos (122). En pacientes con IDCV se ha descrito una posible disfuncionalidad

del receptor para inducir la produccién de IFNa(109) (Fig. 7).
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Fig. 7. Rutas de sefializacion del TLR7. Adaptacion de MJ Herrero. (123)

e TLR8 es otro receptor intracitoplasmatico con afinidad por ARN monocatenario e
imidazoquinolinas(120). La ruta de sefializacion mediante MyD88 e IRAK4 se asemeja a
la del TLR7(118), pero no es idéntica, produciendo unas repercusiones diferentes, tales
como produccién de IFNB en vez de IFNa o una mayor produccion de TNFa en vez de

TGFB (ambos propios de la sefializacion de TLR7) (120) (Fig. 8).
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Fig. 8. Rutas de sefializacién del TLR8. Adaptacion de Martinez-Espinosa et al.(120)

4.4 Inmunodeficiencias primarias en el contexto de la COVID-19

4.4.1 Antecedentes de la pandemia por COVID-19
En 2019 se describe en Wuhan, China, la aparicidon de un agente patégeno llamado SARS-CoV-2.

Extendiéndose posteriormente, su infeccidn llegd a ser declarada pandemia en el afio 2020(124).
Previamente se han descubierto otros seis coronavirus que infectaban a humanos, siendo éste
por lo tanto el séptimo coronavirus que se sabe que infecta a los humanos hasta la fecha. Las
investigaciones revelaron que el SARS-CoV-2 es muy parecido en cuanto a la estructura y
patogenicidad del SARS-CoV estacional. Dos de estos coronavirus previamente identificados

fueron responsables de grandes epidemias en las Ultimas dos décadas (125):

e El coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo o SARS-CoV, el cual también se

origind en China en 2002-2003.

e El coronavirus del sindrome respiratorio de Oriente Medio o MERS-CoV, que se originé

en Oriente Medio en 2012.
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4.4.2 SARS-CoV-2: descripcion general del virus y estructura
Es un virus ARN monocatenario cuyo genoma consta de 29.9kb (126). Este virus presentaba

modificaciones relevantes en la proteina Spike (S) cuando se compara con el virus prepandémico.
Dichas modificaciones provocaban efectos funcionales relevantes, destacando un aumento del
cebado de la proteina S gracias a la presencia de un sitio de escisidn similar a la furina en el SARS-
CoV-2, la cual estaria implicada en un aumento de la propagacién del SARS-CoV-2 en

comparacién con otros coronavirus beta(127).

Esta molécula es esencial para invadir las células del huésped, ya que gracias a su unién a la
enzima convertidora de angiotensina 2 o ACE2 y la intervencidon de otras moléculas como
proteasas tipo furina, la proteasa transmembrana de serina 2 (TMPRSS2) y catepsina L permite

la interiorizacion del material genético infectivo (128-130).

Adicionalmente a la proteina S, otras proteinas son relevantes para explicar la actividad viral y
su propagacion: La proteina M o de membrana es esencial para el ensamblaje del virus (131) y
la proteina N o de nucleocdpside es una proteina que tiene implicaciones en la transcripcién y
empaquetamiento del material genético (132,133). Ademas de ser moléculas fundamentales por
su implicacién en la actividad del virus, son interesantes por presentar inmunogenicidad (134—
136). Otras moléculas importantes del virus son la proteina de envoltura o proteina E, la

proteasa principal y la polimerasa ARN (126) (Fig. 9).

Proteina N Proteina S

Proteina E

ARN monocatenario

Fig. 9. Estructura del SARS-CoV-2, adaptacién propia.
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4.4.3 Enfermedad COVID-19
El SARS-CoV-2 se une a las células epiteliales mucosas de las cavidades bucal y nasal, pudiendo

ademas migrar por el tracto respiratorio hasta las vias respiratorias inferiores. Se ha planteado
gue el SARS-CoV-2 infecta las células ciliadas primarias de las vias respiratorias de conduccidn.
Alrededor del 80% de los pacientes infectados tendrdan un curso leve y limitado al tracto

respiratorio (137).

El virus puede progresar aun mas e infectar las células alveolares de neumocitos tipo Il
provocando apoptosis celular. Por lo tanto, a medida que las particulas virales replicadas se
liberan de la célula y pasan a infectar mas neumocitos tipo Il, la apoptosis resultante
eventualmente causa dafio alveolar difuso y alteracién del intercambio de gases, lo que conduce
al sindrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA). También destaca su implicacion lesiva del
endotelio vascular (138) provocando otros efectos sistémicos como fendmenos trombadticos o
vasculitis (139,140), asi como los derivados de la respuesta inmunitaria frente al virus, como la
tormenta citoquinica (141). La enfermedad producida por el SARS-CoV-2 es la COVID-19, la cual,
atendiendo a criterios clinicos y analiticos puede clasificarse en diferentes rangos de gravedad

atendiendo a los criterios declarados por la OMS (142). En adultos, la clasificacién es:
1.- Enfermedad leve: Paciente sintomatico que no presenta neumonia virica ni hipoxia.

2.- Enfermedad moderada: Paciente con signos clinicos de neumonia (fiebre, tos, disnea,

taquipnea) pero sin signos de neumonia grave (SpO2 = 90% con aire ambiente).

3.- Enfermedad grave: Paciente con signos clinicos de neumonia mas alguno de los siguientes:
frecuencia respiratoria > 30 inspiraciones/min, dificultad respiratoria grave o SpO2 < 90% con

aire ambiente

4 -Enfermedad critica: paciente con diagndstico radiolégico de neumonia junto con diagndstico
de septicemia, shock séptico o sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA), el cual a su vez
puede ser dividido en leve (PaO2/FiO2 entre 200 y 300mmHg), moderado (PaO2/FiO2 entre 100
y 200mmHg) o grave (PaO2/FiO2 menor de 100 mm Hg).

4.4.4 Respuesta inmunitaria al virus
El sistema inmunitario responde al SARS-CoV-2 de manera analoga a otros virus. Se ha

demostrado que el virus activa el complemento en pulmdn, piel y suero (143). Ademas, puede
unirse a TLR7 y TLR8, lo que induce respuestas de IFN-l y la generacidn de diversas citoquinas, lo

que resulta en la supresion de la infeccion viral. También RIG-I (gen | inducible por acido
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retinoico) y MDAGS (proteina asociada a la diferenciacion de melanoma 5) reconocen el ARN del
SARS-CoV-2 lo que induce estrés dependiente de IFN. La proteina de sefializacién antiviral
mitocondrial (MAVS) conduce a la produccion de varios complejos proteicos multifuncionales
después de la activacion dependiente de los receptores RIG-1 (RLR). El complejo RLR-MAVS
interactia con STING (estimulador de genes de interferén) y TRAF3 (factor 3 asociado a TNFR),
activando las quinasas TBK1 (quinasa 1 de unién a TANK) e IKK (inhibidor de la quinasa B épsilon).
Luego, estas quinasas activan los factores de transcripcién IRF3 (factor regulador de interferén
3) y NF-kB (factor nuclear kappa B), produciendo citocinas y otras estructuras de sefializacion
que inducen la produccién de interferones (especialmente mediante la activacion de IRF3) y el

desarrollo de estrés celular en general (144).

En los pacientes con inmunodeficiencias es muy relevante identificar rutas alteradas, ya que
defectos puntuales pueden ser determinantes para organizar una adecuada respuesta

inmunitaria frente a patégenos.

4.4.5 Enfermedad COVID-19 en pacientes con inmunodeficiencias
Desde el inicio de la pandemia multiples publicaciones han debatido sobre la posible influencia

del antecedente de inmunodeficiencia tanto en la aparicidon de la COVID-19, en el curso clinico
de la enfermedad e incluso en la mortalidad. Actualmente existen estudios que muestran tanto
un incremento de la gravedad de la enfermedad en los pacientes inmunodeprimidos con
respecto a la poblacion general (145) como otros en los que sugieren que dichos pacientes
presentan un riesgo similar (146). Dicho riesgo dependeria del grado y tipo de inmunodeficiencia
y de si esta es primaria o iatrogénica(145,147), pudiendo en algunos casos incluso no condicionar
cambios en el patrén de la enfermedad o el prondstico de la misma. Por esta razén, la valoracion
deberia ser, por lo tanto, restringida a la inmunodeficiencia de interés, lo que conlleva

dificultades con aquellas inmunodeficiencias menos frecuentes.

En el caso especifico de los pacientes con IDCV, algunas publicaciones mostraban un aumento
del riesgo de infeccidon, pero con una menor mortalidad que el resto de infectados (147,148). Se
ha descrito también como pacientes con IDCV tienen altas tasas de recuperacion y aun se
desconoce hasta qué punto la inmunodeficiencia primaria pudo haber sido un factor

predisponente o protector contra formas graves de COVID-19 (149,150).

No se dispone de publicaciones del curso de la enfermedad en pacientes con déficit de linfocitos
T CD8+, siendo este elemento un dato importante para evaluar la implicacién de estas células en

la proteccidn frente a la enfermedad.
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4.4.6 Vacunacion contra el SARS-CoV-2
La grave situacién pandémica provocada por la COVID-19 promovié el rapido desarrollo de

vacunas para la prevencion frente a la enfermedad. La busqueda de una vacuna se establecié
como objetivo principal para los responsables sanitarios y empresas farmacéuticas, y se
estudiaron las posibles formulaciones que mejor desencadenasen una respuesta inmunitaria
frente al patdgeno. Entre dichas formulaciones se combinaron tanto posibles antigenos del virus
como diferentes tecnologias vacunales, tales como vectores virales no replicantes, vacunas
basadas en antigenos proteicos, virus inactivados o vacunas basadas en ARN mensajero (ARNm)

(151,152).

En los paises europeos se disponia mayoritariamente de 3 vacunas para proteger a la poblacion
de la COVID-19: ChAdOx1 (vacuna de vector adenoviral), BNT162b2 y mRNA-1273 (ambas

vacunas ARNm).

Las vacunas basadas en el ARNm habian sido empleadas hasta la fecha como posible terapia
frente al cancer, presentando resultados prometedores. Su mecanismo consiste en introducir el
ARNm de la molécula frente la que se quiere desarrollar la respuesta inmunitaria (en el contexto
del COVID-19 la molécula mayoritariamente escogida fue la proteina S) en las células
presentadoras de antigenos para que éstas inicien una respuesta al ser capaces de presentar la

molécula en sus MHCs (153).

El empleo de estas vacunas fue practicamente inmediato desde el momento en el que se aprobd
su uso (154,155). Con tasas de cobertura cercanas al 90% de la poblacién objetivo en 2021, su
empleo produjo el efecto deseado y la respuesta generada fue suficiente para evitar las peores
consecuencias del virus, alcanzando unas tasas de prevencién de sintomas superiores al 90% y
reduciendo la hospitalizacién y la mortalidad en mds de un 80% tras una adecuada inmunizacion

(151,156,157).

En Espaia se establecid una categorizacidn de la poblacidn en funcién de su riesgo de sufrir las
consecuencias del virus. Los pacientes con diagndstico de inmunodeficiencias primarias fueron
designados como grupo prioritario para recibir tanto la vacunacién inicial como las dosis de
recuerdo segun las recomendaciones del Ministerio de Sanidad (158). En esos momentos, no
obstante, no se sabia si en los pacientes con inmunosupresidn secundaria o con
inmunodeficiencias primarias esta vacunacién iba a generar la respuesta inmunitaria defensiva

deseada, es decir, si iba a resultar beneficiosa.
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4.5 Respuesta vacunal en las Inmunodeficiencias primarias
Existen dos factores pronésticos importantes que definen la necesidad de vacunacién en los

pacientes con IDCV. En primer lugar, los posibles efectos adversos tras la vacunacion en estos
pacientes, presumiblemente similares a los de la poblacién general, a diferencia de lo que sucede
en inmunodeficiencias con manifestaciones autoinflamatorias como las interferonopatias. En
segundo lugar, la capacidad de respuesta frente a vacunas y posterior proteccion frente a la
enfermedad. En el caso de la IDVC, al ser una inmunodeficiencia humoral, la respuesta mediada
por anticuerpos podria no llegarse a obtener ya que presentan un reconocido defecto en la
produccidn de anticuerpos contra antigenos especificos, tanto que es considerado uno de los
criterios diagndsticos segun la ESID. Su tasa de respuesta frente a vacunas convencionales es

mucho menor a la de sujetos sanos (159-161) (Fig. 10) (Tabla 1).
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Tabla 1. Tasa de respuesta vacunal en pacientes con IDCV.

Estudio Fecha Antigeno vacunal Respuesta en pacientes con IDCV
(expresada en % sobre el total)
Goldacker et al.(159) 2007 Toxoides tetdnico y diftérico, Respuesta humoral: 0% contra
vacuna del Pneumococco tétanos y difteria; 4,7% contra el
polisacdrida, H. Influenzae y virus Pneumococco; 23,8% contra H.
de la hepatitis A y B. Influenzae; 4,7% contra la
hepatitis A; 14,2% contra la
hepatitis B
Hong et al.(162) 2010 Streptococcus pneumoniae Menor produccién de IL6 y TNFa
Rezaei et al.(163) 2010 Neisseria meningitidis Respuesta humoral: 65,2% a las 3
Polisacdrida semanas, 39,1% al afio
Assen et al.(160) 2011 Influenza Respuesta humoral: 0%
Respuesta celular: 6,6%
Chovancova et al.(164) 2011 Toxoide tetdnico y vacuna del Respuesta humoral: 18,9%
Pneumococco polisacdrida Ausencia de generacion de
plasmablastos
Adam y Church.(165) 2015 Bordetella pertussis y Neisseria Respuesta humoral: 26,6%
meningitidis
Hanitsch et al.(166) 2016 Influenza Respuesta humoral: 12,5%
Respuesta celular: 87,5%
Sdnchez-Ramon et 2016 Vacuna del Pneumococco Respuesta humoral: 23% frente a
al.(167) polisacdrida y Typhi Vi Pneumococco y 41% frente a
Salmonella
Kumarage et al.(168) 2017 Typhi Vi Respuesta humoral: 37%
Gardul et al.(169) 2018 Influenza Respuesta humoral: 16,7%
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Fig.10. Respuestas a la vacunacion en pacientes con IDCV. A y B) Respuesta a la vacunacidon frente a la gripe en
pacientes con inmunodeficiencias primarias (incluida la IDCV) (150); C) Respuesta de los pacientes con IDCV vs
controles sanos en un ensayo de vacunacion frente a la vacuna del meningococo A+C (160). All: Todos; CVID:

Inmunodeficiencia Comun Variable; HC: Control sano; IVIg: En tratamiento con inmunoglobulinas intravenosas.

Ademas de los diferentes fenotipos clinicos de IDVC, existen otros factores relacionados con la
respuesta clinica mas alla del grado de afectacion de lainmunidad humoral. Entre estos factores,
algunos, como la presencia de linfopenia, o el antecedente de uso de terapias
inmunosupresoras, también pueden influir sobre la inmunogenicidad de las vacunas de ARNm
para SARS-CoV-2 (170). No sdlo es importante detectar la presencia de anticuerpos especificos
contra el antigeno de la vacuna, sino también conocer la capacidad neutralizante de dichos
anticuerpos (171). De la misma manera, la deteccién de la capacidad de respuesta celular cuenta
con un creciente interés, maxime en vacunas dirigidas frente a patégenos cuyo control no
depende exclusivamente de la respuesta humoral (por ejemplo microorganismos intracelulares

como los virus) (172-174).

4.6 Inmunodeficiencia por déficit de CD8a.
Los linfocitos T son unos de los principales agentes en las respuestas antivirales, y, en concreto,

la actividad citotoxica es muy dependiente de los linfocitos T CD8+ (175,176). Esta citotoxicidad
es clave en la defensa del cuerpo humano contra los virus (177,178), por lo que su correcto
funcionamiento es necesario para una adecuada proteccion. Las enfermedades que producen
una incapacidad de respuesta de los linfocitos T citotdxicos, como se ha podido comprobar en

algunas inmunodeficiencias combinadas (179,180) pueden provocar una peor respuesta frente
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a patdgenos viricos, por lo que el estudio del impacto tanto de la enfermedad como de la

vacunacion en estos pacientes deberia ser estudiada.

La actividad de los linfocitos T CD8+ es dependiente de una adecuada presentacion antigénica
por las células presentadoras de antigeno, las cuales a través de su MHC clase | e interacciones
de coestimulacion permiten que el linfocito T CD8+ se active a través de su TCR, lo cual requiere
la participacién del correceptor CD8, para asi producir la sefializacion de activacion linfocitaria a

través de las vias calcineurina/NFAT; PKCO—IKK—NF-kf; RASGRP1-RAS—-ERK1/2—AP1; etc (181).

La molécula CD8 es por tanto necesaria para el correcto funcionamiento del linfocito T CD8+, ya
que estabiliza la interaccion Receptor de Célula T (TCR)/péptido-Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (MHC)-I y aumenta la activacion generada por péptidos con baja afinidad
(182). Sus componentes son la cadena CD8a y CD8B, siendo la conformacién final CD8aa o
CD8ap. La expresion superficial de CD8 depende de la expresion de CD8a, dado que sin CD8a,
los polipéptidos CD8 se retienen en el reticulo endoplasmico, produciéndose su degradacion
(183). Ademas, se ha podido observar que la molécula CD8aa activa mas a los linfocitos que la

molécula CD8a (184) (Fig. 11).

CD8a/CD8AB — O MHC |

T~~~ «— Antigeno

J— TCRaB
CD36 CD3y

O

ps6lck  CD37 CD3C

Fig. 11. Esquema de interaccién entre MCH I, TCR, CD3 y CD8. Adaptacion de Cole DK et al. (185). MHC: Complejo
Mayor de Histocompatibilidad; TCR: Receptor de Célula T.

Existen pacientes con inmunodeficiencias primarias celulares, como el déficit de CD8a, que
presentarian una deficiente capacidad de respuesta celular frente a virus, ya que la eliminacién
de patdgenos intracelulares estd muy ligada a los linfocitos T CD8 (186—189). Sin embargo, se ha
descrito como a pesar de que los linfocitos T CD8 carezcan de la molécula CD8 en superficie,

éstos parecen presentar cierta actividad citotdxica(190). Por tanto, analizar los resultados de la
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vacunacion en estos pacientes es interesante para conocer el impacto de la vacunacién en

distintas inmunodeficiencias primarias.
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5.- Objetivos
El objetivo principal de esta tesis es evaluar la capacidad de respuesta de los pacientes con

inmunodeficiencia comun variable (IDCV) y déficit de CD8 a las vacunas de ARNm dirigidas frente

a SARS-CoV-2.
Para lograr el objetivo principal, se establecen los siguientes objetivos particulares:

1.- Determinar qué tipo de respuesta inmunolégica, celular o humoral, pueden desarrollar los
pacientes con IDCV y déficit de CD8 frente a las vacunas de ARNm frente al SARS-CoV-2. Se debe
estudiar las variantes y mutaciones con posibles implicaciones inmunoldgicas de los pacientes
de la cohorte y comparar la respuesta inmunolégica generada por los pacientes con la de

controles sanos y analizar si dicha respuesta se mantiene en el tiempo.

2.- Analizar in vitro la funcién del compartimento B de estos pacientes, en cuanto a su capacidad
de produccién de anticuerpos y citoquinas, evolucién de las distintas subpoblaciones linfocitarias

y perfil transcriptdmico que permiten la respuesta frente al SARS-CoV-2.

3.- Investigar si un paciente con déficit de CD8a es capaz de responder frente al SARS-CoV-2, y si

la respuesta es andloga a la desarrollada por los controles sanos.
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6.- Pacientes y métodos
6.1 Pacientes con IDCV y paciente con déficit de CD8a

Los pacientes con inmunodeficiencia humoral primaria que aparecen en esta tesis son pacientes

diagnosticados de IDCV en el Servicio de Inmunologia del Hospital 12 de Octubre segun los

criterios de la ESID (32).

Para analizar la respuesta a la vacunacién de los pacientes con IDCV, se excluyeron los sujetos
con infeccién previa por SARS-CoV-2 documentada. También se excluyeron los pacientes que
rechazaron la vacunacion en el momento del estudio o se negaron a cumplir el protocolo del

proyecto, siendo 18 los sujetos a estudio.

Todos los pacientes recibieron dos dosis de una de las tres vacunas disponibles en aquel
momento, BNT162b2 (Pfizer-BioNTech), mRNA-1273 (Moderna) o ChAdOx1 (Oxford-
AstraZeneca), segun la Estrategia Nacional de Vacunacion entre febrero y junio de 2021. A
efectos de comparacion, reclutamos un grupo de individuos control sanos de 50 voluntarios

(edad media 45 afios, 42 mujeres y 8 hombres) vacunados con BNT162b2.

Para realizar el ensayo funcional de linfocitos B, se recogieron todos los pacientes con IDCV que
aceptaron la invitacién a participar. En total, participaron 20 pacientes, de los cuales 16
participaron también en el estudio de respuesta a vacunacién. En esta ocasion, se reclutaron 38
controles sanos para realizar la comparacidn. Dichos controles fueron donantes de sangre
voluntarios que presentaban un perfil vacunal (tipo de vacuna, nimero de dosis, tiempo desde

ultima dosis) similar a los pacientes.

La respuesta vacunal para COVID-19 se analizd también en una paciente con déficit de CD8a por
presencia de la mutacién en homocigosis p.Gly111Ser. Esta es una paciente diagnosticada hace
29 afios en el Servicio de Inmunologia del Hospital 12 de Octubre (186). Para comparar los

resultados se analizaron cinco controles sanos.

6.2 Obtencion de muestras
La respuesta a las vacunas contra la COVID-19 se evaludé en muestras de sangre periférica

obtenidas antes de la vacunacidn, de 14 a 16 dias después de la primera dosis y de 28 a 32
después de la segunda dosis. Las muestras se recogieron en tubos de 4ml con heparina de litio

como anticoagulante.

Los pacientes en tratamiento sustitutivo con inmunoglobulinas (IGIV o IGSC) recibieron la vacuna

1 o 2 semanas después de la infusidon de inmunoglobulinas, segun la pauta de tratamiento
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(semanal o mensual, respectivamente). Todas las muestras se recogieron de 0 a 4 dias antes de
la infusién posterior. Se programé que los pacientes que no habian recibido inmunoglobulinas

exdgenas comenzaran a partir de entonces con el tratamiento.

Con el objetivo de conocer si la posible respuesta vacunal se mantenia en el tiempo, se realizé
una nueva extraccion posterior a la tercera dosis de vacunacién (de ocho a doce meses después)

y anterior a la cuarta dosis (una o dos semanas antes) (Fig. 12).

Finalmente, para realizar el estudio fenotipico y funcional de Linfocitos B in vitro, se realizé otra
extraccion entre 9 y 10 meses después de la cuarta dosis de vacunacién, entre 1 y 4 dias antes

de la siguiente infusidn de inmunoglobulinas.

Es preciso insistir en que las extracciones de sangre se realizaron justo antes de las infusiones de
inmunoglobulinas, para hacer coincidir la extraccidon con el momento valle, es decir, el momento
de un periodo en el cual un paciente con tratamiento continuado presenta la menor

concentracion del fdrmaco. Este momento es justo el anterior a una nueva infusion.

25-30 dias 25-30 dias

14-16 dias 28-32 dias 8-12 meses 1-2 semanas
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Fig. 12. Esquema de las extracciones en funcidn de la vacunacidn y de las infusiones de inmunoglobulinas. A) 1¢r
andlisis de sangre. B) Administracién de inmunoglobulinas. C) 12 dosis de vacunacion. D) 22 analisis de sangre,
posterior a la primera dosis vacunal. E) Administracion de inmunoglobulinas. F) 22 dosis de vacunacion. G)
Administracion de inmunoglobulinas. H) 3¢r analisis de sangre, posterior a la segunda dosis vacunal. 1) 32 dosis de

vacunacion. J) 42 analisis de sangre. K) 42 dosis de vacunacion.

6.3 Secuenciacion de ADN por NGS

En los pacientes con IDCV se analizé por NGS un panel de 434 genes de interés implicados en

inmunodeficiencias primarias. Para ello se extrajo ADN de sangre periférica de manera
automatica utilizando el MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit | (Roche, Basilea, Suiza).

La libreria y captura de las 5664 regiones implicadas se realizd con el kit SureSelect XT HS (Agilent
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Technologies, Santa Clara, California) y su secuenciacion se realizé en pareado (paired-end,
2x75pb) en el secuenciador MiSeq (lllumina, San Diego, California). El alineamiento de las
secuencias con el genoma humano de referencia (version GRCh37-hgl19), asi como la
identificacién, filtrado, analisis e interpretacién de las variantes se realizd con el software Alissa

(Agilent Technologies).

Los resultados fueron analizados teniendo en cuenta la calidad de la secuenciacién. Sélo si
superaba unos criterios de calidad suficiente se consideraba la prueba valida. Estos criterios

eran:
e Lecturas: se deben haber realizado mas de 10° lecturas del fragmento.

¢ Porcentaje de lecturas On target: el nUmero de lecturas de la regiéon considerada

relevante debia superar el 80%.

¢ Profundidad: Numero de veces que se ha leido la secuencia. Debe superar las 100

lecturas.

¢ Cobertura 20X: Porcentaje de bases en el fragmento objetivo con mas de 20 lecturas.

Debe ser superior al 80%.

Una vez la muestra era considerada valida, se aplicaba un algoritmo para determinar la

importancia de las variantes. El algoritmo se refleja en la Fig. 13.
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Fig 13. Algoritmo utilizado para detectar variantes relevantes en el panel de NGS.

La interpretacion de los datos se realizd6 mediante las consultas a las bases de datos: ClinVar
(v23); COSMIC (v19); OMIM (v18); CGDS (v3); DGV (v2); dbSNP (v6) dbNSFP (v3); 1000Genomes
(v1); EXAC (v3); gnomAD (v3) y VarSome. Los predictores de efecto funcional consultados fueron:
SIFT score; PolyPhen2; PolyPhen2 HumDiv; PolyPhen2 HumVar; BLOSUM45; BLOSUMG62;
BLOSUMS80; LRT; MutationTaster; MutationAssessor; PROVEAN; FATHMM, y Human Splicing
Finder 3.1. La descripcidén de los genes se realizd consultando las bases NCBI Gene, Locus

Reference Genome, Uniprot, Protein Atlas, HGNC, Interpro y Genecards.

Una vez se dispuso de las variables relevantes, se calificd cada variable como patogénica,
probablemente patogénica, benigna, probablemente benigna o variante de significado incierto
(VOUS) en funcién de la informacidn disponible en las bases de datos mencionadas previamente.
La categorizacidn final se realizé de acuerdo al siguiente algoritmo, el cual es empleado de rutina

para la identificacidn de Ell en el servicio de Inmunologia del Hospital 12 de Octubre (Fig. 14):
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Fig. 14. Categorizacion de la patogenicidad de las variantes encontradas. VOUS: Variante de Significado Incierto
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6.4 Determinacion de anticuerpos especificos frente a S y especificos
frente a N mediante ELISA

Los tubos de sangre se centrifugaron durante 5 minutos a 1500 rpm para obtener el plasma. Los

anticuerpos IgG dirigidos a la proteina S1 se detectaron semicuantitativamente en las muestras
de plasma utilizando el kit Anti-SARS-CoV-2 ELISA 1gG (Euroimmun AG, Liibeck, Alemania)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Esta determinacién sirvié para detectar si habia una

respuesta humoral presente tras las dosis de vacunacion.

Adicionalmente, se empled el kit Anti-SARS-CoV-2 NCP ELISA IgG (Euroimmun AG, Libeck,
Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante para determinar anticuerpos frente a

nucleocapside, que detectarian si el paciente habia tenido contacto previo con el virus.

La determinacién cuantitativa de los anticuerpos IgG frente a la proteina S1 se realizé utilizando
el kit QuantiVac (Euroimmun AG, Libeck, Alemania). Los valores de densidad éptica (DO) se
midieron a 450 nm utilizando el lector de microplacas PR 3100 (Bio-Rad Life Science, Marnes-La-
Coquette, Francia). Este ensayo se realizé con el objetivo de cuantificar y comparar la produccion

de anticuerpos especificos en la evaluacion ex vivo.

El kit Anti-SARS-CoV-2 ELISA IgG, los resultados se evaluaron semicuantitativamente calculando
el cociente entre el valor de DO de la muestra sobre el valor de DO del calibrador (DO relativa),

con los siguientes valores de corte: < 0,8, negativo; 20,8 a< 1,1, limite; y > 1,1, positivo.

En el kit QuantiVac, los resultados cuantitativos se obtuvieron usando la curva de conversion de
la DO de los seis calibradores segln las instrucciones del fabricante. El corte para muestras
negativas se establecié en <25,6 BAU/ml (unidades de union al antigeno/ml), resultado dudoso

entre 25,6 y 35,2 BAU/ml y positivo >35,2 BAU/ml.

Para la evaluacion posterior a la tercera dosis de vacunacién, se procedié a determinar la
presencia cuantitativa de anticuerpos anti-S de los pacientes mediante inmunoensayo de
electroquimioluminiscencia rutinario y analizado por un autoanalizador Cobas e 411 (Roche,

Basilea, Suiza).

6.5 Determinacion de anticuerpos neutralizantes

Se entiende como anticuerpos neutralizantes a aquellos que neutralizan el efecto bioldgico de
un patdgeno. Para detectar si los anticuerpos generados eran neutralizantes, se utilizd un

método basado en ELISA para valorar la inhibicién de la interaccién hACE-2/spike por
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anticuerpos. Se recubrieron placas de 96 pocillos con 8 ng/ul de un anticuerpo monoclonal de
captura de S. Después de bloquear con BSA al 1%, se aiadié proteina purificada derivada de
Hexapro con sustitucion D614G(191), a 1 ng/ul en solucién de bloqueo. Tras lavar con PBS la
placa se incubd con el receptor monomérico StreTag hACE-2 (20 ng/ul) formando un complejo

con StrepTactin-HRP (1:2000).

Los sueros se incubaron con el receptor-StrepTactin-HRP y el sustrato OPD (Sigma-Aldrich), y la
DO se midid a 493—620 nm. El fondo se determind en paralelo utilizando una proteina spike de
conformacién cerrada incapaz de unirse al receptor hACE-2. Se utilizé un conjunto de sueros
negativos para anticuerpos anti-SARS-CoV-2 y un receptor monomérico no marcado hACE-2
como controles negativos y positivos, respectivamente. Después de restar el fondo, el porcentaje
de neutralizacion se calculé como [1- (suero de prueba D0O495-620/control negativo DO495-
620)] x 100. En todos los experimentos, la incubacidn del receptor hACE-2 sin marcar a 200 ng/ul
logré una tasa de neutralizacidn superior al 85%. Se analizaron diluciones en serie de cada
muestra por duplicado. El titulo neutralizante se definié como la dilucién del suero que resulté

en una reduccion del 50% en la absorbancia en comparacién con el control negativo (191,192).

6.6 Determinacion de la inmunidad celular de los Linfocitos T especifica

frente a S1 mediante FluoroSpot
Después de aislar las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) mediante

centrifugacion en gradiente de densidad utilizando Ficoll-Paque, se procedié a lavar dos veces
en PBS (con centrifugaciones de 5 minutos a 1500 RPM) y se sembraron a razén de 3x10°
células/pocillo en placas IFN-y FluoroSpotTM (MabTech, Nacka Strand, Suecia) con medio de
cultivo celular consistente en RPMI, 1% L. -glutamina, 1% penicilina/estreptomicina, suero
bovino fetal al 10% y anticuerpo monoclonal anti-CD28 (1 pug/ml). La estimulacion se realizd con
un total de 166 péptidos individuales, de 15 aminodcidos de longitud y superpuestos, que cubren
el dominio S1 de la proteina S (SARS-CoV-2 S1 scanning pool, MabTech) a una concentracion final
de 1 ug/ml. Los pocillos de control negativo carecian de péptidos y los pocillos de control positivo

incluian anticuerpo anti-CD3 a una concentracion de 0,1mg/ml (MabTech).

Las placas se incubaron durante 16 a 18 h a 37 °C. Tras cinco lavados, se aifadio el anticuerpo de
deteccidn anti-IFN-y a 0,5mg/ml, el cual esta asociado a la proteina f-amiloide (BAM). Después
se incubd durante 2 horas y se volvié a lavar cinco veces. Se procedié a afiadir el anticuerpo

conjugado-BAM-490. Tras otra hora de conjugacién se volvié a lavar cinco veces y se anadio
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Fluorence enhancer-ll durante cinco minutos. Se decanté la placa para eliminarlo y se dej6 secar
durante 45 minutos (Fig. 15). Por ultimo, se contaron los puntos o spots generados utilizando un
sistema lector automatizado IRIS ™ FluoroSpot (MabTech). Para cuantificar las respuestas
mediadas por células especificas, se restaron a los spots de los pocillos de las muestras los spots
de su control negativo. Los resultados se expresaron como unidades formadoras de spots (SFU)
productoras de IFN-y por 10° PBMC. Los resultados se excluyeron si los pocillos de control
negativo tenian > 80 SFU/10° PBMC o los pocillos de control positivo tenian < 400 SFU/10° PBMC.
Las respuestas se consideraron positivas si los resultados fueron al menos tres veces superiores
a la media de los pocillos de control negativo y superiores a 25 SFU/10® PBMCs. Este limite se
habia establecido con anterioridad testando a un grupo control de 30 voluntarios sanos sin
evidencia microbiolégica o clinica de infeccién por SARS-CoV-2 y a 234 pacientes recuperados de
COVID-19. El punto de corte 6ptimo se calculd en funcidn de los resultados de estos dos grupos
y se establecio que fuera de 25 frente al antigeno S, el cual presentaba un area bajo la curva de

0,97 con un intervalo de confianza al 95% de 0,95-0,99 (sensibilidad 91.6%; especificidad: 100%)

(193).
Anticuerpo anti-BAM
“conjugado
P

Anticuerpo anti-IFNy
BAM

Y\

a4

Anticuerpo de captura

Fig. 15. Representacion de un pocillo donde se realiza la técnica Fluorospot para detectar IFN-y. BAM: B-amiloide.

6.7 Estimulacion ex vivo de Linfocitos B
En 20 muestras de sangre periférica obtenidas entre 9 y 10 meses después de la cuarta dosis de

vacunacion se aislaron PBMC mediante centrifugacién en gradiente de densidad utilizando Ficoll-
Paque, procesando las muestras dentro de las 6 horas posteriores a la extraccion. La Figura 17

representa todos los analisis realizados. Tras comprobar la viabilidad de las PBMCy contarlas con
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azul tripdn, se recogieron 1,5x10° para analizar su fenotipo por citometria de flujo espectral (ver
apartado 6.8) y 9x10° para valorar la respuesta inmune especifica de células T mediante
Fluorospot (como se describe en el apartado 6.6). El restante de células (de 4x10° a 107) se utilizé
para hacer un cultivo con el fin de analizar funcionalmente los Linfocitos B. Para ello las células
se ajustaron a 10%/ml en medio IMDM Gibco™ al 10% FBS y 100 pl/ml de estreptomicina
(ThermoFisher, Massachusetts, EE.UU.). Se afiadieron como estimulos 2,5ug/ml de R848
(Invivogen, California, EE.UU.) y 1000 IU/ml de IL2 (Novartis Internacional, Basilea, Suiza). Se
sembraron 2ml de la suspensidn celular por pocillo en placas de 24 pocillos y se dejé un pocillo

sin estimulacién como control negativo.

Después de diez dias de cultivo de estimulacién, los sobrenadantes se recogieron y se
mantuvieron a -20 °C hasta su andlisis posterior de anticuerpos contra el SARS-CoV-2 usando el
kit QuantiVac (descrito en el apartado 6.4) y de produccidn de citocinas (descrito en el apartado
6.11). Las células se contaron nuevamente usando azul tripdn y se recogieron 15x10* células para
realizar la citometria de flujo espectral postcultivo. Las células sobrantes se sometieron a una
seleccion negativa de Linfocitos B mediante separacién magnética con EasySep™ HLA B cell
enrichment kit y EasySep™ magnet (STEMCELL Technologies Inc., Vancouver, Canadd) y se
contaron nuevamente comprobando su viabilidad. De acuerdo al marcaje con CD19-Spark NIR
685PerCP/Cy (Biolegend®, California, EE.UU.) la pureza fue superior al 95%. Estos Linfocitos B
aislados se dividieron en 3x10° para analizar la respuesta B especifica contra el SARS-CoV-2 por
Elispot (ver apartado 6.9) y las células restantes (de 4x10° a 6x10°) se utilizaron para obtener ARN

para el andlisis del transcriptoma (ver apartado 6.10) (Fig. 16).
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Fig. 16. Esquema de la evaluacidn ex vivo. a) Extraccion sanguinea; b) Andlisis citométrico precultivo; c) Fluorospot de
respuesta celular T; d) Cultivo con IL2+R848; e) Analisis citométrico postcultivo; f) ELISA deteccidn anticuerpos anti-S
del SARS-CoV-2 en sobrenadante; g) Extraccién ARN y andlisis transcriptoma; h) Analisis citoquinas en sobrenadante;

i) Elispot B frente a SARS-CoV-2.

6.8 Citometria de flujo espectral y marcaje intracitoplasmatico
Se empled citometria espectral para analizar el fenotipo linfocitario antes y después del cultivo

de PBMC con IL-2 y R848 en los pacientes con IDCV, y para analizar la produccién de IFNy en la

paciente con déficit de CD8a.

Las células se marcaron con un panel de anticuerpos de 16 colores (ver Anexo Il) basado en el
panel OMIP-69 (194) adaptado al objetivo de analizar las poblaciones linfocitarias T, B y NK. La

estrategia de seleccion de poblaciones celulares se describe en la Fig. 17.
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Fig. 17. Estrategia de gateo. Ejemplo en un control sano. Las imagenes se corresponden con: A) Identificacion de
singletes; B) Identificacién de linfocitos; C) Identificacidon de células vivas; D) Identificacion de LT; E) Identificacidon de
LT CD8+ y CD4+; F) Compartimentos de memoria de los LT CD8+: CCR7+/CD45RA+ (naive), CCR7+/CD45RA- (Memoria
Central), CCR7-/CD45RA- (Memoria Efectora), CCR7-/CD45RA+ (TEMRA); G) Compartimentos de memoria de los LT
CD4+: CCR7+/CD45RA+ (naive), CCR7+/CD45RA- (Memoria Central), CCR7-/CD45RA- (Memoria Efectora), CCR7-
/CD45RA+ (TEMRA); H) Compartimentos TH: CCR6-/CXCR3+ (TH1), CCR6-/CXCR3- (TH2), CCR6+/CXCR3- (TH17);
CCR6+/CXCR3+ (TH1-17); I) Identificacidn de los cTFH; J) Compartimentos cTFH: CCR6-/CXCR3+ (cTFH1), CCR6-/CXCR3-
(cTFH2), CCR6+/CXCR3- (cTFH17); CCR6+/CXCR3+ (cTFH1-17); K) Separacidn de los linfocitos B vs NK; L) Expresion de
CD16 en NK; M) Identificacién de los plasmablastos (CD27+CD38+; N) Compartimentos de memoria de los LB:
IgD+CD27- (naive), IgD+CD27+ (zona marginal), IgD-CD27+ cambio de clase e IgD-CD27-; N) Expresién de CD20y CD38
en la poblacion B IgD-CD27-. cTFH: Linfocito T Helper circulante; TEMRA: células T terminalmente diferenciadas con

expresion de CD45RA+TH: Linfocito T Helper.

Con respecto al andlisis de produccion de IFNy en la paciente con déficit de CD8a, se proceso la
muestra inmediatamente después de su recogida y se procedié a realizar una estimulacién por
exposicidn a antigenos de SARS-CoV-2 en las condiciones referidas en el apartado 6.6. A

continuacion, las células se permeabilizaron con el Inside Stain Kit (Miltenyi®, Colonia, Alemania)
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siguiendo las instrucciones del proveedor, y se realizd un marcaje intracitoplasmico con bloqueo
del aparato de Golgi con Brefeldina A 1:100. Con respecto al marcaje, se eligié la combinacién
CD3-PECy7; CD4-FITC; CD56-V450; e IFNy-PE. Para analizar los resultados las células se
adquirieron utilizando un citémetro de flujo espectral Cytek® Aurora (Cytek, California, EE.UU.).

El analisis poblacional se realizd con el software Kaluza.

6.9 Determinacion de Linfocitos B especificos frente a RBD mediante
EliSpot B

A los 10 dias del cultivo, siguiendo la estructura descrita en el apartado 6.7, se aislaron los

Linfocitos B y se sembraron directamente en placas FluoroSpotTM de captura de IgG (MabTech).
Siguiendo las instrucciones del fabricante, se emplearon 2x10° células por pocillo en aquellos
pocillos que fueron disefiados para detectar spots de IgG especificas frente a RBD y 5x10* células
tanto en los pocillos empleados para detectar IgG total como en los empleados como control
negativo. Posteriormente se incubaron durante 16 a 18 h a 37 °C. Tras lavar repetidamente con
PBS se afiadié RBD-WASP diluido en PBS-BSA 0,1% (concentracidon final 4%) a los pocillos
experimentales, y PBS-BSA 0,1% en los otros pocillos. Tras una incubaciéon de dos horas a

temperatura ambiente, se lavé nuevamente con PBS y se afiadio:

-IgG anti-WASP-640 diluido en PBS-BSA 0,1% (concentracién final 0,5%) en los pocillos

experimentales.
-MT78/145-550 diluido en PBS-BSA 0,1% (concentracion final 0,2%) en los pocillos de 1gG total.
-PBS-BSA 0,1% a los pocillos de control negativo.

Se volvid a incubar durante una hora, se repitié el lavado con PBS y se afiadié potenciador de
Fluorospot durante 15 minutos. Después de retirar el potenciador, la placa se secé durante 45
minutos para finalizar contando los spots mediante el lector IRIS™ FluoroSpot (MabTech) (Fig. 18

y Fig. 19).

Para cuantificar las respuestas mediadas por linfocitos B especificos, se restaron los spots de su
control negativo a los spots de los pocillos de las muestras. Los resultados se expresaron como
SFU productoras de 1gG especificas frente a RBD por 10° células. Se consideraron positivos
aquellos valores tres veces superiores a la media de los pocillos de control negativo,
estableciéndose el punto de corte en 5 SFU/10° PBMCs. El punto de corte para IgG total se

establecié en 100 SFU/106 PBMCs de acuerdo con las instrucciones del proveedor.
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Fig. 18. Esquema realizacion Fluorospot y Elispot. a) Cultivo de las células aisladas junto con los antigenos en la placa
de fluorospot, en la placa de elispot no se afiadieron reactivos adicionales; b) Incubacién 16-18h; c) Lavado; d)

Anticuerpos de deteccidn; e) Lavado; f) Fluoréforos combinados con anticuerpos; g) Lavado; h) Adicion del enhancer;

i) Lectura.
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Fig. 19. Representacion de dos pocillos en la técnica de Elispot B. a) Pocillo para la deteccion de anticuerpo especifico

frente a RBD; b) Pocillo para la deteccion de IgG total.

6.10 Analisis del transcriptoma de Linfocitos B
En los linfocitos B aislados tras los 10 dias de cultivo (ver apartado 6.7) se analizo el transcriptoma

por secuenciacion RNA-seq3". Se incluyeron cuatro controles y cinco pacientes: P8, P12, P13, P15
y P21. Se incluyeron dos muestras de P21 obtenidas en dos ocasiones distintas y separadas en el

tiempo para valorar la reproducibilidad del ensayo.

El ARN se extrajo de los linfocitos B aislados utilizando el kit RNeasy® Plus Micro (Qiagen, Hilden,
Alemania) segun las instrucciones del fabricante. Este ARN se midid utilizando NanoDrop
(ThermoFisher, Massachusetts, EE.UU.) y se mantuvo a -802C hasta su uso posterior. Antes del
analisis de RNA-seq3’, se comprobé la concentracién de ARN mediante su determinacidn por
Qubit (ThermoFisher, Massachusetts, EE.UU.) y su integridad mediante Bionalyzer (Agilent,
California, EE.UU.). En conjunto se obtuvo entre 110 y 480 ng de ARN, con una calidad suficiente
para realizar la técnica de RNA-seq3" (RQS/RIN entre 5,5 y 8,3). Para obtener la biblioteca se

decidié usar 100ng de ARN de cada muestra.

Las muestras de ARN se procesaron en las instalaciones del Centro Nacional de Investigaciones
Oncoldgicas, donde se procedid a convertir en bibliotecas de secuenciacién de ADNc con el kit
de preparacién de biblioteca QuantSeq 3' mRNA-Seq V2 (FWD, Cat. No. 191) de lllumina
(Lexogen, Viena, Austria). La generacidn de bibliotecas se inicia mediante transcripcién inversa
con cebado oligodT, seguida de una sintesis de segunda cadena cebada aleatoriamente. Se utilizd
un moédulo de sintesis de segunda hebra UMI, en el que se utilizan cebadores aleatorios que
presentan una etiqueta de identificador molecular Unico de 6 nucledtidos para minimizar las

ambigliedades en la identificacion del producto de secuenciaciéon. Las bibliotecas se
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completaron mediante PCR y se secuenciaron en un secuenciador lllumina NextSeq 550

siguiendo los protocolos del fabricante.

Las imagenes generadas por el secuenciador se analizaron asignando bases nucleicas a picos de
cromatograma por ciclo (o basecalling) y asignando la puntuacién de la calidad con el software
de andlisis primario integrado Real Time Analysis (RTA v2) (lllumina, California, EE.UU.). La
conversién de archivos binarios BCL producidos al formato FASTQ se realiza posteriormente con

bcl2fastg2 desde Local Run Manager (lllumina, California, EE.UU.).

En los archivos FASTQ, las lecturas se recortaron primero con bbduk de BBTools (Bushnell B.,
BBMap, https://sourceforge.net/projects/bbmap/) para eliminar secuencias de adaptadores y
colas de poliA. Luego, las lecturas recortadas se alinearon con el genoma GRCh38/hg38 con STAR
v 2.5 (195). El recuento de lectura se realizd con HTSeq (196). El andlisis de expresion génica
diferencial se realizd con DESeq2 (197). Dicha expresion fue comparada con la base de datos
existente en la plataforma GSEA version 4.3.2 (UC San Diego, California, EE.UU.), la cual utiliza
conjuntos de genes predefinidos segun el drea de interés de la base de datos de firmas
moleculares (MSigDB v5.0) (198). Para este estudio, se utilizdé el grupo “C7 collection:
immunologic signature gene sets” junto con la lista de genes con un log2FoldChange>1.2 para
determinar los genes con expresion diferenciada relevantes desde el punto de vista
inmunolégico. El andlisis de las vias involucradas por la expresién diferencial de los genes se
realizé con la plataforma Ingenuity Pathway Analysis. Con esta plataforma se puede realizar un
anadlisis de deteccidn de moléculas reguladoras de rutas que explican la expresién de otras
moléculas (“Upstream analysis”). El andlisis conjuga la informaciéon tanto la expresion
diferenciada observada en una muestra junto con una base de datos propia (“Ingenuity

Knowledge Base”).

6.11 Analisis de citoquinas en el sobrenadante
Tras descongelar los sobrenadantes recogidos al final del cultivo de estimulacién (ver apartado

6.7), se empled el kit MILLIPLEX® Human Cytokine/Chemokine/Growth Factor Panel A 38 Plex
Premixed Magnetic Bead Panel - Immunology Multiplex Assay (Millipore Merck, Massachusetts,
EE.UU.) para cuantificar las siguientes citoquinas: IL-1a, IL2; IL4; IL6; IL10; IL17-a; 1L21; IL12/23;
APRIL; BAFF; BTLA; IFN-a; IFN-y; TRAIL; TNF-o y VEGF- a. Se realizé la lectura con Luminex 200™

System (ThermoFisher, Massachusetts, EE.UU.).
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6.12 Andlisis estadistico
Las variables cualitativas se expresaron como frecuencias absolutas y relativas. Las variables

categdricas se compararon mediante Xi? o el test exacto de Fisher. Los datos cuantitativos se
informaron como la mediana con rango intercuartilico. Para comparar las variables continuas se
utilizdé la t de Student o el test de U de Mann-Whitney segln correspondiera. Las medidas
repetidas se compararon con el test de rangos con signos de Wilcoxon o el test de McNemar,
segln correspondiera. El andlisis estadistico se realiz6 con GraphPad Prism 8.0 (GraphPad

Software, Inc., San Diego, CA) y R version 3.6.1 con el paquete CA.

6.13 Aprobacion ética

Los individuos se reclutaron siguiendo las directrices de la Declaracidon de Helsinki. Todos los

pacientes reclutados se trataron de manera andnima tras su inclusién en bases de datos.
Previamente se recogieron los datos clinicos y analiticos necesarios para el estudio. En el estudio
no se llevaron a cabo intervenciones diagnosticas o terapéuticas con implicaciones o riesgo para
los pacientes. El estudio recibié la aprobacién del Comité Etico para la Investigacién Clinica del

Hospital Universitario 12 de Octubre (Referencia 20/167).

El modelo de consentimiento informado para cada uno de los individuos que participaron como

controles sanos en el estudio fue aprobado por el Comité Etico.

Los fondos requeridos para la elaboracién de este estudio provienen de los proyectos “CiVICO:
Aspectos clinicos, inmunovirolégicos y epidemiolégicos de la infeccién por SARS-CoV-2 (COVID-
19) en diferentes grupos poblacionales en un area del sur de Madrid” (Expediente
COV20/0082) y “STOP Coronavirus. Factores clinicos, inmunoldgicos, genémicos, viroldgicos y

bioéticos” (Expediente COV20/00181).
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7.- Resultados

7.1 Descripcion de los pacientes sometidos a estudio

7.1.1 Pacientes con IDCV
Un total de 22 pacientes con IDCV fueron incluidos como cohorte de estudio y mantuvieron

seguimiento clinico y analitico durante 2 afios. Los estudios realizados con cada paciente

aparecen recogidos en la Tabla 2.
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Tabla 2. Andlisis realizado a cada paciente.

Paciente

Andlisis de
respuesta
tras 12y

22 dosis de

vacuna

Anticuerpos
previos a

cuarta dosis

Evaluacion
Linfocitos

B ex vivo*

Confirmacion
dela
citometria
con andlisis a
los 6 dias de

cultivo

Analisis

transcriptoma

P1

X

P2

P3

P4

P5

P6

P7

P8

P9

P10

P11

P12

P13

P14

P15

P16

x| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X

P17

P18

x| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X

P19

P20

P21

X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X

X
X
X

P22

X

X

*Se sometieron a determinacién de anticuerpos especificos frente a S y especificos frente a N mediante ELISA, a la

determinacién de la inmunidad celular de los Linfocitos T especifica frente a S1 mediante FluoroSpot, a la

estimulacidn ex vivo de Linfocitos B, a la citometria de flujo espectral y a la determinacion de Linfocitos B especificos

frente a RBD mediante EliSpot B. Los procedimientos estan descritos en los apartados 6.4, 6.6, 6.7, 6.8 y 6.9.
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La informacién agrupada de los datos clinicos, analiticos y terapéuticos de los 22 pacientes

aparece recogida en la Tabla 3.

Tabla 3. Perfil de los pacientes incluidos en el estudio.

Categoria Numero de pacientes
Pacientes estudiados 22
Sexo
Hombres 8
Mujeres 14
Edad
Hasta 30 2
30-45 8
45-65 9
65 o mas 3
Grupo clinico
Sélo infecciones 7
Infecciones + autoinmunidad/linfoproliferacion 15
Perfil humoral
Bajas IgG e IgA 5
Baja IgG y alterada IgM 6
Bajas IgG e IgA y alterada IgM 11
Perfil celular
Disminucidn del compartimento B de memoria (IgD+CD27+
y/o 1gD-CD27+) 3
Aumento de linfocitos B CD21low 11
Aumento de linfocitos B transicionales 3
Descenso de poblacién B IgD+CD27- (naive) 4
Aumento LT efectores
(CCR7-CD45RA-) 0
Respuesta a vacunacidn
Respondieron frente antigenos polisacaridos 5
Respondieron frente antigenos proteicos 5
Genética
Perfil genético asociado a IDCV* 4
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*Pacientes con variante posiblemente patogénica o patogénica segun la ultima clasificacion de

EIl (199).
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La distribucién hombre:mujer es de 8:14, suponiendo esto el 36,4% y el 73,6%, respectivamente.

La edad media es de 44.27 afios (rango de edad entre 24 y 74 afios).

Clinicamente es una muestra variada. Siguiendo la clasificacion de los pacientes segun si
presentaban infecciones exclusivamente o si entre sus sintomas presentaban fendmenos de
autoinmunidad o linfoproliferaciéon propuesta por Cunningham-Rundles (88), se pudo dividir la
muestra en dos grupos: pertenecian al grupo de sélo infecciones si en su historia clinica sélo
habian presentado clinica infecciosa; y se incluyeron al grupo autoinmunidad/linfoproliferacion
si presentaron algun sintoma de los siguientes: esplenomegalia (si el didmetro del bazo supera
los 11cm en una determinaciéon por prueba de imagen sin otra causa que lo explique),
autoinmunidad (si ha sido diagnosticado de enfermedades autoinmunes como hipotiroidismo
autoinmune, lupus eritematoso sistémico, sindrome antifosfolipidico, etc.), linfoproliferacién (si
se detectan adenopatias de forma continuada tanto en la exploracién fisica como en pruebas de
imagen y que no se pueden explicar por procesos infecciosos, oncoldgicos u otra causa primaria),
tumores sdlidos (diagnosticados), bronquiectasias (detectadas en pruebas de imagen en al
menos dos ocasiones y habiéndose descartado cualquier otra causa intercurrente), linfomas
(tanto de linfocitos B como de linfocitos T) y citopenias (tanto anemias como trombopenias
mantenidas en el tiempo y sin otra causa que las justifique). Hubo tres pacientes que no
mostraron clinica infecciosa y que se incluyeron en el grupo autoinmunidad/linfoproliferacion.
La Fig. 20 muestra el numero de pacientes afectado por cada entidad patoldgica descrita
previamente. Los sintomas no son excluyentes, es decir, un paciente puede presentar varias

entidades a la vez.
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Manifestaciones clinicas
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Fig. 20. Representacién del numero de pacientes de la cohorte con cada entidad clinica.

La Tabla 4 recoge los datos de cada historial clinico, analitico y terapéutico.
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Tabla 4. Descripcion de la cohorte de pacientes con IDCV y resultados de respuesta tras vacunacién.

Respuesta
Respuesta a
Inmunosupresores/oncote Anti-SARS-
Perfil Ig al diagnédstico Perfil celular al vacunacion con
Paciente Sexo Edad Antecedentes IgT rapia (fecha de ultima Vacuna COV-2
IDCV (mg/dL) diagnéstico polisacarido/
dosis) (Humoral/
proteina
Celular)
1gG: 597 (baja) -LB: 230 células/pl. I N;
Autoinmunidad. Reseccidn quirdrgica
P1 M 49 A/L IgA: 84 4 SC; 1 CD21l No/No IGIV BNT162b2 Si/Si
Tumor sélido. (2020)
1gM: 32 (baja) -LT: 937 células/pl. TNCD8+
ME
-LB: 192 células/ul.
1gG: 562 (baja) 1cD21l
Reseccidn quirdrgica
P2 M 66 ITR. Tumor sélido A/L IgA: 49 (baja) No/No IGSC ( ) BNT162b2 Si/Si
2016
IgM: 90 -LT: 876 células/ul. T CD8+
ME
-LB: 1171 células/pl.
ITR. Infecciones por
1gG: 326 (baja) ZM; L SC; Mep21l
Giardia.
P3 M 60 A/L IgA: < 6.6 (baja) No/No IGSC No BNT162b2 Si/Si
Autoinmunidad.
1gM: 120 -LT: 2049 células/ul. T
Esplenectomizada
CD8+ ME
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ITR.

Bronquiectasias.

18G: 260 (baja)
IgA: 31 (baja)

-LB: 18 células/pl. TNCD21l;
JIH

Bleomicina (2017)
Etopdsido (2017)
Doxorubicina (2017)

P4 24 A/L No/Si IGIV Ciclofosfamida (2017) BNT162b2 Si/No
Linfoma de Hodgkin. 1gM: 160 -LT:1478 células/pl. T
Vincristina (2017)
Tumor sélido. CD4+ y CD8+ ME; |, CD4+
Procarbacina (2017)
y CD8+ N
Corticoides (2017)
ITR. Autoinmunidad. -LB: 64 células/pl. TNCD21lI
18G: 426 (baja)
Esplenomegalia.
IgA: 44 (baja) Corticoides (2020)
P5 43 Linfadenopatias. A/L -LT: 1450 células/ul. T No/No IGSC BNT162b2 No/Si
1gM: 23 (baja) Rituximab (2020)
GLILD. Linfoma CD8+y CD4+ ME
MALT.
-LB: 146 células/pl
18G: 534 (baja)
ITR. Esplenomegalia.
P6 72 A/L IgA: < 6.6 (baja) No/No IGIV No BNT162b2 Si/si
Linfadenopatias. -LT: 927 células/pl.
1gM: 32 (baja)
4 CD4+.
Pardlisis de Bell.
-LB: 85 células/pl. TNCD21l
Infecciones del
tejido blando de
18G: 379 (baja) -LT: 776 células/pl.
repeticion.
P7 61 A/L IgA: 56 (baja) J CD4+. Ausencia de Si/No IGIV No BNT162b2 No/No
Autoinmunidad.
1gM: 9 (baja). respuesta a test de
Hepato-
quantiferén CMV.
esplenomegalia.
Citopenias.
1gG: 521 (baja) -LB: 82 células/pl. {,SC
P8 35 ITR Inf IgA: 94 Si/No IGIV No BNT162b2 /
Si/si

1gM: 13 (baja)

-LT: 743 células/ul
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18G: 371 (baja)
IgA: 43 (baja)

-LB: 22 células/ul

P9 47 ITR Inf No/No IGIV No BNT162b2 Si/Si
IgM: 121 -LT: 104 células/ul
-LB: 211 células/ul. IN;
1gG: 491 (baja) 3SC; T
ITR. Herpes Zéster.
P10 32 Inf IgA: < 6.6 (baja) No/No IGSC No BNT162b2 Si/Si
Esplenomegalia.
1gM: 25 (baja) -LT: 1736 células/ul.
NCD8+ ME.
-LB: 249 células/ul. I N;
1gG: 515 (baja)
ITR, puntualmente JSC.
P11 74 Inf IgA: 133 No/No IGIV Corticoides (2021) Si/Si
asociada a sepsis. mRNA-1273
1gM: 26 (baja)
-LT: 1868 células/ul.
-LB: 208 células/pl. 4 ZM;
ITR. Hepato-
1gG: 408 (baja) J4'SC; PMCD21I; PT.
esplenomegalia.
P12 38 A/L 1gA: 99 -LT: 828 células/pl. TNCD8+ No/Si IGIV No Si/si
Linfadenopatias. mRNA-1273
1gM: 15 (baja) ME.
Bronquiectasias.
1gG: 445 (baja)
-LB: 343 células/ul.
Reseccion quirurgica
Autoinmunidad. Ausencia de plasmablastos
P13 46 A/L IgA: 18 (baja) No/No IGIV (2019) Si/No
Tumor sélido mMRNA-1273
Corticoides (2022)
-LT: 948 células/pl.
1gM: 27 (baja)
1gG: 595 (baja) -LB: 224 células/ul. 4,SC.
P14 58 ITR. Inf IgA: 125 Si/Si IGIV No mRNA-1273 Si/Si

1gM: 31 (baja)

-LT: 1287 células/ul.
MNCD8+ ME
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1gG: 345 (baja)

-LB: 37 células/pl.

P15 62 ITR. Inf IgA: 115 No/Si IGIV No Si/si
-LT: 575 células/ul. TNCD8+ mRNA-1273
IgM: 8 (baja)
ME.
-LB: 63 células/pl. N;
18G: 667 (baja)
P16 ITR. Esplenomegalia. N
62 A/L I1gA: < 6.6 (baja) Si/Si IGSC No ChADox1 Si/si
Citopenias.
1gM: 15 (baja)
-LT: 696 cells/pl
Infecciones de Azatioprina (2011)
-LB: 20 células/pl. L IH.
repeticion: ITU, C. 1gG: 448 (baja) Leflunomida (2011)
P17 47 Jejuni, infecciones A/L I1gA: <6.6 (baja) No/No No Etarnecept (2013) BNT162b2 No/Si
-LT: 1427 células/pl. L TH1;
fungicas. Otitis. 1gM: 25 (baja) Rituximab (2018)
MNTH17.
Autoinmunidad Corticoides (2022)
Sulfasalazina (2022)
-LB: 170 células/ul. 1 SC;
1gG: 149 (baja) CD21l; T
P18 Autoinmunidad. Rituximab (2010)
24* A/L IgA: <6.6 (baja) No/No IVIG mMRNA-1273 Si/si
Linfadenopatias Corticoides (2020)
1gM: 360 (alta) -LT 1001 células/pl.
J CD4+; TNCD8+ ME.
-LB: 132 células/ul. 4.ZM;
ITR. Autoinmunidad. 1gG: 124 (baja) J4SC; 1 eD21l
Metrotrexato (2019)
P19 36 Esplenomegalia. A/L IgA:<6.6 (baja) Si/No IGIV Si/Si**
Corticoides (2022) mRNA-1273

Linfadenopatias.

1gM: 3 (baja)

-LT: 1124 células/ul. T
CD4+y CD8+ ME
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ITR. Autoinmunidad.

1gM: 26 (baja)

-LT: 1249 células/ul.

18G: 91 (low)
P20 Esplenomegalia. -LB: 376 cells/pl. Rituximab (2022)
34 A/L IgA: < 6.6 (low) No/No IGIV Si/Si**
Linfadenopatias. -LT: 1024 cells/pl. Corticoides (2023) mRNA-1273
IgM: 80
Tumor sélido.
-LB: 436 células/ul. 1SC;
1gG: 380 (baja)
ITR. NCD21l; ausencia de
P21 35 A/L IgA: 30 (baja) No/No IGIV No BNT162b2
Linfadenopatias. plasmablastos. Si/Si**
IgM: <18 (baja)
-LT: 758 cells/pl.
1gG: 388 (baja) -LB: 46 células/pul. {,SC;
P22 31 ITR Inf IgA: <6.6 (baja) NCD21I. No/No SCIG No BNT162b2 Si/Si**

Rangos de normalidad: IgG 700-1600 mg/dl; IgA 70-400 mg/dl; IgM 40-230; LB 100-500 células/ul; LT 850-2250 células/ul. A/L

autoinmune/linfoproliferativo (grupo); CD21l: LB CD21low; Inf: Sélo infecciones (grupo); H: Hombre; M: Mujer; GLILD: Enfermedad pulmonar intersticial

linfogranulomatosa; HE: heterocigosidad; Ig: Inmunogloulina; IgT: Tratamiento de reemplazo con inmunoglobulinas; IGIV: Inmunoglobulina intravenosa;

IGSC: Inmunoglobulina subcutdnea SCIG; IH: Isohemaglutininas; ITR: Infecciones del tracto respiratorio; ITU: Infecciones del tracto urinario; T: LB

transicionales; MALT: Tejido linfoide asociado a mucosa; ME: Memoria efectora; N: Naive; NA: no evaluado; SC: Cambio de clase; ZM: Zona Marginal. *Edad

en el momento del estudio, actualmente fallecida. **Resultados no incluidos en el andlisis agrupado de respuesta a la vacunacion ya que dicho andlisis se

publicé antes de que se incluyeran estos pacientes en la cohorte.
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Respecto al perfil genético de los pacientes, ninguno presentd variantes genéticas descritas

como patoldgicas. La mayoria de las variantes encontradas son VOUS con algunas excepciones,

las cuales se corresponden a variantes que en la literatura aparecen como posiblemente

asociadas a la IDCV (55,199). A continuacion, se detallan las variantes encontradas en cada

paciente:

e PI1:

AICDA: este gen codifica para la citidina desaminasa AID, con actividad sobre
ADN muy especifica y activa en Linfocitos B de centro germinal, donde participa
en la hipermutacidon somdtica y la recombinacidn de genes para el cambio de
clase de inmunoglobulinas. En él se encontré el cambio c.384_385delGC en
heterocigosis, localizado en el dominio APOBEC, muy cercano al bucle de
reconocimiento de la proteina.

MAP3K14: codifica para la proteina quinasa serina/treonina activada por
mitégenos, del mismo nombre. Se une a TRAF2 y estimula la actividad de NF-
kappaB. Se encontrd en este gen la variante ¢.655_656insC en heterocigosis, en
la secuencia que es necesaria para su localizacién nuclear.

DCLRE1C: en el gen que codifica para la proteina del mismo nombre, que
participa en la recombinacion de V(D)) y la reparacidén del ADN, se encontré el
cambio ¢.2053_2054insA en heterocigosis en el extremo C-terminal.

ATM: gen que codifica para la proteina Ataxia Telangiectasia Mutated, quinasa
reguladora del ciclo celular a través de la regulacién de multitud de proteinas
como las supresoras de tumores p53 y BRCA1, y de la respuesta celular al dafo
del ADN y mantenimiento de la estabilidad del genoma. Se encontré la variante
c.5948A>G en heterocigosis, localizada al inicio de la molécula. Se ha descrito
como la disminucion de la expresion de la proteina ATM perjudica el
reclutamiento de otros factores de reparacidn, retrasa la reparacion del dafio y
promueve la apoptosis en poblaciones linfocitarias(200).

C3: codifica para la convertasa C3, punto central de activacién del complemento
tanto para la via cldsica como en la alternativa. Después de la activacién, se
escinde en C3b, que puede unirse covalentemente a través de su tioéster
reactivo a los carbohidratos de la superficie celular o a los agregados inmunes;
y en la anafilatoxina C3a, la cual es una mediadora del proceso inflamatorio

local. Se identificé la variante c.1898A>G en heterocigosis localizada en el

81



dominio LNK, zona de dimerizacién de los péptidos alfa y beta que componen la
proteina C3.

ITGB2: codifica para la cadena beta de integrina, que se combina con multiples
cadenas alfa diferentes para formar distintos heterodimeros de integrina. Se
localizé la variante ¢.1062A>T en heterocigosis en el dominio Von Willebrand a.
GATA2: factor de transcripcién implicado en el mantenimiento de las células
madre con funciones clave en el desarrollo hematopoyético. En un tramo del
gen que precede al dominio de dedos de zinc 1 (regidn de interaccién con el
ADN) se encontrd la variante c.481C>G en heterocigosis.

AP3B1: gen que codifica para una proteina que desempefia un papel relevante
en la biogénesis de orgdnulos asociados a melanosomas, granulos densos de
plaguetas y lisosomas. Se encontrd la variante c.2915A>G en heterocigosis,
localizada en una regidn anterior al apéndice de adaptacién B2, necesario para
la conexién de la proteina con otras moléculas como la clatrina.

IL17RC: c.1133A>G en heterocigosis. Forma parte del dominio extracelular. Es el
receptor de IL17 y la via TGF-Beta. La ruta de sefializacidon de la IL17 tiene una
gran importancia en la generacion de la respuesta inflamatoria, estimulando la
produccion de defensinas, citoquinas como CXCL1 o CXCL2 y factores de
proliferacion leucocitaria como el factor estimulante de colonias de granulocitos
(G-CSF).

TLR3: es un miembro de la familia de receptores tipo Toll que juega un papel
fundamental en el reconocimiento de ARN viral de doble cadena y la activacién
de la inmunidad innata (mediada por ejemplo por activacion de NF-kappaBy la
produccién de interferones tipo 1). Se encontré la variante c.1295A>G en
heterocigosis, localizada en un dominio rico en leucinas que forma parte de la
porcidn extramembrana de TLR3.

RLTPR: este gen codifica un miembro de la familia de proteinas CARMIL, que
interactia con la proteina de proteccion heterodimérica y la regula
negativamente, promoviendo la migracidon celular. Se identificé el cambio
¢.1846A>G en heterocigosis en un dominio rico en leucinas.

NCF1: esta oxidasa es una enzima multicomponente que se activa para producir
anidn superdxido. El cambio ¢.295G>A identificado en heterocigosis se localiza
en el dominio Phox, importante para la sefializacion y el trafico vesicular.
DOCK8: forma parte de la familia de factores de intercambio de nucleétidos de

guanina, con funciones de mantenimiento del citoesqueleto, y por tanto de las
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P2:

capacidades de movimiento y migracién de células T y NK. Se identificé el
cambio ¢.1966C>G en heterocigosis en su dominio C2 capaz de interactuar con
el fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato.

RTEL1: helicasa que funciona en la estabilidad, proteccién y elongacién de los
telémeros. Se encontré el cambio ¢.1625G> en heterocigosis en un dominio rico
en nucledtido trifosfato hidrolasas.

TCF3: su papel consiste en favorecer la transcripcién uniéndose a secuencias
reguladoras de Box E en genes diana, desempefiando un papel fundamental en
la linfopoyesis y el desarrollo de los linfocitos B y T. Se encontré el cambio
¢.1577C>G en heterocigosis localizado previamente al dominio de unién al ADN.
TNFRSF13B: El producto proteico de este gen desempeiia un papel crucial en la
inmunidad humoral cuando interactia con un ligando de TNF. Induce la
activacién de los factores de transcripcién NFAT, AP1 y NF-kappa-B al interactuar
con el modulador del calcio y el ligando de ciclofilina. Se encontré la variante
¢.198C>A en heterocigosis, muy cercana al extremo N-terminal y que provoca
un STOP que afecta a la mayoria de la proteina. Esta mutacidn tan determinante
en el producto proteico y con posible patrén de herencia autosémico recesivo

se considerd por tanto como posiblemente patogénica.

C3: la variante ¢.3124C>T se encontré en un dominio alfa-macroglobulina del
factor C3 del complemento, que media en la unién covalente de la alfa-
macroglobulina (molécula anticoagulante) a la proteinasa.

CR2: en este receptor de complemento que también funciona como receptor
del virus de Epstein-Barr se encontrd la variante c.1152C>T en heterocigosis, en
un dominio de regulacidn del complemento.

FERMT3: codifica para una proteina que participa en la activacién de integrinas
y, por lo tanto, tienen un papel en la adhesion, migracién, diferenciacion y
proliferacion celular. La proteina codificada por este gen tiene un papel clave en
la regulacion de la hemostasia y la trombosis. EI cambio ¢.268C>T, encontrado
en heterocigosis, se localiza en el extremo N-terminal, se encuentra en un
regulador de los receptores de adhesidn de integrinas heterodiméricas que
promueve la activacién de las integrinas.

PRF1: gen codificante de perforina, proteina de estructura similar a C9, que
forma poros en la membrana de células diana que permiten la penetracion de

granzimas y su posterior citdlisis. El cambio es c.1257G>A en heterocigosis se
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ubica en el dominio C2, implicado en la unidn de fosfolipidos dependientes de
calcio y en procesos de localizacién en membranas.

RBCK1: la proteina codificada por este gen tiene la capacidad de unién a
ubiquitinas, lo que la permite intervenir en la sefializacidon del TCR, del TNFa., en
el metabolismo de proteinas y la regulaciéon de la actividad del factor de
transcripcion de unién al ADN. El cambio ¢.998C>T en heterocigosis se
encuentra en una posicion posterior al dedo de zinc y anterior al dominio
ubiquitin ligasa-1. Permite varias funciones a través de la sefializacion mediante

TNF, incluida la actividad de unién a proteinas y a ubiquitina,

P3: No presentaba variantes.

P4:

LRBA: gen cuyo producto se asocia con la proteina quinasa A y puede participar
en la conduccidon de vesiculas intracelulares hacia complejos receptores
activados, lo que ayuda en la secrecién y/o el depdsito en la membrana de
moléculas efectoras inmunitarias. El defecto se halla en c.4599C>T en
heterocigosis, localizado en el dominio transmembrana. Su expresion es
inducida en Linfocitos B y los macréfagos tras exposicidon a lipopolisacaridos
bacterianos.

NLRP12: la proteina generada funciona como un factor atenuante de la
inflamacidn al suprimir las respuestas inflamatorias en los monocitos activados.
La variante es c.2079A>G en heterocigosis. Localizado posteriormente al domino
NACHT (dominio NTPasa) y previo a los dominios ricos en leucina.

NOD2: este gen codifica para una molécula que desempefia un papel en la
respuesta inmune a los lipopolisacaridos bacterianos intracelulares al reconocer
el dipéptido muramil derivado de ellos y activar la proteina NF-Kb. La variante
€.2753C>A estd en heterocigosis. Localizado posteriormente al domino NACHT
y previo a los dominios ricos en leucina.

CARD11: la proteina generada interactia con BCL10, una proteina conocida por
funcionar como un regulador positivo de la apoptosis celular y la activacién de
NF-kappaB. Cuando se expresa en células, esta proteina activa NF-kappaB e
induce la fosforilacion de BCL10. La variante es c.1528G>A en heterocigosis. Esta
incluida en el dominio inhibidor de la molécula. Al presentar una variante en su
dominio inhibitorio y poder ser el patrén de herencia autosémico recesivo, se

considerd esta variante como posiblemente patogénica.
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P5:

P6:

P7:

TICAM1: la proteina que se produce es una adaptadora que contiene un dominio
de homologia del receptor Toll/IL1 o TIR, el cual es un dominio de sefializacién
intracelular que media las interacciones proteina-proteina entre los receptores
tipo Toll y los componentes de transduccién de sefiales. Esta proteina participa
en la inmunidad innata contra patdgenos invasores interactuando
especificamente con TLR3, pero no con otros. El cambio es c.680C>T en
heterocigosis. Se localiza en la regidon desorganizada previa al motivo de unién
con TRAF®6.

NCF1: la modificacién es ¢.1050C>G en heterocigosis. La variante se encuentra

en el extremo C-terminal, en un dominio desorganizado.

DNMT3: su producto es uno de varios modificadores epigenéticos identificados
como mutados recurrentemente en la leucemia mieloide aguda. La variante es
€.1996+9C>T en heterocigosis. Se encuentra en una regién desordenada rica en
prolina.

ISG15: su producto es una proteina similar a la ubiquitina que se conjuga con
proteinas diana intracelulares tras la activacion por interferdn alfa e interferén
beta. El cambio es c.400C>A en heterocigosis. Localizada en el dominio
Ubiquitina 2.

RAG2: la proteina generada estd involucrada en la activaciéon de la
recombinacion de las secuencias V-D-J de las inmunoglobulinas a través de la
sefializacion mediante RAF/MAP. El cambio es c.1158C>A en heterocigosis. Se

encuentra en la region bisagra, en un dominio con funcién autoinhibitoria.

DOCKS: en el gen codificante de esta proteina involucrada en la citoquinesis de
linfocitos. Se encontré el cambio ¢.4283A>G en heterocigosis, previa al dominio
de acoplamiento.

LRBA: el cambio es c.4599C>T en heterocigosis, incluido en el dominio
transmembrana.

PMS2: genera una proteina con funcién de reparacion de errores del ADN, la
cual elimina pequefias inserciones y delecciones que pueden ocurrir durante la
replicacién del ADN y la recombinacién homdloga. El cambio es c.1004A>G en

heterocigosis. Localizada en una regidn relevante para la reparacion del ADN.
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P8:

Po:

o STX11: la proteina generada puede regular el transporte de proteinas entre los

endosomas tardios y la red trans-Golgi. Relacionado con la linfohistiocitosis
hemofagocitica familiar. La variante es c.799G>A en heterocigosis. Afecta al
ultimo nucledtido del dominio SNARE, implicado en la focalizacién y fusion de
vesiculas de transporte intracelular.

TAPBP: su producto es una glicoproteina transmembrana que media la
interaccién entre las moléculas de clase | del complejo mayor de
histocompatibilidad recién ensambladas y el transportador asociado con el
procesamiento de antigenos o TAP, que es necesario para el transporte de
péptidos antigénicos a través de la membrana del reticulo endoplasmico. La
variante es ¢.*1550CT>T en heterocigosis. Afecta al dominio inmunoglobulina-
like.

TMC8: genera una proteina que se localiza en el reticulo endoplasmico y con
posible funcidn como canales transmembrana. La variante es c.664C>T en
heterocigosis. Es un dominio transmembrana.

NCF2: la proteina generada actia de manera andloga a NCF1. La variante es
€.714-38GA>AG en heterocigosis. Previo al dominio SH3, lugar relevante para la
actividad con otras proteinas.

PIK3CD: molécula que produce a la fosfoinositida 3-quinasa, que fosforila los
lipidos de inositol y participan en la respuesta inmune. El cambio
esc.1242+2G>A en heterocigosis. Region intrdnica relacionada con el dominio
C2, con funcién de localizacion en membrana.

STIM1: genera una proteina transmembrana que media el flujo de calcio tras el
agotamiento de las reservas intracelulares de calcio mediante la activaciéon de
canales. El cambio es c.970-6C>T en heterocigosis. Regidn intrdnica previa a la

region SOAR/CAR (regién asociada a la activacidn de la proteina).

AIRE: factor transcripcional que se expresa en la médula timica, involucrado en
la eliminacidn de células T autorreactivas que podrian favorecer fendmenos
autoinmunes (sindrome APECED y APS tipo 1). El cambio ¢.595G>A en
heterocigosis se localizdé en el dominio PHD1, relevante por su capacidad para

interaccionar con la histona H3.

no se dispuso de muestra para este estudio.
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BLNK: la proteina generada es un conector citoplasmico que desempefia un
papel fundamental en el desarrollo de los Linfocitos B. Esta proteina une la
activacion de la quinasa asociada al BCR con sus vias de sefializacién posteriores.
Las mutaciones en este gen causan hipoglobulinemia y ausencia de Linfocitos B,
dandose un bloqueo en la transicidon de pro a pre-Linfocitos B. La variante es
c.352G>A en heterocigosis, localizada en una region rica en prolina dentro del
core proteico.

ClITA: genera una proteina nuclear que actia como un regulador positivo de la
transcripcién de genes del complejo mayor de histocompatibilidad de clase II.
Las mutaciones en este gen se han asociado con el sindrome de linfocitos
desnudos tipo I, mayor susceptibilidad a la artritis reumatoide y esclerosis
multiple. El cambio es ¢.1113G>T en heterocigosis, localizado antes de la regién
NACHT.

RAG1: la proteina generada actia de manera analoga a RAG2. El cambio es
¢.1185C>G en heterocigosis, localizado en una regidn de unidn al ATP.

TAPBP: La variante es c.*1550CT>T en heterocigosis. Afecta al dominio
inmunoglobulina-like.

TRNT1: genera una enzima que pertenece a la familia de la ARNt
nucleotidiltransferasa/poli(A) polimerasa. Esta enzima esencial funciona
catalizando la adicién del triplete de nucledtidos CCA al extremo 3' de las
moléculas de ARNt. El cambio es ¢.624T>A en heterocigosis. Se encuentra en un
motivo asociado a la unidn de la polimerasa A.

FADD: produce una molécula adaptadora que interactta con varios receptores
de la superficie celular y media en las sefiales apoptdticas. Las enfermedades
asociadas incluyen inmunodeficiencia con encefalopatia, hiposplenia funcional,
disfuncién hepatica y displasia otodental. Entre sus vias relacionadas se
encuentran la via TNFR1 y la dimerizacién de procaspasa-8. La variante es c.-
50AGG>A en heterocigosis. Afecta a una regidén intrénica previa al inicio de la
proteina.

PIK3CD: el cambio es c¢.1242+269G>A en heterocigosis. Region intrdnica
posterior al dominio RBD y anterior al dominio C2.

STIM1: la alteracidon es c.970-6C>T en heterocigosis. Regidn intrénica previa a la

region SOAR/CAR.
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ATM. el cambio es ¢.2323T>G en heterocigosis. Estd inmersa en el dominio HEAT
FADD. el cambio se localiza en c.62C>T en heterocigosis. Localizado en la regién
efector de muerte.

IRF7: produce un regulador transcripcional clave de las respuestas inmunitarias
dependientes del interferdn tipo |. Desempeiia un papel fundamental en la
respuesta inmunitaria innata contra los virus de ADN y ARN. El cambio es ¢.395-
8TCT>T en heterocigosis. Situado en la regién intrénica previa al dominio IAD1.
SMARCALL: la proteina producida tiene actividad de helicasa y ATPasa y se cree
gue regulan la transcripcién de ciertos genes alterando la estructura de la
cromatina. La variante estd en c.1196C>T en heterocigosis. Localizado posterior

al dominio HARP2, region de unié al ADN.

RTEL1: la alteracion es ¢.3181+95G>C en heterocigosis. Regidn intrdnica

posterior a una zona desordenada

CD19: la proteina producida forma un complejo con varias proteinas de
membrana, incluyendo CD21 y CD81. Este complejo reduce el umbral para la
activacion de los Linfocitos B iniciada por antigeno, activando la via de la
fosfatidilinositol 3-quinasa y la posterior liberacion de reservas intracelulares de
iones de calcio. La variante es ¢.381G>A en heterocigosis. Incluida en el dominio
C2 inmunoglobulina-like extracelular. Miembro de la superfamilia de
inmunoglobulinas humanas.

TCN2: genera un miembro de la familia de proteinas transportadoras de
vitamina B12. Se une a la cobalamina y media en el transporte de cobalamina al
interior de las células. La variante es c.1229C>G en heterocigosis. Préximo al
extremo C terminal en el dominio transcobalamina-like.

NLRP12: la variante es ¢.752A>G en heterocigosis. Localizado en el dominio
NACHT.

PI3KR1: codifica la fosfatidilinositol 3-quinasa, que desempefia un papel
importante en las acciones metabdlicas de la insulina y en el desarrollo de la
respuesta inmunitaria gracias a sus interacciones con otras moléculas como AKT
o mTOR. La variante es c.889G>A en heterocigosis. Se encuentra en un dominio

de activacion Rho-GTPasa.
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CTSC: produce un miembro de la familia de la peptidasa. Parece ser un
coordinador central para la activacion de muchas serina-proteinasas en las
células del sistema inmunoldgico. La alteracién es c.401G>A en heterocigosis. Se

encuentra en el limite entre el dominio de exclusidn y el inicio del propéptido.

IL21R: genera el receptor de IL21. La unién del ligando de este receptor por parte
de IL21 conduce a la activacién de multiples moléculas de sefializacion
posteriores, incluidas JAK1, JAK3, STAT1 y STAT3. La variante es c.-15-18A>G en
heterocigosis. Ubicado en la regién intrdnica previa al inicio de la proteina.
PRKCD: codifica un miembro de la familia de quinasas C de proteinas
serina/treonina. Es a la vez un supresor de tumores y un regulador positivo de
la progresion del ciclo celular. El cambio es c.97A>C en heterocigosis. Se
encuentra en el dominio C2 del extremo N-terminal.

STAT2: genera una proteina que, en respuesta al interferén, forma un complejo
con STAT1 y la proteina p48, actuando como un transactivador sin la capacidad
de unirse al ADN directamente. El cambio se localiza en ¢.759C>T en
heterocigosis. Localizado en una regién de interaccion con IRF9.

CARMIL2: produce una de las proteinas CARMIL. La proteina codificada
interactia con la proteina de proteccion heterodimérica y la regula
negativamente, promoviendo la migracidon celular. Se ha observado una
expresion reducida de este gen en pacientes humanos con psoriasis. La variante
es €.2581A>G en heterocigosis. Se halla en un dominio rico en histidina y

aspartato.

GFI1: la proteina producida funciona como parte de un complejo junto con otros
cofactores para controlar las modificaciones de las histonas que conducen al
silenciamiento de los promotores del gen diana. La variante es c.925-6_925-
5dupCT en heterocigosis. Se encuentra en el dominio C2H2 tipo 6. Actua en
diversos contextos del desarrollo, incluida la hematopoyesis y la oncogénesis.

ITPR3: la proteina generada interviene en la generacién de inositol 1,4,5-
trifosfato, un segundo mensajero que media la liberacién de calcio intracelular.
La alteracion es ¢.5418T>C en heterocigosis. Se encuentra cerca del extremo C-

terminal en una regién desordenada.
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NLRP12: el cambio es ¢.779C>T en heterocigosis. Localizado en el dominio

NACHT.

G6PC3: codifica para una proteina que cataliza la hidrdlisis de glucosa-6-fosfato
a glucosa y fosfato en el tltimo paso de las vias gluconeogénica y glucogenolitica.
La alteracién es c.566G>A en heterocigosis. Esta en el dominio fosfatasa del
acido fosfatidico tipo 2.

IL17RC: el cambio es c.1539C>T en heterocigosis. Forma parte del dominio
extracelular.

JAK3: codifica para una proteina miembro de la familia JAK, tirosinas quinasas
implicadas en la transduccién de sefiales intracelulares mediada por receptores
de citoquinas. Entre sus vias relacionadas se encuentran las vias de sefializacion
de IL-9 y la sefializacidon de la familia de interleucina-2. El cambio se encuentra
en c.1632G>T en heterocigosis. Ubicado en el dominio protein-quinasa.

LYST: codifica para una proteina que regula el trafico de proteinas intracelulares
en los endosomas y puede estar involucrado en la pigmentacién. La variante es
c.748A>G en heterocigosis. Localizada en el dominio armadillo.

RFXANK: genera una proteina que une al motivo Box X de ciertos promotores
del gen MHC de clase Il y activa su transcripcion. La variante es c.469C>G en

heterocigosis. Se halla en la regién con repeticiones de ankirina.

IL6ST: codifica para una molécula con implicacién en la sefializacion de IL6 e IL27.
La variante es ¢.1464T>A en heterocigosis. Incluida en la regién extracelular.

SPINKS5: la proteina producida tiene actividad en la morfogénesis de la piel y el
cabello, asi como en la proteccién antiinflamatoria y antimicrobiana de los
epitelios mucosos. Su defecto se asocia al sindrome de Netherton y la dermatitis
exfoliativa. Variante en c.882+45G>GT en heterocigosis. Seccidn intrénica

cercana al dominio inhibidor de serina proteasa.

IGHM: codifica para las moléculas de reconocimiento de antigenos de los
Linfocitos B. El cambio es ¢.1037C>T en heterocigosis. Localizada en el dominio
CH4 extracelular.

POLE: la molécula generada participa en la replicacién del ADN cromosdmico,

teniendo un papel relevante durante la sintesis de las cadenas de ADN. La
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variante es c.4169G>A en heterocigosis. Situada entre el dominio de unién a la
polimerasa B y el dominio de unidén desconocida.

ATM: presenta dos variantes, que son ¢.4060C>A y ¢.5039C>T en heterocigosis
compuesta. La primera variante se encuentra antes de la regién de interaccion
con ABL1 (una tirosin quinasa) y la segunda se encuentra anterior al dominio
FAT. Al ser dos variantes en posicion trans (segun se confirmé posteriormente
mediante técnica Sanger), se consideraron estas mutaciones patogénicas.
CD247: genera una molécula que es parte del complejo TCR-CD3. Las senales
mediadas por TCR se transmiten a través de la membrana celular por
fosforilacion de los motivos de activacién basados en tirosina. Estos motivos se
fosforilan por las proteinas tirosina quinasas LCK y FYN, lo que da como
resultado la activacién de vias de seializacion posteriores. Variante en
¢.58+5G>T en heterocigosis. Region intrdnica localizada antes del dominio ITAM.
STAT3: la proteina codificada media la expresién de una variedad de genes en
respuesta a estimulos celulares como citoquinas y factores de crecimiento y, por
lo tanto, desempefia un papel clave en muchos procesos celulares, como el
crecimiento celular y la apoptosis. Cambio localizado en ¢.1381G>C en
heterocigosis. Se localiza en la regién de unidn al ADN.

DOCKS: alteracion en c.3889A>G en heterocigosis. Su posicion es previa a la
region de acoplamiento

AIRE: el cambio es c.595G>A en heterocigosis. Se localiza en el dominio SAND,
de importancia para el control de la transcripcién.

TTC7A: codifica una proteina con funciones diversas en el control del ciclo
celular, el transporte de proteinas, el recambio de fosfato y el trafico o secrecidn
de proteinas, y pueden actuar como acompaiantes o proteinas de andamiaje.
Las mutaciones en este gen alteran el desarrollo intestinal y pueden provocar
una enfermedad inflamatoria intestinal de aparicidn temprana y atresia
intestinal. La variante es ¢.1287+10A>T en heterocigosis. Regidn intrdnica
posterior a la regién de repeticién TPR3.

CTSC: codifica un coordinador central para la activacién de serina proteinasas en
las células del sistema inmunoldgico. Una porcién del propéptido actia como
chaperona intramolecular para el plegamiento y la estabilizacién de la enzima
madura. Variante en ¢.173-20C>T en heterocigosis. Localizada a nivel

extracelular.
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o TNFRSF13B: la alteracién es c.260T>A en heterocigosis. Se encuentra en el

dominio rico en cisteinas nimero dos de la molécula.

LPIN2: la proteina generada interviene en el metabolismo de los triglicéridos
humanos. c.991G>T en heterocigosis. Se posiciona posterior al motivo de
localizacién nuclear.

TYK2: genera una proteina miembro de la familia JAK que se asocia con el
dominio citoplasmatico de los receptores de citocinas y envia sefiales mediante
la fosforilacion de subunidades. También es un componente de las vias de
sefalizaciéon del interferén tipo | y tipo Ill. Alteracién en c.859G>A en
heterocigosis. Hallado en el dominio de localizacién en membrana.

LIG1: la proteina codificada funciona en la replicacién, recombinacién y proceso
de reparacion por escision del ADN. El cambio es c.1567G>A en heterocigosis.
Se encuentra anterior a la regién de adenilacién. Miembro de la familia de
proteinas ADN ligasa dependiente de ATP.

AID: variante ¢c.332C>T en heterocigosis. Localizada en el dominio APOBEC, muy
cercano al bucle de reconocimiento de la proteina.

EXTL3: produce una glicosiltransferasa. La variante es ¢.1627G>A en
heterocigosis. Se encuentra posterior al dominio exostosin.

TERT: el producto es una ribonucleoproteina polimerasa que mantiene los
extremos de los teldmeros mediante la adicién de la repeticion TTAGGG.
Desempefia un papel en la senescencia celular, ya que normalmente esta
reprimido en las células somaticas posnatales, lo que resulta en un acortamiento
progresivo de los telémeros. La desregulacién de la expresidn de la telomerasa
en las células somaticas puede estar implicada en la oncogénesis. Su alteracion
se asocia a la disqueratosis congénita e insuficiencia de la médula ésea.
Alteracidon en c¢.2555A>G en heterocigosis. Posicionado en el dominio de

transcriptasa reversa.

IL12RB1: la proteina producida presenta entre sus vias la sefializacion Akt y la
sefializacion de la familia Interleucina-12. Variante en ¢.1137C>G en
heterocigosis. Afecta a un dominio de unién a la membrana.

ADAZ2: genera una adenosina desaminasa que regula los niveles de adenosina

molécula relevante para la sefalizacion. Importantes implicaciones en el
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metabolismo proteico y el sistema inmunitario innato. El cambio es ¢.272A>G
en heterocigosis. Se localiza en el dominio de dimerizacidn de la proteina.
VPS45: la proteina desempefia un papel importante en la segregaciéon de
moléculas intracelulares en distintos orgdnulos, en concreto, interviniendo en el
transporte de vesiculas a las vacuolas. Su defecto puede provocar neutropenia.
El cambio es c.650C>T en heterocigosis. Se encuentra entre el segundo y tercer
dominio que componen molécula.

IL6ST: la variante se encuentra en ¢.1841-5_1841-4delTT en heterocigosis.
Localizado en la regién intrénica posterior al motivo Box-1.

SPINK5: Cambio en ¢.1964G>A en heterocigosis. Estd situado en un dominio
kazal 2.

PMS2: alteracidon en c.943C>T en heterocigosis. Es una mutacion sin sentido que
provoca un STOP al inicio de la proteina, en un punto anterior a la regidn
endonucleasay las de interaccién con otras moléculas, siendo su clasificacion la
de variante patogénica.

TNFRSF13B: la variante es ¢.310T>C en heterocigosis. Se encuentra en el
dominio rico en cisteinas nimero dos de la molécula, una mutacion ya descrita

en pacientes con inmunodeficiencias humorales(201).

IL1ORA: la proteina para la que codifica participa en funciones antiinflamatorias
mediadas por IL10, limitando la alteracidon excesiva del tejido causada por la
inflamacién. Variante en ¢.1023C>A en heterocigosis. Afecta a la region
intracitoplasmatica, posterior al Box de unién de JAK1.

DOCK2: genera una molécula que participa en la remodelacidn del citoesqueleto
de actina, necesario para la migracion de linfocitos en respuesta a la sefializacion
de quimiocinas. Alteracién en c.3456C>G en heterocigosis. Se encuentra antes
del dominio DHR-2, zona relevante para la citoquinesis.

NCF2: alteracién en ¢.513A>G en heterocigosis. Localizado entre los dominios
de tetratricopéptido 3 y 4, alejado de la regidn de interaccion con otras proteinas
RAG2: la variante es ¢.22G>A en heterocigosis. Se encuentra al inicio de la
proteina, en su core, alejado de los dominios funcionales.

CD40: codifica un miembro de la superfamilia de receptores de TNF. La
interaccidn de este receptor y su ligando es necesaria para el cambio de clase de
los linfocitos maduros. El cambio es c.-38G>C en heterocigosis. Situado en la

regidn intrénica previa al inicio de las regiones exdnicas.
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o AIRE: el cambio esta en c.717C>T en heterocigosis. Se encuentra en el dominio
de unidn al ADN.

o C3: modificacion en ¢.1898A>G en heterocigosis. Localizado en el dominio LNK,
zona de dimerizacion.

o P22:

o ITPR3: se encuentra la variante ¢.859-12G>A en heterocigosis. Regidn intrénica
entre dos dominios extracelulares que forman parte del canal del calcio.

o IRAK4: su producto es una serina/treonina-proteina quinasa que desempefia un
papel fundamental en el inicio de la respuesta inmune innata contra patégenos
extrafios. Variante en c.797A>G en heterocigosis. Afecta al dominio proteina
guinasa.

o OAS1:la molécula generada tiene un papel clave en la respuesta antiviral celular
innata y se ha implicado en otros procesos celulares como el crecimiento celular
y la apoptosis. La variante estd en ¢.875C>T en heterocigosis. Estd en una region
posterior a un punto de interaccidon con el ADN.

o NOD2: se encuentra el cambio c.2474A>G en heterocigosis. Afecta a un dominio

rico en leucinas necesario para su activacion.

7.1.2 Paciente con deficiencia de CD8a.
La paciente con déficit de CD8a, actualmente tiene 33 afos y presenta antecedentes de

bronquiolitis, neumonia y otitis recurrentes desde el primer mes de vida. Desarrollé asma y
atelectasia a los 4 afios y mostraba retraso del crecimiento a los 7 afios. En la evaluacion inicial
en el afo 2008 (18 afios) presentd niveles normales de inmunoglobulinas y serologia positiva
para CMV, EBV y rubéola. Aunque tenia un recuento de linfocitos normal, tenia ausencia absoluta
de células T CD8+ y un aumento de células T doble negativas (TCRaB+CD4-CD8-). Mostré una

distribucidn normal de linfocitos B naive y de memoria.

In vitro, células T doble negativas mostraban capacidad citotdxica, aunque subdptima. La
secuenciaciéon de los exones 1 y 2 del gen CD8A reveld la presencia de una mutacion
homocigdtica p.Glyl11Ser y la paciente fue diagnosticada con inmunodeficiencia por déficit de

CD8, convirtiéndose en el segundo caso reportado a nivel mundial con deficiencia de CD8a (202).
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7.2 Respuesta humoral y celular de los pacientes con IDCV a la vacunacion

frente a SARS-CoV-2. Produccion de anticuerpos neutralizantes

Para valorar sila vacunacién contra el SARS-CoV-2 es efectiva en pacientes con IDCV, 17 pacientes
recibieron las vacunas de ARNm (11 recibieron BNT162b2 y 6 ARNm-1273) y un paciente recibio
la vacuna de vector viral ChAdOx1 (Tabla 4). No se registraron eventos adversos graves después
de la vacunacién. Las muestras previas a la vacunacién y posteriores a la segunda dosis estaban
disponibles en los 18 pacientes. La muestra tras la primera dosis se obtuvo en 14 de los 18
pacientes. En concordancia con la ausencia de contacto con el virus previamente a la
inmunizacién, todos los pacientes estudiados mostraron respuestas inmunitarias humorales y
celulares negativas contra el SARS-CoV-2 antes de la vacunacion medido como la ausencia de

respuesta frente a S1 en la muestra previa a la vacunacion.

Después de la primera dosis, el 42 % de los sujetos con IDCV mostraron una produccidn positiva
de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 en comparacion con el 84 % de los controles sanos (p = 0,005).
Después de la segunda dosis, el 83% de los pacientes con IDCV y el 100% de los controles sanos
se convirtieron en positivos para IgG anti-S1 (p=0,016). A pesar del aumento en la tasa de
respuesta de anticuerpos observada después de la segunda dosis en pacientes con IDCV (42%
tras primera vs 83% tras segunda dosis, p=0,027), el porcentaje de pacientes con respuesta
positiva para anticuerpos contra el SARS-CoV-2 después de la vacunacién completa se mantuvo
significativamente mas bajo que el de controles sanos (Fig. 21 izquierda). Tres pacientes (P5, P7

y P17) no produjeron anticuerpos especificos después de la vacunacidon completa.

Para evaluar especificamente la calidad de la respuesta humoral a la vacunacion, se analizé la
capacidad de neutralizaciéon de los sueros positivos para anticuerpos anti-S1. Después de la
segunda dosis de vacunacion, de entre los 15 pacientes que produjeron anticuerpos anti-S1,
nueve mostraron capacidad de neutralizacion. Tres pacientes con anticuerpos anti-S1 positivos
no neutralizantes después de la primera dosis (P2, P12 y P13), desarrollaron capacidad
neutralizante después de la segunda dosis. Seis pacientes con anticuerpos anti-S1 (P3, P4, P9,
P15, P16 y P18) no pudieron desarrollar anticuerpos neutralizantes después de completar la
vacunacion. En resumen, la cohorte de 18 pacientes con IDCV incluidos en el estudio vacunal,
después de la vacunacion completa, el 83% desarrollé anticuerpos anti-S1, mientras que solo se
registraron anticuerpos neutralizantes en el 50% de ellos. El porcentaje de pacientes con IDCV
gue generan anticuerpos neutralizantes es menor que el porcentaje de individuos sanos que los

generan de acuerdo a lo descrito en la literatura (203).
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Fig. 21. Tasa de respuesta inmune en pacientes con IDCV tras la vacunacién frente al SARS-CoV-2. a) Tasa de respuesta
humoral especifica frente a S1. b) Tasa de respuesta celular especifica frente a S1. CS: controles sanos; IDCV:

inmunodeficiencia comun variable. Ns, no significativo; * = p <0,05; ** =p <0,01.

Para evaluar un posible sesgo de confusidn de la terapia sustitutiva con inmunoglobulinas y/o
infecciones asintomaticas previas en la medicion de anticuerpos anti-S1, analizamos la presencia
de anticuerpos anti-N (nucleocdpside) en los 15 sueros positivos anti-S1 obtenidos después de
la vacunacién completa. Entre ellas, sélo una muestra, perteneciente al paciente P6, resultd
positiva para anticuerpos anti-N. P6 no refirid sintomas previos de COVID-19 ni resultados
positivos de pruebas anti-SARS-CoV-2. Sin embargo, a pesar de ser negativo para anticuerpos

anti-S1 en la muestra previa a la vacunacién, los anticuerpos anti-N estaban presentes.

En cuanto a la respuesta celular a las vacunas COVID-19, el 50% de los pacientes con IDCV
tuvieron respuesta celular positiva después de la primera dosis, y tras la segunda dosis esta tasa
aumento hasta el 83% (p =0,062) (Fig. 21 derecha). La tasa de respuesta celular fue menor en
pacientes con IDCV en comparacién con los controles sanos, tanto después de la primera dosis
(50% vs 88% respectivamente, p = 0,005) como después de la vacunacién completa (83% vs 98%
respectivamente, p = 0,054). Tres pacientes (P4, P7 y P13) no lograron desarrollar una respuesta

inmune celular especifica después de la vacunacién completa.

La mayoria de los pacientes (P13/18, 72%) desarrollaron una respuesta humoral y celular frente
al virus. Hubo dos pacientes con respuesta celular pero no humoral (P5y P17), dos pacientes con

solo respuesta humoral (P4 y P13) y un Unico paciente sin respuesta ni humoral no celular (P7).
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Los pacientes que carecian exclusivamente de respuesta humoral (P5 y P17) tenian un recuento
bajo de linfocitos B CD19+ (<100 células/ul) después de iniciar rituximab en 2019 y 2018,
respectivamente. P5 recibid rituximab como parte del tratamiento de un linfoma asociado a la
mucosa gastrica desarrollado cinco afios después del diagndstico de IDCV y debido a la presencia
de una enfermedad pulmonar intersticial linfocitica granulomatosa. P17 recibid rituximab debido
a un cuadro de artritis reumatoide superpuesto con otro cuadro de lupus eritematoso sistémico
que aparecié dos afios después del diagndstico de IDCV. Tanto P5 como P17 compartian algunas

caracteristicas clinicas como infecciones del tracto respiratorio y autoinmunidad.

Los dos pacientes con anticuerpos positivos, pero sin respuesta celular a las vacunas (P4 y P13),
tenian antecedentes oncoldgicos previos. P4 presentd hipogammaglobulinemia (IgG e IgA) con
infecciones del tracto respiratorio y bronquiectasias desde los 10 afios. En 2017, a los 19 afios,
desarrolld un linfoma de Hodgkin (estadio IVB), el cual fue tratado con bleomicina, etopésido,
doxorrubicina, ciclofosfamida, vincristina, procarbazina y prednisona con remisién completa. El
recuento de linfocitos ha sido normal durante los Ultimos cuatro afos excepto por una leve
linfopenia de Linfocitos B (60 células/ul). P13 fue diagnosticada de IDCV y sindrome
antifosfolipido en 2017 junto con un microcarcinoma papilar de tiroides, el cual se extirpé dos

afios después. En el momento de la vacunacién estaba siendo tratada con corticoides.

P7 fue la Unica paciente que no logré producir respuestas humorales ni celulares tras recibir las
dos dosis vacunales. Era una mujer de 59 afios con diabetes mellitus tipo 2 como Unico
antecedente relevante cuyo diagndstico de IDCV se produjo tras detectar una
hipogammaglobulinemia moderada (IgG 379 mg/dl, IgA 56 mg/dl, IgM 9 mg/dl). Esta paciente
careci6 de respuesta de anticuerpos especifica después de la vacunacién con toxoide tetanicoy
Salmonella typhi y no respondié a CMV-Quantiferon a pesar de tener una serologia positiva.
Presentd deterioro celular (linfopenia CD4 de 122 células/ul) y manifestaciones inflamatorias
(hepatoesplenomegalia y linfocitos B CD21low elevados), por lo que habia estado bajo terapia
sustitutiva con inmunoglobulinas durante tres afios hasta el momento del estudio. Esta paciente

no habia recibido terapia anti-Linfocitos B.

Con respecto a la edad, el sexo, las comorbilidades o la vacuna administrada no se encontraron
diferencias en la respuesta a la vacunacién. La terapia sustitutiva no afecté a la respuesta frente
a la vacunacidn, al menos segun el esquema propuesto para este ensayo de nuestros pacientes

con IDCV, ni tampoco la via de administracidon de inmunoglobulinas (intravenosa o subcutanea).
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7.3 Respuesta humoral y celular de los distintos subgrupos clinicos de

pacientes con IDCV a la vacunacidn frente a SARS-CoV-2
Se clasificd a los pacientes segun su perfil clinico, es decir, seglin si presentaban infecciones

exclusivamente o si entre sus sintomas presentaban fendmenos de autoinmunidad o
linfoproliferacion, siguiendo asi la clasificacion propuesta por Cunningham-Rundles (88). Se
contaba con 6 pacientes con sélo infecciones y 12 con otros fenémenos. Se procedié a analizar
la respuesta a la vacunacién en ambos perfiles. Los pacientes con enfermedades infecciosas
tuvieron tanto una tasa de produccién de anticuerpos mds baja que los controles sanos después
de la primera dosis (25% vs 84%, p = 0,024) como una tasa de respuesta celular mas baja (25%
vs 88%, p = 0,012) (Fig. 22 izda. y dcha. respectivamente). Sin embargo, los seis pacientes de este
subgrupo aumentaron la produccién de anticuerpos y células T especificos del SARS-CoV-2
después de la segunda dosis, lo que significd que tuvieron una tasa de respuesta similar a los
controles sanos después de la vacunacion completa (100 % frente a 100 %, p=1, para

anticuerpos; y 100% vs 98%, p = 1, para respuesta celular).

Este resultado fue distinto en el subgrupo de pacientes con IDCV con manifestaciones
autoinmunes/linfoproliferativas. En este grupo, las tasas de respuesta humoral y celular fueron
menores que en controles sanos después de la primera dosis (50% vs 84%, p =0,031, y 60% vs
88%, p =0,052, respectivamente) (Fig. 22 a) y b)). Esta disminucion de la tasa de respuesta
también se observé después de la segunda dosis, tanto a nivel de producciéon anticuerpos (75%
vs 100%, p = 0,006) como a nivel celular (75% vs 98%, p = 0,021). La administracion de la segunda
dosis de vacuna aumento significativamente la tasa de respuesta humoral y celular en pacientes
con enfermedades infecciosas (p = 0,033 y p = 0,033, respectivamente); y aunque también tuvo
un efecto progresivo en la tasa de pacientes con manifestaciones
autoinmunes/linfoproliferativas respondedores, la diferencia con respecto a la respuesta tras la
primera dosis no alcanzd la significacion (p = 0,372 y p = 0,651 para respuestas humoral y celular

respectivamente).
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Fig. 22. Tasa de respuesta inmune en pacientes con IDCV por subtipos tras la vacunacion frente al SARS-CoV-2. a) Tasa
de respuesta humoral especifica frente a S1 en subgrupos clinicos de IDCV; b) Tasa de respuesta celular especifica
frente a S1 en subgrupos clinicos de IDCV. CS: controles sanos; IDCV Inf: IDCV con sélo infecciones; IDCV A/L: IDCV con

autoinmunidad/linfoproliferacion. Ns, no significativo; * = p <0,05; ** =p <0,01.

7.4 Magnitud de la respuesta inmunolégica a la vacunacién
La potencia de las respuestas humorales y celulares fue significativamente menor en los

pacientes con IDCV en comparacién con los controles sanos. La administracion de la segunda
dosis incremento significativamente la magnitud de la respuesta humoral en IDCV (p = 0,002);
sin embargo, estos niveles de anticuerpos fueron considerablemente mas bajos que en controles
sanos, tanto después de la primera dosis (ratio de 1,2 frente a 8,6 respectivamente, p = 0,014)
como después de la segunda dosis (mediana de 8,4 en pacientes frente a 18,3 en controles,
p =0,0001) (Fig. 23 a). De manera similar, la segunda dosis de vacuna aumento la magnitud de
la respuesta celular en IDCV, pasando de una mediana de 27 SFU/10® PBMLC tras la primera dosis
a 113 SFU/10° PBMC tras la segunda dosis (p =0,018). De nuevo, los niveles de células T
especificas fueron mas bajos que en controles sanos, tanto después de la primera dosis (mediana
de 27 vs 136 SFU/10° PBMC respectivamente, p =0,001) como después de la segunda dosis
(mediana de 113 vs 408 SFU/10® PBMC respectivamente, p = 0,010) (Fig. 23 b).
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Fig. 23. Potencia de la respuesta inmune en pacientes con IDCV tras la vacunacion frente al SARS-CoV-2. Ratio=
Cociente de las DO de la muestra vs las del calibrador. a) Anticuerpos anti-S1; b) Linfocitos T anti-S1 productores de
IFN-y. Las lineas punteadas representan el limite de positividad: Ratio 21,1 de DO para anticuerpos anti-S1 y >25
SFU/10% PBMC para los SFU de linfocitos T productores de IFN-y especificas de S1. CS: controles sanos; IDCV:

inmunodeficiencia comun variable. * = p < 0,05; ** = p <0,01; *** =p <0,001.

El andlisis de la potencia de la respuesta a la vacunacion por subgrupos de pacientes con IDCV
mostré un aumento en los niveles de anticuerpos después de la segunda dosis tanto en pacientes
que sdlo tenian infecciones (de 0,5 a 9,3; p =0,125), como en los pacientes con manifestaciones
autoinmunes/linfoproliferativas (de 3,4 a 5,3; p = 0,018) (Fig.24 a). Sin embargo, la respuesta de
anticuerpos en ambos subgrupos de pacientes fue significativamente mas débil que en controles
sanos después de las dos dosis de vacunacidn (16,8 de los controles vs 9,1 de los pacientes con
infecciones y 5,3 de los pacientes con manifestaciones autoinmunes/linfoproliferativas,
p =0,0001 y p=0,0001). Tras la segunda dosis de vacunacidn no habia significancia estadistica
en la magnitud de la respuesta humoral entre el subgrupo de IDCV de pacientes con sélo
enfermedades infecciosas cuando se comparaban con los pacientes con manifestaciones

autoinmunes/linfoproliferativas (9,3 vs 5,3 respectivamente, p = 0,151).

El andlisis de la respuesta celular mostré un aumento de células T especificas después de la
segunda dosis, en pacientes con enfermedades infecciosas (de una mediana de 17 tras primera
dosis a 306 SFU/10° PBMC tras segunda, p=0,125) y en pacientes con enfermedades
autoinmunes/linfoproliferativas (se pasé de una mediana de 32 a 57 SFU/10° PBMC, p = 0,084)
(Fig. 24b). Tras recibir las dos dosis de vacunacidn, la magnitud de la respuesta celular tanto en
el subgrupo de pacientes con enfermedades infecciosas Unicamente como en pacientes con

enfermedades autoinmunes/linfoproliferativas fue significativamente mas débil que en
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controles sanos (p = 0,046 y p = 0,008 respectivamente). La magnitud de la respuesta celular fue
superior tras la segunda dosis de vacunaciéon en pacientes con infecciones vs pacientes con
manifestaciones autoinmunes/linfoproliferativas, aunque las diferencias no alcanzaron la

significacién (306 vs 57 SFU/10° PBMC, respectivamente, p =0,157).
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Fig. 24. Potencia de la respuesta inmune en pacientes con IDCV segun el subgrupo clinico tras la vacunacion frente al
SARS-CoV-2. a) anticuerpos anti-S1 segun los subgrupos de IDCV; b) Linfocitos T anti-S1 productores de IFN-y segun
los subgrupos de IDCV. Las lineas punteadas representan el limite de positividad: Ratio = 1,1 de DO para anticuerpos
anti-S1y > 25 SFU/108 PBMC para los SFU de linfocitos T productores de IFN-y especificas de S1. CS: controles sanos;
IDCV Inf: IDCV con sélo infecciones; IDCV A/L: IDCV con autoinmunidad/linfoproliferacion. Ns: no significativo;

* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001.

7.5 Seguimiento de los pacientes tras vacunacion
Todos los pacientes con IDCV que se estudiaron tras recibir las dos dosis de vacunacion se han

continuado evaluando durante dos afios y medio. Varios han presentado cuadros compatibles
con COVID-19 leve (P1, P4, P9, P11, P13, P15, P16y P17), pero solo han presentado confirmacion
de la infeccién por SARS-CoV-2 mediante test de antigenos o PCR los pacientes P1, P4, P9, P13,
P16 y P17. Los pacientes P11 y P15 desarrollaron un cuadro compatible con COVID-19 pero no
tuvieron confirmacién de la enfermedad. El manejo de estos pacientes consistié principalmente

en aislamiento domiciliario.

P9 (el cual produjo anticuerpos anti-S1 y respuesta celular tras la vacunacién, pero no capacidad
de neutralizacién) experimentd sintomas relacionados con la COVID-19 seis dias después de una
posible exposiciény 68 dias después de completar el esquema de vacunacién. El cuadro consistio

en mialgias intensas y debilidad, sin fiebre ni disnea. Fue evaluado en urgencias, presentando un
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95% de saturacion basal de oxigeno con frecuencia respiratoria y cardiaca adecuadas. La RT-PCR
fue positiva para SARS-CoV-2 en una muestra de mucosa nasal obtenida mediante un hisopo y
se recomendo diez dias de cuarentena en casa, sin tratamiento. Los sintomas duraron cinco dias
e incluyeron tos, ageusia y anosmia. A pesar de sus antecedentes de obesidad, tabaquismo e

hipertrigliceridemia, el cuadro no se complicé y la COVID-19 no produjo secuelas.

P7 también padecié COVID-19 después de la vacunacidn, pero su curso clinico fue diferente. Esta
paciente hasta la fecha habia presentado infecciones de repeticién, sobre todo de tejidos
blandos, y hepato-esplenomegalia (longitud maxima del didmetro esplénico de 16,5 cm). En el
estudio vacunal fue la Unica paciente que no desarrollé ningln tipo de respuesta, humoral o
celular, tras completar las dos dosis de vacunacién. Cinco meses después de la segunda dosis de
vacunacion comenzd un cuadro de tos seca, odinofagia, congestién nasal, artromialgias, disnea
de esfuerzo, dolor toracico y fiebre (maximo de 38,92C). En la radiografia se detecté una
neumonia inicialmente unilateral derecha con patrén en vidrio deslustrado que pasaria a ser
bilateral a los cinco dias. La PCR confirmd que el agente patdgeno era el SARS-CoV-2. Ingresd en
planta, donde recibid ventilacidon de soporte, corticoterapia y profilaxis antibiética. Se dio de alta

tras 22 dias de ingreso sin secuelas posteriores.

El resto de pacientes no presentd ningln test con positividad frente a SARS-CoV-2 ni clinica

infecciosa compatible.

P20 presentd en 2022 un incremento de su esplenomegalia (llegd a presentar un bazo de 25cm
de didmetro). Debido a esto, recibié una dosis de rituximab y ciclos ocasionales de corticoides
(los cuales se interrumpieron, respectivamente, a los ocho y cuatro meses de este estudio) para
terminar sometiéndose a una reseccién esplénica, posterior a la realizacion de todos los estudios
recogidos en el presente trabajo. Por ultimo, P15 padecid un adenocarcinoma pulmonar a inicios

de 2022 que requirié de cirugia y quimioterapia.

7.6 Respuesta humoral y celular de los pacientes con IDCV tras la

vacunacion de recuerdo
La “Estrategia de vigilancia y control frente a COVID-19 tras la fase aguda de la pandemia” del

Ministerio de Sanidad(204) propuso que las poblaciones vulnerables, entre las que se
encontraban los pacientes con inmunodeficiencias, debian seguir una pauta vacunal concreta.
Durante el otofio de 2021, los pacientes con IDCV recibieron su tercera dosis de la vacuna.
Durante la primavera de 2022 (aproximadamente siete meses después), dicha estrategia planted

afiadir una cuarta dosis vacunal. Para analizar qué respuesta mantenian estos pacientes tras
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haber recibido tres dosis de la vacuna y antes de recibir la cuarta, se analizaron sus anticuerpos
de forma semicuantitativa segln se recoge en el apartado 6.4. Esta determinacidn fue realizada
entre uno y ocho dias antes de la cuarta dosis de vacunacion. La determinacion serolégica mostro
que todos los pacientes habian desarrollado anticuerpos anti-S del SARS-CoV-2 tras haber

recibido tres dosis de la vacuna.

La determinacién de fluorospot se repitié aproximadamente diez meses después de la 42 dosis
en 20 pacientes reclutados en esta ocasion con el objetivo de valorar la respuesta celular en este
momento. Todos los pacientes mostraron una respuesta celular adecuada frente al SARS-CoV-2
con la excepcién de P7. Ademas, pudimos encontrar que la respuesta celular media en la cohorte
IDCV fue menor que en controles sanos, si bien, esto no resultd estadisticamente significativo

(datos no mostrados).

7.7 Caracterizacion del fenotipo y funcion de linfocitos B

7.7.1 Fenotipo linfocitario
La citometria de flujo detectd cambios significativos tanto entre pacientes y controles como

entre las citometrias precultivo y postcultivo. Se detectaron cambios significativos en los
compartimentos T CD8+ de memoria, los compartimentos TH, los compartimentos TFH, los
compartimentos B de memoria y en los porcentajes de plasmablastos. Ademas, dados los
cambios significativos en el compartimento B de memoria, se analizd la expresién de CD20 y
CD38 en la poblacién IgD-CD27-. La figura 25 representa la identificacion de estos

compartimentos celulares en la citometria de flujo.
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Fig. 25. Esquema de las poblaciones de interés. a) Compartimentos de memoria de los LT CD8+; b) Compartimentos
TH de los LT CD4+; C) Compartimentos TFH de los linfocitos T CD4+; d) Compartimentos de memoria de los LB; e)
Proporcidn de plasmablastos de los LB; f) Compartimentos de los LB IgD-CD27-. Exh: Exhaustas; MC: Memoria Central;
ME: Memoria Efectora; SC: Switch Class o Cambio de Clase; TEMRA: células T terminalmente diferenciadas con

expresion de CD45RA+; ZM: Zona Marginal.

7.7.1.1 Poblaciones celulares T
A nivel precultivo se compararon las poblaciones T de los controles sanos frente a la de los

pacientes. Se hallé que los compartimentos de los linfocitos T CD8+ de memoria presentaban
una distribucién similar con la excepcion del compartimento de memoria central, que estaba

ligeramente disminuido en los pacientes (35,8% vs 26,4%, p<0,031).

Después del cultivo y con respecto a lo observado en el precultivo, los controles sanos mostraron
una expansion de todas las lineas estudiadas. Los cambios significativos en la distribucién fueron
un aumento del porcentaje de compartimentos CD8+ naive (CD45RA+CCR7+; 6,6% vs 18%,
p<0,001) y de memoria efectora (CD45RA-CCR7-; 28% vs 43%, p<0,001) a costa de la disminucion
proporcional de los compartimentos memoria central (CD45RA+CCR7-, 35,8% vs 20,3%,

p<0,001) y TEMRA (CD45RA+CCR7-; 29,6% vs 19,7%, p<0,002).

En los pacientes se observé una expansion de los grupos celulares mencionados de forma similar

a la de los controles sanos, pero tras el cultivo, en los pacientes se detecté mucha mayor tasa de
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muerte celular. El Unico cambio significativo fue la disminucién de T CD8+ de memoria central
(26,4% en el precultivo vs 13,3% en el postcultivo, p<0,02) a costa de una elevacion de CD8+

naive que no llega a ser significativa.

En el postcultivo, con respecto a controles sanos, los pacientes presentaban un menor
porcentaje de los compartimentos CD8+ memoria central (20,3% vs 13,3%, p<0,005) y memoria
efectora (43% vs 30%, p<0,003) con un mayor porcentaje de TEMRA (19,7% vs 35,7%, p<0,002)
(Fig. 26).
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Fig. 26. Poblacion CD8+. Se comparan valores correspondientes a las proporciones de subgrupos celulares dentro de
la poblacién global de LT CD8+, expresados por el valor de su mediana. MC: Memoria central; ME: Memoria efectora.

TEMRA: células T terminalmente diferenciadas con expresion de CD45RA. * = p < 0,05; ** = p <0,01; ***=p<0,001

Respecto a los linfocitos T CD4, en el precultivo no existian diferencias significativas en los

compartimentos TH entre controles sanos y pacientes.
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En los controles sanos, cuando se compara el precultivo con el postcultivo, se detecta un

incremento del compartimento TH2 (CCR6-CXCR3-; 33,2 vs 64,1%, p<0,001) con un descenso del

compartimento TH1 (CCR6-CXCR3+; 32,4% vs 23,9%; p<0,036) y del compartimento TH17

(CCR6+CXCR3-; 29,2% vs 6,7%; p<0,

001).

En los pacientes se pudo apreciar un comportamiento similar, con un incremento significativo

del compartimento TH2 (30,4% vs 58,3%, p<0,001) acompafnado de un descenso de TH17 (26%

vs 3,9%, p<0,001) pero con ausencia de cambios en el compartimento TH1 (27,1% vs 27,6%, ns).

A nivel postcultivo tampoco se apreciaron diferencias en dichos compartimentos entre controles

sanos y pacientes (Fig. 27).

La distribucién de los linfocitos cTFH (CD4+CXCR5+) mostré el mismo comportamiento que la de

los TH (datos no mostrados).
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Fig. 27. Compartimentos TH. ***=p<0,001
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La poblacion de linfocitos NK no cambid significativamente con la estimulacién, ni en los

controles ni en los pacientes.

7.7.1.2 Poblaciones celulares B
Con respecto a la poblacion B, a nivel precultivo los pacientes presentaban una disminucion

significativa de LB zona marginal (IgD+CD27+; 10% vs 3,2%; p<0,001) y un aumento de LB naive
con respecto a los controles sanos (IgD+CD27-; 72,8% vs 87,3%, p<0,001).

Una vez realizado el cultivo, las poblaciones B se expandieron tanto en controles como en
pacientes. En los controles hubo una disminucidn del porcentaje de LB naive (72,8% vs 18,6%,
p<0,001) con un incremento de los porcentajes de LB cambio de clase (12% vs 45,8%, p<0,001)

y del compartimento IgD-CD27- (5,2% vs 26,3%).

En el caso de los pacientes, tras el cultivo los LB naive también disminuyeron (87,3% vs 23,9%,
p<0,001) e incrementaron los LB cambio de clase (7% vs 16%, p<0,001) y el compartimento IgD-

CD27- (2,5% vs 58,4%, p<0,001).

Adicionalmente, al comparar las poblaciones de LB entre controles y pacientes tras el cultivo, se
observé una disminucién significativa del compartimento LB zona marginal con respecto a los
controles sanos (IgD+CD27+; 9,3% vs 1,7%, p<0,001) y del compartimento cambio de clase
(45,8% vs 16%, p<0,001), asi como un aumento del compartimento IgD-CD27- (26,3% vs 58,4%;
p<0,001) (Fig. 28).
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Fig. 28. Compartimentos B de memoria. ZM: Zona Marginal; SC: Cambio de clase. ***=p<0,001

Sin embargo, en los pacientes se encontraron dos situaciones:

e En un grupo mayoritario (17 pacientes) que denominaremos G1, con respecto a los
resultados precultivo, la proporcién de B naive disminuyé de manera proporcional al
aumento de IgD-CD27-. Los compartimentos de zona marginal y cambio de clase eran
similares. Presentaba, por lo tanto, diferencias significativas con las poblaciones
postcultivo de los controles sanos a nivel de zona marginal (disminuido en los pacientes,
p<0,001), cambio de clase (disminuido en los pacientes, p<0,001) y de IgD-CD27-
(aumentado en los pacientes, p<0,001). No se observan en este grupo plasmablastos.

e En un grupo minoritario (3 pacientes), que denominaremos G2 la distribucién de
Linfocitos B fue similar a la distribucidon de controles sanos, sin diferencias significativas

con este grupo.

Los plasmablastos (CD27+CD38++) tanto en los controles como en el grupo minoritario de

pacientes aumentaron tras el cultivo de manera andloga a lo referido en la literatura. Sin
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embargo, se pudo apreciar cdmo en los pacientes del grupo mayoritario no habia diferencias en
la generacién de plasmablastos con respecto a la citometria precultivo, siendo, por lo tanto,
significativamente menor que la de los controles sanos (20,8% vs 2,1%, p<0,001) y del grupo

minoritario (Fig. 29).

Plasmablastos

*k*
*k%k

ns

%de células/total de CD19+

Fig. 29. Analisis citométrico de los plasmablastos. ns: no significativo; *** = p < 0,001.

En resumen, tras el cultivo se modificaron varios compartimentos celulares y, atendiendo al perfil
de los linfocitos B de memoria y generacion de plasmablastos, se pudo clasificar a los pacientes

dentro de dos grupos (Fig. 30).
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Fig. 30. Ejemplo representativo de las poblaciones celulares relevantes en cada grupo descrito. a) Compartimentos de
memoria de los LT CD8+; b) Compartimentos TH; c) Compartimentos cTFH; d) Compartimentos de memoria de los LB;
e) Identificacidén de los plasmablastos; f) Expresién de CD20 y CD38 en la poblacién B IgD-CD27-. C: Control; G1:

Paciente del grupo 1; G2: Paciente del grupo 2; Pre: precultivo; Post: Postcultivo.

Ademas de los resultados del compartimento B de memoria, se exploré mas a fondo el
compartimento 1gD-CD27-. En el momento precultivo, tanto en controles como en todos los
pacientes, mostraron un fenotipo predominante CD20+CD38-, pero en el momento postcultivo

el fenotipo predominante fue CD20+CD38+ (Fig. 31).
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Fig. 31. Analisis citométrico de la poblacién CD19+IgD-CD27-. CS: Control sano; *** = p < 0,001.

7.7.1.3 Fenotipo tras seis dias de cultivo
P1, P12 y P21 fueron reclutados nuevamente en 3-4 semanas después para comprobar si los

resultados obtenidos eran consistentes. Ademas, se analizaron pocillos aleatorios el dia seis de
cultivo. Los resultados al final del cultivo fueron similares a su determinacién anterior, pero al
sexto dia todos tenian Linfocitos B IgD-CD27+ y plasmablastos en proporcion similar al
compararlos con un control sano (los plasmablastos llegaron a alcanzar el 34% del

compartimento B a dia seis para ser en todos los casos menores del 5% a los diez dias) (Fig. 32).
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Fig. 32. Evolucidn de las poblaciones de LB. a) Visualizacion de los compartimentos de memoria en un paciente del
grupo mayoritario (G1); b) Identificacién de plasmablastos en un paciente (G1); c) Comparacion de la poblacidn

IgD+CD27- a los 6 dias de cultivo en un paciente (G1), en ese mismo cultivo a los 10 dias, en el cultivo previo a los 10
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dias y en los controles sanos; d) Comparacion de la poblacién IgD+CD27+ a los 6 dias de cultivo en un paciente (G1),
en ese mismo cultivo a los 10 dias, en el cultivo previo a los 10 dias y en los controles sanos; e) Comparacion de la
poblacién IgD-CD27+ a los 6 dias de cultivo en un paciente (G1), en ese mismo cultivo a los 10 dias, en el cultivo previo
a los 10 dias y en los controles sanos; f) Comparacion de la poblacidn IgD-CD27- a los 6 dias de cultivo en un paciente
(G1), en ese mismo cultivo a los 10 dias, en el cultivo previo a los 10 dias y en los controles sanos; g) Comparacion de
la poblacion de plasmablastos a los 6 dias de cultivo en un paciente (G1), en ese mismo cultivo a los 10 dias, en el

cultivo previo a los 10 dias y en los controles sanos.

7.7.2 Produccidn de anticuerpos en el cultivo de estimulacion
Al finalizar los diez dias de cultivo de las PBMCs estimuladas se separaron los Linfocitos B para

evaluar su capacidad de produccidon de anticuerpos especificos de RBD de SARS-CoV-2 por la
técnica de Elispot B descrita en el apartado 6.9. Seis de los catorce controles sanos analizados
dieron resultados positivos (superaron el punto de corte propuesto por el test comercial) y ocho

quedaron por debajo. Ninguno de los pacientes superd el punto de corte (>35,2 BAU/ml).

Se compard también entre controles y pacientes la produccion de IgG total que se analiza en el
test Elispot B. Ningun paciente consiguio alcanzar el punto de corte de produccién de IgG total,
mientras que todos los controles sanos lo superaron con creces. Entre los pacientes se observd

que P9 y P14 mostraron mas de 50 SFUs/10%LB, mientras que el resto no alcanzaban 20 SFUs

(Fig. 33).
a ) b)
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Fig. 33. Andlisis del Elispot B postcultivo. a) Spots especificos frente a RBD; b) Spots productores de I1gG. CS: Control

sano; *** = p<0,001.

También se analizo la presencia de anticuerpos especificos frente a SARS-CoV-2 secretados en el
sobrenadante al final de los cultivos. En los cultivos no estimulados, la I1gG especifica frente a S1

fue indetectable en controles y pacientes. En todos los controles sanos estimulados se detectd
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IgG especifica frente a S1, y en el cultivo de pacientes estimulados se encontré en once, dos
pacientes tuvieron resultados dudosos y siete pacientes tuvieron IgG anti-S1 indetectable (Fig.

34).

Anticuerpos especificos frente a S1 en sobrenadante

1500

- Paciente no estimulado

:

500 mm Y ®m  Paciente estimulado
= 300 Control no estimulado
5 o v Control estimulado
5 200 v

Fig. 34. Andlisis de los anticuerpos anti-SARS-CoV-2 en el sobrenadante de los veinte pacientes estudiados y 3

controles.

Se observé mayor produccién de IgG especifica en controles que en pacientes, aunque esa

diferencia no alcanzd la significacidn estadistica.

7.7.3 Analisis transcriptémico
Transcurridos los diez dias de cultivo, parte de los Linfocitos B separados se destinaron al andlisis

de su transcriptoma de los cinco pacientes a los que se realizé esta prueba (ver apartado 7.1.1).
Para saber si las muestras de los pacientes eran homogéneas entre si, se realizaron los andlisis
de correspondencia o de componentes principales mostrados en la Fig. 37 teniendo en cuenta
los valores normalizados de todos los transcritos. En la figura 35 a) se puede observar cémo cinco
de las seis muestras de pacientes se encuentran en el cuadrante inferior izquierdo, apareciendo
la muestra de P15 mas desviada del grupo de pacientes. P15 era un paciente con patologia
infecciosa que a mediados de 2022 desarrollé un proceso oncolégico por el que se sometid a
cirugia y quimioterapia. Dada la situacidn clinica de P15 y la disparidad entre su transcriptoma y
el de los demas pacientes, se repitid el analisis de componentes principales prescindiendo de
P15 (Fig. 35b), en el que se puede observar cdmo todos los pacientes se aproximan entre siy lo

mismo sucede en los controles. Ademas, las dos muestras de P21, procedentes de cultivos
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realizados en dos momentos diferentes, se encuentran cercanas, lo que puede considerarse

como prueba de control interno de calidad del andlisis.

a) b)
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Fig. 35. Analisis de correspondencia. a) Analisis incluyendo a P15; b) Andlisis excluyendo a P15.

Al comparar los FoldChange de todos los transcritos junto con el valor p corregido por el False
Discovery Rate (FDR), se pudieron detectar aquellos genes con una expresién mas diferenciada
entre controles y pacientes. Un total de 5134 genes presentaron una expresion diferenciada
entre pacientes y controles, siendo determinada esa expresion diferenciada cuando superaba un
FoldChange superior a 1,2. Ademds, 756 genes presentaban un valor p<0,05, que tras ser
ajustados por FDR fueron 53. Se puede observar la distribucién de la expresidon génica

diferenciada en las Fig. 36 y 37.

En controles las moléculas con expresion mas aumentada estaban asociadas a la produccién de
anticuerpos (IGHA1, el gen de la cadena pesada de IgA; IGHG1, el gen de la cadena pesada IgG1;
JCHAIN, gen de la cadena de unién de IgA e IgM multiméricas; o IGHV3-7, gen de la region
variable de la cadena pesada de las inmunoglobulinas), asi como moléculas de adhesién
(CLDN14, gen de la claudina 14; FNDC3B, gen del dominio tipo Il de la fibronectina; o CADM1,
gen de la molécula de adhesién celular 1) y proinflamatorias (NLRP7, o dominio de pirina de la
familia NLR 7 o CCL19). En los pacientes se expresaron mdas moléculas asociadas al
procesamiento del ARN (MACROD2 o Mono-ADP Ribosilhidrolasa 2; ZBED2, o proteina que

contiene el dominio BED con dedos de zinc 2; y ZNF35 o proteina dedo de zinc 35) e inhibitorias
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de la respuesta inmunitaria (LILRB2 o receptor B2 similar a la inmunoglobulina de leucocitos;

GAS7 o proteina de arresto especifica 7; o SPHK1 o esfingosin quinasa 1).
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Fig 36. Volcano plot con la distribucidon de los genes diferencialmente expresados en controles (log2FoldChange

positivo) vs los genes diferencialmente expresados en pacientes (log2FoldChange negativo). En rojo y verde (segun

estén mas expresados en pacientes o controles, respectivamente) los genes con un -log10(q) superior a 0,5.

116



MACROD2
GNG8
LILRB2
GAST
MYO1B
50X5
ZBED2
SHISAZ
LINCO02156
SPHKA1
CREBS
ZNF35
HOXBE
SNX9
MCAT
RFX2
ccpc1a
DIRAS1
TNFRSF&
PCDH9
RBFA
RENBP
HLX

AlF1
IG5F3
XBP1
ccL19
GATM
SCIN
ANKRD3ISBP2
MGST1
CFAP54
IL5RA
cADM1
IGHV3-T
LINCO1781
SNORD13
NLRFT
SAMDA2
RASSFE
CDKNIC
JCHAIN
FNDC3B
CLDN14
IGHGP
TEX9
IGHG1

Genes

IGHA1

C1 C2 C3 C4 P8 P12P13P2H 4 -2 0 2 4

Fig 37. Heatmap con los transcritos con mayor expresion diferenciada entre controles y pacientes. P8, P12, P13 y P21
corresponden al grupo mayoritario de sujetos (G1) con IDCV de acuerdo al fenotipo identificado por citometria de

flujo.

Adicionalmente, con la informacién disponible en la literatura, se buscd la expresion diferencial
de aquellos genes descritos como patogénicos en la IDCV. Se puede observar como en este
ensayo hay algunos de esos genes que presentan una expresion reducida en los pacientes con
IDCV, mientras que en otros la expresidon estd aumentada o sin cambios significativos. Algunos

de estos estan recogidos en la Tabla 5.

117



Tabla 5. Genes con expresién diferenciada en la cohorte corte de estudio respecto a los

controles y relevantes en para la fisiopatologia de la IDCV segun la literatura (55,57,205—

209).

Genes con expresion aumentada en
pacientes cuando se comparan con

controles sanos

AICDA, AKT1-S1, CCR7, CHD7, CTLA4, FASN,
FOXO1, IFNGR1, KCNN4, LIG1, NCF2, PAX5,
PIK3CD, STAT3, UNC13D.

Genes con expresién similar en pacientes

cuando se comparan con controles sanos

ADAM, ATM, BCL2L1, CCR3, CCR4, CD40LG,
CD81, CFHR5, DOCKS, DSG1, EPG5, FBN1,

ICAMZ1, IKBKG, IKZF1, IL1A, IRF2BP2, LRBA,
LRRC8A, APK8, MASP2, MEFV, NBPF15,
NFKB1, NFKB1, NFKB2, NLRP12, NLRP3,
PI3KR1, PLCG1, PLCG2, PTPRC, RAG1, RAG2
RPS6KB2, SF3B1, STAT1, TCF3, TLR1,
TNFRSF13B, TNSFR13B, TRAF3IP2, TUBB1,
TYK2, ZBTB24.

Genes con expresion reducida en pacientes | ADA2, DNMT3B, FOX03, LAX1, MX1, PIK3CD-

AS1, PRKCD.

cuando se comparan con controles sanos

Segun el andlisis realizado en el programa Ingenuity Pathway Analysis (IPA), la expresidn
diferenciada de estos genes afectaba a varios procesos moleculares, destacando una mayor
expresion en los pacientes de genes implicados en el metabolismo del ARN, la biosintesis de
ribonucledtidos pirimidinicos de novo, el metabolismo proteico y la localizacidon de las proteinas,
mientras que se encontraban disminuidos aquellos implicados en la regulacién de la biosintesis
(destacando la de colesterol), la sefalizacion del sistema inmunitario (destacando la de IL4 e
IL13), la concentracion de moléculas en el reticulo endoplasmico y diversos mecanismos

inmunolégicos como la sefalizacion del linfocito B o la degranulacion (Fig. 38).
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Fig. 38. Rutas moleculares afectadas por la expresidn diferenciada entre controles y pacientes. A mayor intensidad

de naranja o “positive value”, mayor expresion en controles. A mayor intensidad de azul o “negative value”, mayor

expresion en pacientes.

La disparidad observada en las rutas afectadas implica que en los pacientes existe una menor

transcripcion de las moléculas necesarias para realizar una adecuada respuesta inmunitaria y de

moléculas implicadas en el ciclo celular. Sin embargo, las moléculas que presentan mayor

transcripcidn en los pacientes son las involucradas en mayor actividad transcripcional, por lo que

podria implicar un estado de activacidn y de intento de produccién de proteinas.
Las rutas mas afectadas a nivel funcional segun el programa IPA (Fig. 39) son:
1.-Muerte celular de células inmunitarias

2.-Citotoxicidad de las células inmunitarias

3.-Muerte celular leucocitaria

4.-Apoptosis leucocitaria
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supervivencia,
lesiones

organicas

leucocitos

Categoria Ruta afectada Valor P Activacion (z-score) | Moléculas
implicadas

Muerte celulary | Muerte celular 2,82E-02 0,355 30

supervivencia, de células

lesiones inmunitarias

orgdnicas

Muerte celulary | Citotoxicidad de | 3,3E-02 0,342 9

supervivencia, linajes

compromiso leucocitarios

celular

Muerte celulary | Muerte celular 3,43E-02 0,615 29

supervivencia, leucocitaria

lesiones

orgdnicas

Muerte celulary | Apoptosis de 3,69E-02 0,297 26

Fig. 39. Principales rutas funcionales afectadas por la expresién diferenciada entre pacientes y controles segun el

andlisis de la plataforma Ingenuity. Adaptacion.

El “Upstream analysis” (ver apartado 6.10) detectd que las moléculas con mayor implicacion

reguladora en la expresion de otras rutas son STAT3, SYK y MS4A1 (nombre alternativo de CD20).

Esta deduccion se explica por la expresion diferenciada recogida en la Fig. 40.
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Fig. 40. Deduccién de las moléculas reguladoras. a) Estimacion que implica a SYK; b) Estimacidn que implica a STAT3;
c) Estimacidn que implica a MS4A1. En verde se representaran las moléculas con mayor expresidon en pacientes. En
rojo las moléculas con mayor expresion en controles. En naranja las moléculas con predicciéon por parte del programa
de activacién. En azul las moléculas con prediccidn por parte del programa de inhibicion. Sila linea es continua significa

accion directa. Si la linea es discontinua, significa accién indirecta.

Las rutas que se reflejan como afectadas indican diferencias a varios niveles. Las dos rutas con
mayor numero de genes diferencialmente expresados involucran por un lado a SYK y CD79 (Fig.
41 a) y b)). Los pacientes presentan un aumento de la sefializacién generada por el complejo
CD79-SYK (asociado a la sefializacién del BCR), el cual no se traduce en aumento de la produccion

de inmunoglobulinas, componente principal del propio BCR.

La tercera y cuarta rutas con mayor niumero de genes afectados implican a moléculas relevantes
para el ciclo celular y supresién de tumores (Fig. 41 c) y d)). La quinta ruta involucra a moléculas
relacionadas con la respuesta inflamatoria, tales como interleukinas y moléculas de adhesion
(Fig. 41 e)). Ademas, existe también un cambio en la expresidén de genes controladores del ciclo
celular, tanto inhibidores de la apoptosis como BCL6, promotores de la diferenciacién como
PAX5, genes supresores de tumores como TP53 o protooncogenes como DEK o REL. También se
observa disminucién de la expresién de moléculas involucradas en las rutas de sefializacion de
citoquinas, como IL15, IL18 o CXCLS; la expresion de TNFRSF21, lo que conlleva un aumento de
las moléculas inhibitorias de la respuesta celular como CTLA4 o IL10 (Fig. 43 f)); o en la

sefializaciéon de los interferones (Fig. 41 g) y h)).
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discontinua, significa accidn indirecta.
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7.7.4 Analisis de la produccion de citoquinas postcultivo
El andlisis de citoquinas se realizé con el sobrenadante del cultivo segun esta indicado en el punto

6.11.

Los resultados de los 20 pacientes incluidos en la evaluacién exvivo y de cuatro controles sanos

se representan en la Tabla 6.

Tabla 6. Concentracidn de citoquinas en el sobrenadante de controles y pacientes.

Controles (pg/dL) Pacientes (pg/dL) Valor P
APRIL 159,1 71,9 *
BAFF 64,4 32,4 ns
BTLA 1,33 29 *E
IFNa 7879,5 1173 *
IFNy 8440 7360 ns
IL1a 6 8,5 ns
IL2 2,4 1,9 ns
IL4 115,5 81,2 ns
IL6 17,5 11 ns
IL10 0,8 1,15 ns
IL12 2,4 1,9 ns
IL17a 10,8 7,1 ns
IL21 129,5 74 ns
TNFa 3133 3064,5 ns
TRAIL 2,1 6,3 ns
VEGF-A 1821 584 ns

*=p<0,05; **=p<0,01

Se encontraron diferencias significativas entre controles y pacientes en la produccién de APRIL,
IFNa. (mayor produccion en controles) y BTLA (mayor produccidén en pacientes). Respecto a las
interleucinas, se observa un predominio tanto en controles como en pacientes de IL4 e IL21, lo
cual es concordante con el hallazgo descrito en el apartado 7.7.1.1 en el que se observa un
predominio de TH2. Es también destacable la gran produccién de interferones y de TNFaq, lo cual
es propio de un cultivo en el que se emplea agonistas de TLR7 y 8 y en el que se esta estimulando

a los linfocitos.
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7.8 Resultados en la paciente con déficit de CD8a
Con respecto a la paciente afectada con déficit de CD8a, no presentd sintomas compatibles con

COVID-19 durante 2020. Sin embargo, en diciembre de 2021, antes de recibir la 32 dosis de la
vacuna SARS-CoV-2, presentd mialgias, artralgias, odinofagia, disfonia, fiebre (maxima de 38,92C)
y tos. Una prueba de antigenos inicial fue negativa, pero tres dias después del inicio de los
sintomas la paciente desarrollé disnea y la prueba de PCR resultd positiva para infeccién por
SARS-CoV-2. Durante los siguientes 11 dias la paciente tuvo lo que se puede considerar un curso
leve de la infeccidn. La paciente se recuperd completamente dos semanas después del inicio de
los sintomas. En estas circunstancias, se recogié una muestra de sangre 15 dias después de la
resolucion de la enfermedad, a su vez anterior a la tercera dosis de vacunacién, con la que se

realizaron los estudios pertinentes.

Tras la vacunacion y la posterior infeccién por SARS-CoV-2, la paciente mostré produccion de
anticuerpos IgG especificos del SARS-CoV-2 contra las proteinas virales S1y N, con alta capacidad
de neutralizacion (Fig. 42). Ademas, cuando se realizo el test fluorospot se observaba una

adecuada respuesta celular frente a S1, Ny M (Fig. 43).
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Fig. 42. Magnitud de la respuesta inmune adaptativa especifica frente a SARS-CoV-2 de la paciente con déficit de CD8a
y de los controles después de la vacunacién e infeccidn por el SARS-CoV-2. A) Anticuerpos IgG frente a anti-S1y N; B)
Capacidad de neutralizacion frente a variantes del SARS-CoV-2: cepa Wuhan-1, variante Omicron BA1, variante
Omicron BA2; C) Células T anti-S1, N y M productoras de IFN-y. Los datos se representan como unidades formadoras

de spots (sfu) por millén de PBMC.

El marcaje intracitoplasmatico de PBMC tras la exposicidn al antigeno SARS-CoV-2 muestra una
produccién de IFN-y se distribuida en CD3-CD56+ (25,75%), CD3+CD4+ (63,52%) y CD3+CD4-

(8,48%) (Fig. 25). Esta distribucidn es similar a observada en controles sanos. Trascurridos nueve
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meses, la paciente mantenia positivos tanto los anticuerpos anti-S1 y N anti-SARS-CoV-2

(incluyendo la capacidad neutralizante) como la respuesta celular (datos no mostrados).
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Fig. 43. Analisis de la produccion de IFN-y por linfocitos.

295% 8.5% PO
- - . et ey
D3 D56
63.5%
f 4
<
9
3
91%
28% 8.5% e I R
L L AT - 1 v
D3 D56

126



127



8.- Discusion

La cohorte de pacientes con IDCV muestra un perfil tanto clinico como analitico muy variable.
Clinicamente, en los pacientes analizados para este trabajo se observan perfiles vy
manifestaciones (esplenomegalia, autoinmunidad, linfoproliferacién) que se corresponden con
las descritas en la literatura (25,73). Esta cohorte se asemeja asi a otras cohortes de pacientes
con IDCV, como la presentada por Ho (70) (nuestra cohorte vs Ho= pacientes con sélo
infecciones: 31,8% vs 26%; manifestaciones autoinmunes: 31,8% vs 33,2%; esplenomegalia 36%
vs 29% o linfomas 9% vs 7%) o la presentada por Chapel (210) (nuestra cohorte vs Chapel:
pacientes con solo infecciones: 31,8% vs 31,9%; esplenomegalia 36% vs 30% o linfomas 9% vs
3%). En el momento del estudio, los pacientes se encontraban en su situacidn basal ya que
ninguno mostraba infecciones relevantes y sélo uno contaban con algun tipo de tratamiento
inmunosupresor para controlar manifestaciones asociadas con desregulaciéon. En estas
circunstancias, la posibilidad de que los resultados se vean interferidos por la presencia de
agentes patégenos o de tratamientos inmunomoduladores es baja. En veinte de los veintidds
pacientes recibian tratamiento sustitutivo con inmunoglobulinas. La posibilidad de que el
tratamiento con inmunoglobulinas pudiese alterar la medicién de la respuesta inmunitaria hacia
necesario encontrar el punto de menor influencia del tratamiento para llevar a cabo el estudio,
sin perjudicar con ello la situacién del paciente. Por ello, la deteccidon de respuesta humoral
frente a la vacunacién con SARS-CoV-2 se llevé a cabo en el punto valle de este tratamiento (Fig.
13), cuando la cantidad de inmunoglobulinas exdégenas circulantes es la menor posible. Ademas,
se excluyd exposicidon previa al virus en los pacientes ya que ninguno presentd sintomas ni
serologias frente a SARS-CoV-2 positivas. Estos factores permitieron asegurar que la respuesta

detectada se debid exclusivamente a la vacunacion.

En cuanto a la secuenciacién para identificar defectos genéticos en estos pacientes, el porcentaje
de sujetos con variantes asociadas previamente a IDCV fue de un 18%, semejante a lo referido

en la literatura, un 22,72% (58).

El perfil genético de cada paciente podria ser relevante para saber tanto la patogenia de la
enfermedad como el prondstico asociado. Entre los resultados obtenidos del estudio genético
existen multiples variantes que pudieran tener relacién con la IDVC y con el perfil clinico de cada

paciente:

e P1: Este paciente presenta variantes en AICDA y DLREC, las cuales intervienen en la
generacion de inmunoglobulinas. Ademas, se le suman las variantes en ATM, GATA2,

RTEL1 y TCFE, las cuales estan involucradas en el ciclo celular (y, por tanto, en el
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desarrollo del linfocito B), y en MAP3K14, IL17RC y TLR3, las cuales tienen relacién con
la funcidn de NF-kappa, punto decisivo en la produccion de citoquinas y otros productos
relacionados con la respuesta inmunitaria. DOCK8 puede estar implicado en la activacion
de la célula. C3, ITGB2, RLTPR, NCF1 y AP3B1 no presentan una asociacién etiopatogénica
ligada a la IDCV, ademas de que en la IDCV no se han descrito fallos en las vias en las que
estan involucradas (complemento, adhesién, fagocitosis, etc.)

P2: las variantes en FERMT3 y RBCK1 pueden estar asociadas a alteraciones en el ciclo
celular, desde la sefalizacién de TNF a la apoptosis. CR2 esta asociado a lupus, pero la
paciente no lo ha presentado. C3 y PRF1 no parecen guardar mucha relacidn con el perfil
clinico de la paciente.

P3 no presentaba variantes de significado incierto.

P4: LRBA es un gen asociado a la IDCV. Sin embargo, la paciente lo presenta en
heterocigosis. NLRP12 y NOD2 se han asociado a patologias autoinmunes, pero la
paciente no presenta ese perfil clinico.

P5: TICAM1 también interfiere en el funcionamiento de NF-kappa gracias a su papel de
inductor de sefiales innatas.

P6: DNMT3y RAG2 intervienen en el procesamiento del ADN y las sefiales que producen.
ISG5 estd involucrada en la sefializacion del interferén, pudiendo estar asociada esta
variante a la estimulacién de la célula.

P7: PMS2 y PIK3CD tienen relacién con la reparacién y proliferacién celular, pudiendo
tener asociacién con la esplenomegalia. TAPBP interviene en la sefializacién del HLA |,
por lo que podria entrafiar un fallo en la activacién de la célula. STX11 y STIM1 se asocian
con el procesamiento de las vesiculas y el metabolismo del calcio, no asociados
actualmente a la IDCV. NCF2 tiene un papel similar a NCF1.

P8: AIRE se asocia a patologias autoinmunes, algo que la paciente no presenta.

P9 no ha sido estudiada.

P10: BLNK y TRNT1 intervienen en el desarrollo del linfocito B, mientras que FADD lo
hace en la apoptosis. Ademas, puede haber defectos en la seializacion al estar afectados
CITA y TAPBP1. PIK3CD y STIM1 ya han sido comentados.

P11: IRF7 interviene en la sefializacién de los interferones, por lo que podria involucrar
un fallo de activacion. SMARCAL1 se asocia a defectos en transcripcion de genes,
pudiendo ser otro foco de problemas. ATM y FADD ya han sido comentados.

P12: RTEL1 podria estan involucrado en el ciclo celular, con posible influencia en el

desarrollo del linfocito B.
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P13: en esta ocasidén, NLRP12 si que puede tener algo de relacién con la clinica, ya que
la paciente presentaba autoinmunidad. No parece presentar problemas de expresion de
CD19, por lo que la variante seria considerada no patoldgica. TCN2 y CTSC se han descrito
en otras patologias no coincidentes con IDCV. La posibilidad de que la variante en el gen
PIK3R1 fuese patogénica es una opcion, pero en este caso se hablaria de un sindrome
de PI3K-delta activada o APDS. Sin embargo, la paciente no presenta infecciones de
repeticion y su proceso oncolégico no es un linfoma. Estas son manifestaciones
cardinales del sindrome APDS, por lo que ante su ausencia y al no poder confirmar la
patogenicidad de la variante, el diagndstico final seguiria siendo el de IDCV al cumplir
sus criterios diagndsticos.

P14:IL21R y STAT2 estdn asociadas a la activacién del linfocito, por lo que su papel en la
fisiopatologia puede ser relevante. PRKCD puede actuar como desestabilizante del ciclo
celular, pudiendo sembrar dudas sobre su implicacién, pero CARMIL2 interviene en la
migracion, no siendo éste un defecto caracteristico de la IDCV.

P15: la variante en NLRP12 no parece tener repercusién en la clinica, ya que no presenta
manifestaciones autoinmunes. La variante en ITPR3 puede provocar defectos en la
movilizacién del calcio necesario para una correcta respuesta inmunitaria. GFI1 se ha
asociado tanto a infecciones como a linfomas, pero no al adenocarcinoma pulmonar que
desarrolld la paciente.

P16: IL17RC, JAK3 y RFXANK intervienen en la activacidon del linfocito, mientras que LYST
puede intervenir en la dindmica de los endosomas, algo no descrito en la IDCV como
propio de la enfermedad. G6PC3 no tienen influencia directa sobre el papel de sistema
inmunitario en la IDCV.

P17: adicionalmente a las ya explicadas TCN2, ITGB2 y STX11, IL6ST interviene en la
sefializaciéon de IL6, pudiendo estar afectada la sefializacién de dicha via en estos
pacientes. Un defecto en SPINKS implica unas alteraciones epiteliales que no presenta
la paciente.

P18: la paciente presentaba variantes con posible asociacion fisiopatoldgica con la IDCV,
tales como IGHM (produccion de anticuerpos), CD247, DOCK8 y CD247 (activacion de la
célula) o AIRE (la paciente presentaba lupus), pero no presentaba los dimorfismos
descritos con las mutaciones en POLE, ni intestino corto asociado a TTC7A. CTS ya se ha
descrito como posiblemente irrelevante

P19: las variantes en TACI son las mas frecuentes en pacientes con IDCV, aunque en esta

paciente se presentan en heterocigosis. TYK2 puede implicar un defecto en la activacion
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de los linfocitos, mientras que LIG1 y TERT pueden implicar fallos en la integridad del
ADN. AICDA también puede implicar fallos a la hora de producir anticuerpos. La paciente
no ha presentado osteomielitis ni defectos neuroldgicos, afectados con las mutaciones
en LPIN2 y EXTL3.

e P20: la paciente presenta autoinmunidad que encaja con aquellas mutaciones
patolégicas en ADA2, mientras que la sefializacion puede estar comprometida con las
mutaciones en IL12RB1 e IL6ST. VPS45 se ha descrito en patologias distintas de la IDCV.
TNFRSF13B, también conocido como TACI, es el gen afecto mas prevalente en pacientes
con IDCV(211), apareciendo en estudios muy variados de pacientes con IDCV(212-214).

e P21:IL10RA interviene en sefales antiinflamatorias, por lo que su defecto se asociaria a
manifestaciones autoinmunes que el paciente no presenta. DOCK2 si que podria estar
implicado al estar involucrado en la activacidn linfocitaria. Si CD40 estuviera afectada, se
asociaria con un aumento de IgM que el paciente non presenta. NCF2, RAG2, AIRE y C3
ya han sido descritos, teniendo poca relevancia al observar el perfil del paciente.

e P22:la movilizacion del calcio podria estar comprometida con la afectacidn de ITPR3, asi
como la sefalizacion de la respuesta innata si esta afectada IRAK4 u OAS1 (teniendo esta
ultima ademas implicacidn en la apoptosis celular). NOD2 se asocia a manifestaciones

autoinmunes que no estan presentes en el paciente.

Todos aquellos pacientes con manifestaciones del grupo A/L habian sido tratados previamente
con resolucién completa en la mayoria de los casos al menos un afo antes y los tratamientos
inmunosupresores se aplicaron en el intervalo entre el estudio de vacunacion y el funcional, con
un lapso de tiempo considerado suficiente como para no influir en el estudio funcional. La

excepcion fue P13, la cual estaba recibiendo corticoterapia en el momento de la vacunacidn.

En el ensayo de vacunacion, en la mayoria de los pacientes con IDCV se muestra una respuesta
humoral y celular especifica del SARS-CoV-2 detectable. El desarrollo de estas respuestas fue no
obstante mas lenta que en los controles sanos, ya que los pacientes necesitaron la segunda dosis
para alcanzar una tasa de respuesta cercana a la del 100% detectada en controles. Y a pesar de
que la respuesta fue de menor potencia que en controles, el 83% de los pacientes con IDCV fue
positivo para anticuerpos y células T especificos frente a S1 después de las dos dosis de
vacunacion. La tasa de respuesta registrada en este trabajo concuerda con los datos de Squire et
al. (215), quienes demostraron que los seis sujetos con IDCV analizados por ellos desarrollaron

anticuerpos anti-S1 especificos después de dos dosis de vacunas ARNm. De manera similar, un
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segundo trabajo que estudié un espectro mas amplio de inmunodeficiencias mostré que entre
12 sujetos con IDCV, 10 y 8 tuvieron respuesta humoral y celular, respectivamente, después de
completar el esquema de vacunacién con BNT162b2 (170). Ademas, no se observaron eventos

adversos graves en esta cohorte.

Datos anteriores han demostrado que en pacientes con IDCV la tasa de respuesta humoral contra
la vacuna de la gripe oscila entre un 0% y un 20% de los pacientes (160,166,169). La tasa de
respuesta variaba del 5 al 20% después de vacunacidn con antigenos de polisacaridos (159) y del
0% al 20% después de dos dosis de vacuna conjugada contra el tétanos (en comparacién con el
93% en la poblacion general)(159,161,163). Las respuestas celulares tras vacunacién se han
explorado mucho menos, pero si que existen publicaciones que muestran células T productoras
de IFN-y disminuidas o normales contra el virus de la gripe en la IDCV después de la
vacunacion(160,216). En nuestra cohorte, la tasa de respuesta humoral al diagnéstico frente a
las vacunas contra Streptococcus pneumoniae y toxoide tetdnico es del 22%. Dichos resultados

son similares a los reportados en la literatura (159,164,167).

Estos resultados sugieren que la inmunogenicidad observada de las vacunas COVID-19 supera a
la de las vacunas tradicionales en pacientes con IDCV, y, por tanto, que esa mejor
inmunogenicidad puede estar relacionada con la nueva tecnologia basada en ARNm de la vacuna
anti-SARS-CoV-2. Incluir la respuesta subdptima a la vacunacidon como criterio diagndstico de
IDCV es un criterio basado en las vacunas disponibles hasta el momento de la pandemia de
COVID-19, y por tanto sin tener en cuenta a las vacunas de ARNm. Seria interesante profundizar

en por qué las vacunas mRNA son mas eficaces que otro tipo de vacunas en estos pacientes.

Ademas, encontramos una capacidad discordante para producir anticuerpos especificos del virus
(83% de los pacientes vacunados) y anticuerpos neutralizantes del virus (50% de los pacientes
vacunados), lo que sugiere que la vacunacion puede ser subdptima en sujetos con IDCV en la
cantidad de la respuesta humoral, la calidad o en ambas. Esto es también una diferencia con los
controles sanos, ya que aquellos que producen anticuerpos frente a un antigeno incluyen
anticuerpos neutralizantes generalmente. Es importante sefalar que dos de los tres pacientes
que no produjeron anticuerpos después de la vacunacién completa habian estado recibiendo

rituximab durante los dos afios anteriores.

Tras completar la pauta de vacunacion establecida, los pacientes con IDCV produjeron niveles de
anticuerpos significativamente mas bajos y respuestas celulares mdas débiles que los controles.
Se ha sugerido que cierto grado de respuesta celular aislada podria proporcionar proteccion

contra el SARS-CoV-2 (217). Este concepto podria estar relacionado con nuestra observacién del

132



paciente P9, que contrajo COVID-19 después de la vacunacion, pero se recuperd en su casa sin
ningun tratamiento, a pesar de no haber producido anticuerpos neutralizantes y presentar
factores de riesgo de gravedad. Sin embargo, P7, la Unica paciente que no desarrollé ningun tipo
de respuesta inmunoldgica, fue la Unica paciente en padecer un COVID-19 grave después de la
vacunacion. La posible asociacion entre generacion de respuesta humoral/celular y proteccién
frente a la COVID-19 requiere de mds estudios para comprender si las respuestas observadas a
la vacunacién en pacientes con IDCV son lo suficientemente potentes como para proporcionar
una proteccion adecuada. Al menos en los casos aqui presentados, la tendencia a tener una
respuesta inmunitaria mas ineficaz parece estar relacionada con peor proteccidn frente a la

enfermedad.

Con anterioridad a la obtencion de nuestras muestras, se informo de una elevacion de los niveles
de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 en lotes de inmunoglobulinas comerciales(218). En nuestra
corte de pacientes, al demostrar la ausencia de anticuerpos anti-N en los sueros tras la
vacunacion se descarto la posibilidad de que los anticuerpos anti-S1 detectados procedieran de
la terapia sustitutiva y/o de una infeccién previa asintomatica por SARS-CoV-2. Sélo un paciente
gue seroconvirtié anticuerpos anti-S1 después de la vacunacién mostré también anticuerpos
anti-N, los cuales ya estaban presentes en la muestra previa a la vacunacién. Alun se desconoce
si la presencia concomitante de anticuerpos anti-S1 y anti-N en este paciente pudo estar
relacionada con una infeccién previa por SARS-CoV-2, una infeccion por otras especies de

coronavirus o una transferencia de anticuerpos por las inmunoglobulinas sustitutivas.

Como se menciond previamente, los pacientes con IDCV con manifestaciones
autoinmunes/linfoproliferativas tienen el peor curso de la enfermedad (88). Las respuestas
celulares y de anticuerpos discordantes o ausentes aparecieron asociadas con estas
complicaciones en nuestra cohorte de IDCV, por lo que una posible hipdtesis seria que aquellos
pacientes con una respuesta mds deficiente coinciden con aquellos pacientes de peor
prondstico. De manera similar, Rezaei y colaboradores informaron tasas significativamente
mayores de esplenomegalia y autoinmunidad entre pacientes con IDCV que no produjeron

anticuerpos especificos después de la vacunacidn con polisacaridos meningocdcicos (219).

También es interesante que, segln Rezaei, la magnitud de la respuesta celular también fue
menor en pacientes con IDCV en comparacidon con los controles sanos, aunque no fue
estadisticamente significativa. Para interpretar esto, es relevante decir que todos los pacientes
con IDCV incluidos en este estudio recibieron cuatro dosis de anti-SARS-CoV-2 (con la excepcion

de P20, que sélo recibié una dosis) con fechas de administracion similares y los controles sanos

133



tuvieron de dos a cuatro dosis, con fechas de administracion diferentes. Las diferencias en el
tiempo desde la ultima dosis y el nimero de dosis podrian explicar por qué la magnitud de la

respuesta es similar entre controles y pacientes.

El ensayo in vitro de linfocitos B de los pacientes con IDCV se planted para obtener mayor
informacion sobre cdmo era la respuesta de estas células cuando estas eran activadas, la
distribucidn en las distintas subpoblaciones y sus capacidades funcionales, éstas ultimas, en
particular, en relacién a la capacidad de generar una reaccidon inmunitaria anti-SARS-CoV-2.
Gracias a que la vacunacion fue efectiva, se pudo proceder a evaluar el tipo de respuesta que

son capaces de generar los pacientes con IDCV.

Todos los pacientes incluidos en el ensayo mostraban una respuesta humoral adecuada en el
momento previo a la 42 dosis de vacunacidn, siendo este punto aproximadamente diez meses
antes de la realizacién de los cultivos. Esta positividad mostraba que los pacientes habian
desarrollado al menos una adecuada respuesta humoral que se mantenia hasta ocho meses
después de la Ultima dosis de vacunacidn, de forma similar a lo descrito en poblacién sana

(220,221).

El buen manejo clinico, y el cuidado por evitar sesgos asociados al tratamiento por hacer coincidir
las extracciones en un momento de estabilidad de la enfermedad han podido influir en que
parametros como el nimero de linfocitos B naive de pacientes que originariamente se
detectasen disminuidos, o el nimero de CD8+ de memoria efectora originariamente elevados,

en la citometria precultivo se mostrasen en rango de normalidad.

Antes de establecer los cultivos celulares se realizé un andlisis de las poblaciones linfocitarias
comparando pacientes con IDCV con controles. Los controles sanos tuvieron una distribucion
normal de las poblaciones linfocitarias segin su rango de edad. La distribucion celular de cada
paciente fue similar a la de sus estudios anteriores con la excepcién de las poblaciones B naive
en aquellos pacientes que en el estudio inicial estaban bajas. El que se haya normalizado tanto
esta poblacion como, en algunos casos, los linfocitos T CD8+ de memoria efectora, puede
corresponder a la disminucidon de infecciones que han presentado estos pacientes desde el
momento de su diagndstico e inicio del tratamiento hasta la actualidad. Sin embargo, los
pacientes seguian presentando una elevacidon de TEMRA a costa de una reduccién de la memoria

central. Esto podria ser atribuido al antecedente de infecciones de repeticion(222,223).

En el compartimento B es donde mas se aprecian las diferencias: varios pacientes presentaban

un aumento de LB naive asi como una reduccion de los compartimentos zona marginal y cambio
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de clase, algo ya observado en el momento del diagndstico de la enfermedad (ver apartado

4.2.3).

Después del cultivo, tanto los pacientes como los controles tuvieron un comportamiento similar
al analizar las poblaciones CD8+: las poblaciones naive y memoria efectora aumentaron después
del cultivo y las poblaciones de memoria central y TEMRA disminuyeron. Este efecto puede
explicarse por la activacion de las células CD8+ mediada por la IL2 y R848 empleados como
estimulos en el cultivo: las células CD8 naive tienen una expresién relevante de CD122 (cadena
B del receptor de IL2) (224), por lo que la administracién de IL2 conduciria a la proliferacion de
estas células. Ademas, su seiializacidn conllevaria un aumento de factores de transcripcion como
Blimp-1 que provocaria una diferenciacion a células T efectoras (225—-227). Las diferencias en la
significacién al comparar TEMRA CD8+ precultivo versus poscultivo en controles sanos y
pacientes con IDCV podrian estar relacionadas con el fenotipo TEMRA previamente aumentado
en los pacientes. Esto puede ser debido a que padecen infecciones mas frecuentes que producen
una polarizacién hacia TEMRA (228,229), y aunque los pacientes no han tenido recientemente
infecciones de gravedad, tienen un historial relevante de infecciones graves y de repeticion
previo al tratamiento sustitutivo, tras el cual padecen infecciones semejantes a los controles

sanos.

El objetivo principal de este experimento fue comprobar las diferencias entre los Linfocitos B en
controles sanos y pacientes con IDCV cuando se activan. Existen diversas teorias sobre la
implicacion de las células T en el desarrollo de la enfermedad, pero el nicleo del estudio se basa
en los problemas asociados a los Linfocitos B de los pacientes, por lo que intentamos una
estimulacién independiente de la activacion de las células T: TLR7 puede activar los Linfocitos B
independientemente de la activacion de las células T (230) y TLRS tiene actividad en los Linfocitos
B (231), por lo que se espera que con esta combinacidn los Linfocitos B sean capaces ser

activados sin involucrar a otras células.

El compartimento de memoria CD4+ no mostré cambios significativos después de Ia
estimulacién del cultivo, ni en los pacientes ni en controles sanos (datos no mostrados). Esta
diferencia en comparacidn con el compartimento CD8+ puede estar relacionada con la falta de
expresion de CD122 en células T CD4+ virgenes (224). Sin embargo, la polarizacidon de TH fue un
efecto relevante del cultivo: la polarizacion hacia TH2 fue significativa en ambas cohortes, con
una importante disminucién en TH17 y TH1-17. La reduccién de TH17 puede estar asociada tanto
a la sefializacion de I1L2 (227,232) como de TLR7 mediante la induccién de SOCS3 y SOCS5 (233).

La sefializacién de TLR8 podria estar asociada con el aumento de TH1 (234,235), pero como

135



muestran los resultados, en este caso predomind la polarizacion hacia TH2. Este aumento de TH2
puede estar relacionado con el aumento de los Linfocitos B de memoria(236,237), las cuales se
desarrollan gracias a la produccién de citocinas cuya produccién es realizada por de estas células
(algo que se puede observar en el andlisis de citoquinas). Se puede por tanto sospechar que la
actividad de R848 podria dirigir la polarizacion de TH hacia el compartimiento TH1, pero el
ambiente, claramente influenciado por la activacidn de los Linfocitos B, produjo una mayor

tendencia hacia TH2. El mismo comportamiento se puede observar en la polarizacién de cTFH.

En controles sanos, se puede observar como tras el cultivo los LB naive (IgD+CD27-) disminuyen
a costa de un incremento del resto de compartimentos, sobre todo de los LB con cambio de clase

(IgD-CD27+). Ademas, se generaron porcentajes elevados de plasmablastos (CD27+CD38+).
Sin embargo, la distribucién de Linfocitos B en pacientes con IDCV mostré dos comportamientos:

e Un comportamiento mayoritario o G1 (P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7, P8, P10, P11, P12, P13,
P14, P15, P16, P17, P18, P21y P22) en el que no se producen Linfocitos B con cambio de
clase (IgD-CD27+), con un compartimento naive disminuido debido a un aumento de LB
IgD-/CD27-.

e Un comportamiento minoritario (P9, P19 y P20) con produccion de Linfocitos B de
memoriay plasmablastos de forma analoga a como lo hacen los controles sanos. En ellos
se observa un adecuado numero de Linfocitos B con cambio de clase (IgD-CD27+), con
un compartimento naive también disminuido, pero con mucha menor presencia de LB

lgD-/CD27-

La relevancia de estos linfocitos B IgD-CD27- alin no esta del todo clara, pero se ha planteado su
relacion con enfermedades autoinmunes como el lupus (238), artritis reumatoide (239) o
miastenia gravis (240), asi como en procesos oncoldgicos (241). Estas células podrian estar
elevadas en algunos pacientes con IDCV (242,243). Después del cultivo, todas las IgD-CD27-
mostraron un fenotipo CD38+, manteniendo la expresidon de CD20+. Esto podria implicar que las
células que aqui se agrupan no son las detectadas en el mismo compartimento a nivel precultivo.
CD38 es un marcador de actividad inmunomoduladora y de procesos inflamatorios(244), y esto
podria implicar que estas células fueran células activadas. Esto nos lleva a una pregunta
importante: ¢Son estos linfocitos B IgD-CD27- células de memoria defectuosas presentes en
pacientes con IDVC? Si es asi, épor qué no se expresa CD27, un marcador de memoria y con un

papel importante de la coestimulacién de los Linfocitos B?

Para responder a esta pregunta deberiamos saber si se ha producido alguna actividad propia de

los Linfocitos B, como es la produccion de anticuerpos, y para ello el sobrenadante podria darnos
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la respuesta a dicha pregunta. En la mayoria de los sobrenadantes se detectd anticuerpos anti-
S. Ademas, es importante mencionar que cuando Karahan y su equipo midieron la produccién
de anticuerpos, procedieron a concentrarlos mediante centrifugacion o mediante filtros. En este
caso no hizo falta porque pudimos ver que con el sobrenadante no concentrado era suficiente
para detectar anticuerpos. Esto podria implicar incluso que los sobrenadantes con anti-S SARS-

CoV-2 negativo podrian ser positivos si se procediera a concentrarlo.

La presencia de anticuerpos IgG en el sobrenadante de los cultivos de pacientes con IDCV podria
sugerir que los Linfocitos B de memoria podrian producir eficazmente anticuerpos especificos,
y, por tanto, que este compartimento de Linfocitos B podria actuar de la misma forma que el de
los controles sanos, aunque muestren un perfil citométrico diferente. Esto se descarté después
de observar los resultados del Elispot B. Aqui podemos apreciar cdmo algunos controles sanos
mostraron SFU positivas contra antigenos del SARS-CoV-2 mientras que ningun paciente las
presentaba y, sobre todo, que no hay control sano que presente insuficiente 1gG total como para
ser considerado negativo ni ningln paciente que muestre suficiente IgG total para ser
considerado positivo. Esto podria implicar que en el momento del revelado del Elispot B
(después de diez dias de cultivo de IL-2+R848 y un dia de siembra en placa) los Linfocitos B de
los pacientes no eran capaces de secretar I1gG, algo que no sucede con los controles sanos. Este
evento sucedid incluso en aquellos pacientes con citometria espectral similar a la de los controles

sanos.

Con esta informacién disponible, se planteé que la causa de la IgG presente en sobrenadante
con ausencia de SFUs (tanto I1gG especificas como totales) y CD19+IgD-CD27-CD38+CD20+ al final
del cultivo estd relacionada con un posible agotamiento del compartimento de memoria B de los
pacientes. Hay referencias de que esta poblacidon de linfocitos B IgD-CD27- son células exhaustas
(245,246). La teoria de que estamos ante una situacion de agotamiento se puede fundamentar
en que, como se puede apreciar en el transcriptoma los linfocitos B de los pacientes presentan
unas sefiales de activacion mas expresadas, con especial implicacion del BCR (mayor expresion
de SYK, CD20) (247) junto con moléculas implicadas en la inhibicién de la sefial inflamatoria
(LILRB2, CTLA4, IL10). Se puede observar cémo la sobreexpresion de SYK no desemboca en
mayor expresion de moléculas como MAPK14, kinasa involucrada en la activaciéon celular,
contraintuitivamente menos expresada en pacientes que en controles (ver Fig. 43 a), lo que
puede indicar predominancia de las sefales inhibitorias. Por lo tanto, un posible mecanismo
patoldgico en estos pacientes seria la distinta dindmica de respuesta entre las células de los

pacientes y las de los controles para mantener la respuesta inmunitaria.
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Esta idea queda reforzada por los resultados de la citometria del sexto dia de cultivo, donde
pudimos ver que habia plasmablastos que al décimo dia desaparecieron. Hay estudios que
describen a estas células CD19+IgD-CD27- como células de memoria (241,248-250), por lo que
la posibilidad de tener una poblacién de Linfocitos B de memoria que no pueden mantener su
coactivaciéon debido a la pérdida de CD27(251,252) puede estar detras de estos fenédmenos. La
posibilidad de que el origen del deterioro de la funcidn de los Linfocitos B esté relacionado con

la pérdida de coestimulacién/agotamiento se correlaciona con lo hallado en el transcriptoma.

En cuanto al analisis del transcriptoma, se ha considerado mds relevante valorar las moléculas
con un Foldchange elevado dado que al ser una muestra con pocos individuos, un valor p no
significativo puede hacer descartar variantes que se convertirian quizds en significativas si el
nimero de participantes hubiera sido mayor y/o de presentar menor varianza (en el caso de
fijarnos en el valor p ajustado por FDR). Por un lado, los resultados del transcriptoma corroboran
lo encontrado en el Elispot B, ya que entre los genes menos expresados en pacientes se
encontraron varios que son necesarios para la generacion de inmunoglobulinas (IGHA1, IGHG1).
Ademas, se observan fenémenos descritos en los pacientes con IDCV como alteraciéon en la via
de los interferones (253,254) (Fig. 43); defectos en genes ya reportados como implicados en la
IDCV (tabla 5) o disminucidn de las sefales de diversos receptores de TNFa (Fig. 37), por lo que
estos hallazgos son consistentes con lo descrito previamente. Los pacientes presentan ademas
cambios en la expresion de moléculas que intervienen en el ciclo celular y en la propia
supervivencia de la célula, lo que explica la mayor tasa de mortalidad celular apreciada al final

del cultivo.

La produccion de citocinas muestra concordancia con lo observado en la citometria: existe
predominio de produccidn de IL4 e IL21, citocinas asociadas al linaje TH2(255,256). Ademas,
existe una menor produccién de citoquinas relacionadas con la estimulacidn celular, como es el
caso de APRIL, un ligando de receptor TNF asociado a la supervivencia de plasmablastos(257) o
IFNo, el cual ya se ha descrito como defectuoso en los casos de IDCV (254). A esto se le debe
afiadir una mayor produccién de BTLA en los pacientes, lo que puede estar asociado a una mayor

inhibicidn de la respuesta inmunitaria (258,259).

Como resumen de los resultados del ensayo funcional, existen varios datos que sugieren una
adecuada validez interna de todo el ensayo, como la coincidencia de los resultados del Elispot,
la citometria y el transcriptoma o los defectos referidos en la literatura con los resultados del
transcriptoma. El conjunto de los resultados obtenidos permite postular como hipdtesis que un

posible mecanismo fisiopatoldgico de los pacientes con IDCV sea la precoz extenuacion de los
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linfocitos B, algo que explicaria su capacidad puntual de generar anticuerpos detectables, pero
de manera limitada y no sostenida en el tiempo, ya que en un lapso de diez dias los pacientes

estudiados pierden esa capacidad de generacion.

Con respecto a la respuesta a la vacunacién frente a SARS-CoV-2 por parte de la paciente con
déficit de CD8a, se observo en ella un desarrollo de la respuesta inmune adaptativa similar a la
de los controles sanos. La deteccidn de reactividad contra las proteinas N y M significa una
respuesta inmune humoral y celular a la infeccidn natural por SARS-CoV-2 adecuada, dado que
la vacunacidn administrada no incluia los antigenos N y M. Debido a la falta de una muestra de
sangre previa a la infeccién, no se puede asegurar que la paciente haya desarrollado la respuesta
frente a S1 gracias a la vacunacién. Sin embargo, el desarrollo de respuestas humorales y
celulares anti-S1 similares a las de los controles sugiere que la paciente desarrollé inmunidad al

SARS-CoV-2 después de la vacunacién, que probablemente fue reforzada por la infeccidn.

En resumen, estos resultados muestran que la falta del correceptor CD8 no impide el desarrollo
de la respuesta inmunitaria. De esta manera, los linfocitos que carecen de expresién de CD8
podrian aun asi mantener la produccién de IFN-y y ser capaces de hacer frente a infecciones
virales, especialmente después de la vacunacion. Esto podria explicar por qué la paciente sélo
sufriéo un COVID-19 leve, ya que, junto con los anticuerpos, las células T citotdxicas tienen un
papel relevante en la eliminacidn de infecciones virales, incluyendo la mayoria de los virus
respiratorios (260,261). La paciente y su familia han tenido un seguimiento mas exhaustivo, en
el que se insiste periddicamente en la necesidad de completar la vacunacién y recibir dosis de
refuerzo frente a patdgenos relevantes. Comprender la respuesta inmune a la infeccién por
SARS-CoV-2 y a las vacunas COVID-19 en el contexto de la deficiencia de CD8 ayuda a estimar el
impacto de la infeccion natural y la vacunacidn en pacientes con esta inmunodeficiencia
primaria. Estas nuevas vacunas adicionalmente han presentado una nueva posibilidad para

ayudar a proteger mejor a estos pacientes frente a infecciones.

Entre las principales limitaciones de este estudio destaca el limitado niumero de pacientes
analizados, algo relevante dada la alta variabilidad de fenotipos y de situaciones fisiopatoldgicas
diferentes englobadas en la IDCV. No se puede por tanto inferir que los tipos de pacientes segun
el analisis citométrico sean también el mayoritario y minoritario en la poblaciéon general. Sin
embargo, estos datos arrojan algo mas de luz a la fisiopatologia de la IDCV, al mecanismo de la
respuesta inmunitaria y remarca la oportunidad de seguir estudiando patologias parcialmente
conocidas con las nuevas herramientas que se siguen disefiando, como lo han sido las vacunas

ARNm.
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9. Conclusions

Regarding the results, the conclusions can be divided according their implications in the vaccine

study of CVID patients (1), the ex-vivo study (2) or the CD8a deficient patient (3):

1A.- This cohort of patients with CVID is representative of the spectrum of the disease

by presenting a proper variety of their analytical, clinical and genetic profiles.

1B.- Our CVID cohort showed a large list of VOUS and a small number of pathogenic
alterations which can serve for future interpretation of these variations and their

relevance in the clinical/analytical profile of CVID patients.

1C-- In patients with CVID, the two-dose schedule of the COVID-19 vaccine appears to be

useful to develop specific antibodies and T cell response against SARS-CoV-2.

1D.- After vaccination, CVID subjects with autoimmune/lymphoproliferative
manifestations may have a higher risk of SARS-CoV-2 infection due to the lower response

in this particular population.

1E.- The lack of antibody response was associated with B lymphopenia, which occurred
in our cohort in those patients undergoing B cell depletion therapy; and the absence of
cellular response could be associated with previous oncological history and defects in

the cellular immunity compartment.

1F.- CVID patients can maintain both humoral and cellular immunologic responses at

least seven months after vaccination.

2A.- Stimulating PBMCs with IL2 and R848 in vitro produces a greater proportion of
TEMRA CD8+ lymphocytes when compared with healthy controls and, similarly to

healthy controls, an increase of TH2 and cTFH2.
2B.- Patients developed a greater proportion of IgD-CD27- than healthy controls after

culture, while healthy controls showed a greater proportion of switch class B cells and

plasmablasts.
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2C- The dynamics of anti-SARS-CoV-2 IgG production during the stimulation culture,
together with the Elispot B and transcriptomic results, may suggest that the IgD-27- cell

population in CVID patients could represent exhausted B cells.

2D.- After in vitro stimulation, the production of APRIL and IFNa were decreased in
patients while production of BTLA was increased, which could be associated to restricted
immune response in patients.

3A.- The lack of the CD8 co-receptor did not affect the recognition of SARS-CoV-2 viral
antigens or the development of a detectable SARS-CoV-2-specific humoral and cellular

immune response.

3B.- CD4-CD8- T cells in CD8a deficit patients can keep activity against pathogens.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/1058506 (ID del proyecto: PRINA1058506).

13.- Anexo Il

Los anticuerpos seleccionados para realizar la citometria fueron: CD3-BV510; CD19-Spark NIR
685PerCP/Cy; CD16-BUV469; CD4-cFluor-YG584; CD8-BUV805; CD56-BUV737; CD45RA-BUV395;
CD27-APC-H7; IgD-BV480; CD185(CXCR5)-BV750; CD183(CXCR3)-PE-Cy7; CD196(CCR6)-BV711;
CD197(CCR7)-BVv421; CD38-APC/Fire 810; CD20-Pacific Orange y LIVE/DEAD blue (Biolegend®,
California, EE. UU.).
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