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1. Caracteristicas del citomegalovirus humar

1.1 Estructura y replicacion del CMV

El herpesvirus humano tipo 5 (HI5) o citomegalovirus humano (CM
pertenece a la familidlerpesvirida: y subfamiliaBetaherpesviridaeLa estructura d
CMV, con un diametro de entre 1-200 nandmetros, se ha dividido en tregiones
principales: una nucleocépa icosaédrica que contiene el genoma de ADN linet
doble cadena del virus; un tegumento proteicorqdea a la capsa; y una bicapa
lipidica exteriorque envuelve todo en la que se distinguen tantomioteina virales
como celulares adquiridas durante la liberaciétodeviriones tras una infeccion liti
(Figura 1) [1-3]. Aunque la envoltura del virion es sumamente coraplagigunas d
las glicoproteinas de superficomo gB, gH, gL y g&on responsables de la unio
los receptores celulares implicados en la entragavidus durante la infeccio[4].
Aunque & composicion proteica del CMV ha siddentificada a través de
aproximaciones bioquimicas e inmunoldgi[5, 6], el conjunto de proteas virales y
celulares que constituyen la caja, el tegumento y la envuelta de las partic

infectivas no ha sido completamente defil.

Complejo gCI (gB)

T -

o

i

Complejo gCIII
(gH/gL/g0)

Figura 1. Esquema (izquierda) tridimensional de la estructe:CMV (obtenido y
modificado de http://www.virolcy.net), y representacion de un mapa 3D de resail

18-A de la porcion icosaédrica de la particula de C{@Wenet al.Virology 1999)

CMV esel virus de mayor tamafo capaz de infectar hui cor un genoma de
unas 230 Kb coraproximadamente 200 pautas abiertas de lectura O inglés

Open Reading Frames) [1. El genoma se divide en dos secuenamalarga (UL) y



Introduccién

una corta (US), en funciébn de su tamafio, flanquegua secuencias terminales
repetidas (TRL y TRS) e internas (IRL y IRS) (Fg@). La secuencia completa de la
cepa de laboratorio AD169 fue publicada por primeez en 1990 [7] con una
prediccion de 208 posibles ORFs, 14 de las cuastasban duplicadas entre las
repeticiones TRL e IRL. M&s recientemente se hailigados nuevas secuencias del
genoma de CMV en las que se ha propuesto entr3B5RFs gracias a estudios
comparativos utilizando las secuencias disponideElsCMV de chimpancé, macaco,
murino y aislados clinicos del genoma de CMV humf@d.0, 12, 13]. Sin embargo,
sigue existiendo una gran variabilidad entre lasisecias disponibles en las bases de
datos publicas y aun se requieren nuevos estudi@sgonocer la naturaleza y numero

definitivo de genes de CMV.

: UL1-132 . Us1-36 .

TRL1-14 IRL14-1 IRS1 TRS1

Figura 2. Esquema del genoma de CMVLas regiones unicas (UL y US) se
representan como lineas horizontales y las repatsi (TRL, IRL, IRS, y TRS) como
rectangulos. El numero de ORFs representado enregitin ha sido obtenido de la
secuencia de la cepa de CMV AD169 (GenBank: X17403.

La infeccion requiere la interaccion de las glimdpinas de la membrana de
CMV con las proteinas de la membrana extraceludaladcélula hospedadora que
actlan como receptores que desencadena la fusigrenidranas o la endocitosis del
virién [14]. Varios estudios sugieren que las pirs del tegumento como las pUL47 y
pUL48 asociadas a la nulcleocapsida interacciomanla maquinaria de microtibulos
celulares para transportar la capsida viral a lmbrana nuclear y acceder al nucleo de

la célula hospedadora[15].

Al mismo tiempo, otras proteinas del tegumento @womJL26 y pULS83,
liberadas en el citoplasma celular, interaccior@mproteinas celulares para modular la
respuesta inmune y la expresion de genes virae48) En el interior del nucleo tiene
lugar la transcripcion de los genes virales, ldicapion y la encapsulacion del nuevo

ADN [15, 19, 20]. Durante la infeccion litica lxpresion de los genes virales se
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produce en tres fases, cada una de ellas reguldifelentes aspectos del ciclo de
infeccidn. La fase inmediatamente temprana (IE,imgEsimmediate earlyen la que

se transcriben los genes que controlan el entaghdac, regulan la expresion de otros
genes virales y son responsables de la activa@dosdgenes tempranos y tardios [18,
21, 22]. La disminucién de la expresion de estorgalesemboca en el establecimiento
de la infeccidn latente en ciertos tipos celula@wo células mieloides no diferenciadas
(monocitos y progenitores de células dendritic&})[Rurante la fase temprana (E, del
inglésearly) se transcriben los genes tempranos que inclaeares de transcripcion y
enzimas como la ADN polimerasa virica responsatiéeka replicacion del ADN [24].
Finalmente, en la fase tardia (L, del inglé&) se transcriben los genes tardios que
codifican proteinas estructurales del virion y sxpresados una vez finalizada la
replicacion viral [25-28]. Tras el ensamblaje dec&psida en el nucleo, su salida al
citoplasma se produce por la disrupcion de la lamnclear y formacion de un
complejo nuclear de salida [29-31]. Una vez ercidplasma, el ensamblaje y el
transporte de los viriones implica la interacciéon ta maquinaria celular encargada del
mecanismo de secrecion, el reticulo endoplasmai@parato de Golgi y la maquinaria
de formacion de endosomas [32-34] (Figura 3). |IFieate, una mezcla de particulas
no infectivas, cuerpos densos y particulas infastison liberadas al exterior celular,
donde las particulas infectivas podran producir nnava infeccion de las células
adyacentes [34]. Las particulas no infectivas séotgamente idénticas a las particulas
infectivas y estan compuestas por una envueltantegto y la capsida proteica pero
carecen del genoma viral en el interior de la cigpdPor otra parte, los cuerpos densos
estan compuestos principalmente por proteinasedginento y la envuelta proteica

viral sin la capsida icosaédrica [35].

Figura 3. Ciclo de vida de CMV (Adaptado de J.Beltan y M. Cristea, 2014)A)
Entrada del virus en la célula hospedadora. Laidapsel tegumento son liberadas al
citosol. (B) Transporte de la capsida y proteinaé tgumento al nudcleo. (C)
Ensamblaje de la capsida en el ndcleo, egresiéitoabl y transporte hasta el complejo
viral de ensamblaje (AC), donde se suman mas pasalel tegumento y envuelta viral.

(D) Liberacion de las particulas infectivas, neativas y cuerpos densos.

11
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1.2. Epidemiologia y patogenicidad de CMV

CMV humano infecta a la mayor parte de la poblacadundial, con una
prevalencia en paises desarrollados de aproximadarae60% frente al 90% estimado
en los paises subdesarrollados [36]. La transmid&dfCMV puede ser horizontal o
vertical. La transmision horizontal se produce avds de la sangre, tejidos o por el
contacto directo con la orina, saliva, secrecioragnales, semen o leche materna de
una persona infectada.. En el trasplante de 6rgatido por ejemplo, los donantes
seropositivos para CMV transmiten el virus a recegs seronegativos (D+/R-) con una

frecuencia que varia entre el 30-70% [37, 38].

Asimismo, la trasmisién puede darse de forma \artale madre a hijo en diferentes
momentos durante el embarazo o durante el partod[§9 En mujeres seronegativas
que desarrollan una infeccion primaria duranter@baazo se produce una transmision
transplacentaria en el 30-40% de los casos pradgdeiena infeccion intrauterina del
feto [41, 42]. En este contexto, el riesgo de enéztad severa por CMV varia entre el
10%-20% de los casos [42]. Sin embargo, tambiérdeygoducirse transmision
vertical de madres seropositivas, por reactivaciéhvirus latente o por re-infeccion

con una estirpe diferente de CMV, aunque en este, ta probabilidad de producirse la
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infeccion congénita se reduce a un 1% debido piebwmte a la inmunidad
desarrollada por la madre [43-45].

Es probable que el amplio tropismo celular quaaariza a CMV contribuya al
diverso numero de patologias asociadas con ladidiecA excepcion de la trasmision
por transfusion sanguinea o trasplante, la printEmaera de contacto durante la
infeccion por CMV es una barrera epitelial a tragiéstracto genitourinario, el tracto
digestivo superior y el tracto respiratorio [46]ra3 la infeccion de las células
epiteliales, CMV establece una infeccion diseminadaravés de la infeccion de
leucocitos y endotelio vascular. Tras la infecgidmaria, CMV permanece en estado
latente en distintos tipos celulares, principalraeaeh células del linaje mieloide no
diferenciadas a través de un mecanismo poco admd@sta el momento [47, 48].
Estas células servirdn como reservorio para posésriprocesos de reactivacion de la
infeccién a lo largo de la vida del sujeto infectadspecialmente en condiciones de

inmunosupresion como es el caso de pacientesdraafbs.

Aunque la infeccibn por CMV suele ser asintomatiem personas
inmunocompetentes, puede ocasionar sintomas gssilaa la mononucleosis
acompafado por fiebre, elevacion de transaminabafogitosis con linfocitos atipicos
[49]. Durante la infeccion congénita, las mandegines clinicas so6lo ocurren entre el
10%-20% de los fetos [42]. Entre ellas, las mas wwa son el retardo en el
crecimiento intrauterino, hepatoesplenomegaliageftiis o microencefalia, ademas
del riesgo de muerte en aproximadamente el 0,5%sdeasos durante la infancia para
los nifios gravemente afectados [50]. Sin embam® récien nacidos asintomaticos,
aungue con mejor prondostico, también pueden ddisarsecuelas a largo plazo como
déficits cognitivos y motores, y afectacion visyaduditiva [51]. Por otra parte, la
infeccién por CMV en pacientes inmunodeprimidos odos pacientes infectados por
el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH-1),ncan recuento muy bajo de
linfocitos CD4, también puede producir enfermedad grave, freensente retinitis, o
en menor medida a esofagitis, colitis incluso uagaentasa de mortalidad [52, 53]. Por
otro lado, en pacientes con trasplante de preagdwmatopoyéticos la infeccion suele
darse por reactivacion del virus del propio recepton poca frecuencia de transmision
de CMV desde el donante [54]. La manifestacionicdimmas frecuente en este tipo de
pacientes es la neumonitis, seguida de la enfemnedatrointestinal y en menor
medida hepatitis, encefalitis y retinitis. Finalrteenla relevancia de la infeccién por

13
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CMV en pacientes inmunodeprimidos con trasplantém@ano sélido objeto de esta

tesis sera descrita de forma detallada en el ajmafta

2. Infeccion causada por CMV en el paciente trasptdado de érgano
solido

Aunque la mayoria de infecciones por CMV son asiitticas, la enfermedad
por CMV en el receptor de trasplante de Organodsofpuede presentarse como
sindrome viral o como enfermedad invasiva de tejiElcsindrome viral se manifiesta
generalmente con sintomas como fiebre y malestacuéntemente asociado a
leucopenia o trombocitopenia. Sin embargo, la eméead invasiva de tejido afecta a
un organo especifico, siendo la enfermedad gaststinal la mas comun entre
pacientes trasplantados [55]. El CMV afecta al dogdrasplantado debido a la
alteracion local de los mecanismos inmunes enjeltin ademas de porque el érgano
procedente del donante seropositivo puede sermioa@servorio para CMV. La diana
y evolucion de la infeccidn y de la enfermedad @btV varia en funcion del érgano
trasplantado. De esta forma, puede manifestarse fr@@uentemente hepatitis, nefritis,
neumonitis, miocarditis y pancreatitis en pacient@splantados de higado, rifidn,
pulmon, corazon y pancreas, respectivamente [#8p Bdemas de los efectos directos,
han sido descritos numerosos efectos indirecto®amnsecuencia de las propiedades
inmunomoduladoras de CMV [57, 58]. Algunos efedtodirectos producidos tras la
infeccion por CMV incluyen nefropatia crénica trstrasplante de rifion, trombosis
arterial hepatica tras el trasplante de higadogwapatia coronaria tras el trasplante
cardiaco o bronquiolitis tras el trasplante de @urfb9-63]. Ademas, se ha relacionado
con un incremento en el riesgo de otras infecciomgsrtunistas producidas por
bacterias, hongos, u otros virus [64-66]; con shd®llo del rechazo agudo o crénico y
con un posible fracaso del injerto [60, 61]. Aunguesten datos que demuestran que la
infeccidon por CMV podria incrementar el riesgo @ehazo agudo en trasplantados
renales [60, 67], otros estudios discrepan soleeaspecto [68]. Finalmente, CMV se
ha asociado con la ocurrencia de diabetes metliassel trasplante. De hecho, se ha
demostrado que los pacientes con trasplantantel moma infeccion por CMV
asintomatica presentan un riesgo 4 veces superipadecer diabetes que los pacientes
gue no desarrollan infeccion (26%.6%) [69, 70].

14
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2.1 . Diagnostico de la infeccién por CMV

La presencia de infecciéon por CMV en sangre mldsjtras el trasplante esta
asociada a la posibilidad de desarrollo de sintamlasionados [71]. Por tanto se han
hecho grandes esfuerzos por determinar la viremra GMV tras el trasplante y
desarrollar nuevos ensayos diagndésticos para kErndietacion de la carga viral, asi

como determinar si se ha producido enfermedadghnor

Las técnicas diagndsticas disponibles para la mé@iacion de la infeccién son el
cultivo viral, la antigenemia y las técnicas de ntifcacion o deteccion de acidos
nucleicos . Por otra parte, la técnica utilizada mhagnosticar la enfermedad por CMV
es la histopatologia. Las medidas indirectas ctamserologia pueden servir para

determinar el contacto previo del paciente correbv

2.1.1 Cultivo viral

El método mas tradicional para detectar infecquam CMV es el cultivo
convencional utilizado en casos de infeccion péaingero no se utiliza generalmente
para diagnosticar infeccion en pacientes trasplastg72]. Esta estrategia utiliza
muestras clinicas, como sangre, orina o tejidosgpmehomogeneizadas y utilizadas para
la inoculacién de fibroblastos en cultivo que sooubados y observados entre 2 y 21
dias. Esta técnica es cara, consume mucho tiemgeernia una baja sensibilidad desde
sangre y una pobre especificidad desde orina, heesputo [73]. Por estos motivos,
aunque en la mayoria de los casos ha sido sustiaidla antigenemia (apartado 2.1.2)
y técnicas de deteccion de acidos nucleicos (ajmarfal.4), actualmente se sigue
utilizando esta técnica diagnoéstica para el aigatoi de CMV desde muestras de
tejidos, particularmente para muestras gastroinsdss (como muestras de biopsias de

colon).
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2.1.2 Antigenemia pp65

La antigenemia ha sido usada ampliamente paraaghdistico rapido de la
infeccidbn por CMV en pacientes trasplantados deranfs de una década. Es una
técnica semi-cuantitativa que consiste en la cfieation por tincion directa de
linfocitos en sangre periférica con anticuerposeetjgos frente a la proteina pp65
viral. Los resultados se expresan en un numercéhlgas positivas por cada 200.000
leucocitos y se correlacionan estrechamente cgnaleedad clinica de enfermedad en
pacientes inmunocomprometidos [74-76]. Generalmemte nimero entre 1 y 400
células positivas por cada 200.000 leucocitos selaaionado con un mayor riesgo de
enfermedad [77-80], mientras que un recuento agehlales bajo esta relacionado con
una infeccion asintomatica [81]. Sin embargo, gater es variable ya que depende de
la pericia del observador y se ha observado ure \atiabilidad de resultados en
distintos centros y también en funcién del grupoiéggo del paciente (apartado 2.2.1).
A pesar de presentar una sensibilidad mas altaefjgeltivo viral y no requerir un
equipamiento muy sofisticado, su utilidad es ligiéaen pacientes con leucopenia o
neutropenia (con cifras de neutrofilos por debagoldd00 neutrdfilogd). Ademas,
requiere un procesamiento inmediato de la muestrantte 4 a 6 horas después de su
extraccion, por lo que en la actualidad esta téce&ta siendo sustituida por nuevos
métodos de deteccién como la PCR en tiempo reaftgajp 2.1.3).

2.1.3 Deteccion o cuantificacion de acidos nucleico

Los métodos moleculares, a pesar de ser mas gaefa antigenemia, son
mas rapidos, mas reproducibles y sensibles y adeps@miten la automatizacion.
Actualmente, las técnicas de deteccion y cuantifice de acidos nucleicos como la
PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR) sona#ias en la mayoria de los centros
en los que esta disponible para el diagndésticonflecéion por CMV en pacientes
trasplantados, siendo la mejor alternativa a laganémia [82-87]. Las principales
dianas de la PCR son generalmente genes de CMY¥pides&n temprana y tardia y se
utilizan cebadores especificos frente a regiongernsenservadas [88, 89]. El genoma
de CMV puede ser extraido de sangre completa, ¢&ospplasma o cualquier otro tipo

de tejido (muestras de biopsias) o fluidos corpardB89-93]. De esta forma también

16



Introduccién

puede detectarse ARN mensajero por el gen IE enoatos y leucocitos
polimorfonucleares indicando infeccién activa [$]-9Sin embargo, esta estrategia
parece ser menos sensible que la deteccion degeantipp65 y la QRT-PCR para el
diagndstico de infeccion por CMV [97, 98].

A pesar de las mejoras introducidas con la utit@ade la QRT-PCR, debido
a la falta de estandarizacion y a la variabilidéel/ada de los resultados de cargas
virales de los distintos ensayos disponibles coialenente como demuestran distintos
estudios comparativos [99, 100], durante mucho gemo se han podido establecer
puntos de corte de carga viral para el inicio datniento en la estrategia de
tratamiento anticipado. Ademas, existen difereneiatre cargas virales observadas en
funcién del tipo de muestra utilizada para la deteacion [58, 101-104]. Las guias de
practica clinica recomendaban que cada centro lesiata su propio umbral de
replicaciéon en funcién de la metodologia disponilde la experiencia previa y del
riesgo de infeccion de cada paciente [80]. En 2810rganizacion Mundial de la Salud
(OMS) publicé por primera vez una referencia inderanal para la cuantificacion de
acidos nucleicos de CMV, que permiti6 la calibraciy estandarizacion entre
laboratorios [105]. Este estandar permitié la cosiée de las copias por mililitros
(copias/mL) obtenidas tradicionalmente a Unidadegerhacionales por mililitro

(Ul/mL) facilitando la extrapolacion y comparaciéntre diferentes centros.

2.1.4 Determinacién de serologia

Aunque se han evaluado y descrito diversas técniealeteccion de anticuerpos
especificos frente a CMV IgG o IgM, los métodos immenzimaticos (ELISA) son los
mas utilizados por su alta sensibilidad y capacideduantificacion. La deteccion de
IgM especifica de CMV se utiliza como indicadoridiccion aguda reciente. Por su
parte, la deteccién de anticuerpos IgG se utilimaek periodo pre-trasplante como
marcador subrogado de infeccion previa por CMV,apdeterminar el riesgo de
infeccidn por CMV de los pacientes (apartado 2.28l)nque la conversion seroldgica
es el marcador de primoinfeccion en pacientes temp seronegativos, el papel de la
serologia en el periodo pos-trasplante en cuantiagndstico de infeccion es muy
limitado, y no es util para el diagnéstico de emiedad activa de CMV [106]. Ademas,

las transfusiones de sangre de donantes con skeropmsitiva pueden alterar la
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serologia de receptores con serologia negativalopque el resultado de un test de
serologia realizado previamente a la realizaci6esties procesos son mas fiables.

2.1.5 Histopatologia

La infeccion por CMV se caracteriza por la forndacde inclusiones con forma
de "ojo de buho" o efecto citomegalico, identifiagubr primera vez en 1910 en recién
nacidos [107] (Figura 4A) y posteriormente en 19édtre pacientes trasplantados de
organo so6lido[108]. La enfermedad de érgano caupad&MV, excepto en el caso de
la retinitis o enfermedad del sistema nerviosotragndebe ser confirmada por
inmunohistoquimica (Figura 4B) o hibridacion situ de DNA [109-111]. La
identificacion de cuerpos de inclusion o antigemwales en material biopsiado o
células de lavado broncoalveolar mediante tinci@munolégica muestra una alta
especificidad para CMV [112, 113]. Sin embargo,sprea una serie de limitaciones
como su naturaleza invasiva y la discordancia elogehallazgos en tejido y otras

técnicas de cuantificacion de carga viral [114].

’ }oB g *

w ¥

' - ‘

£
| N

b4

Figura 4. Identificacion histopatologica de CMV. (A) Formacion de inclusiones
intranucleares con forma de "ojo de buho" en uhaaépitelial infectada (Griffithet

al. 2015). (B) Tipica inmunohistoquimica positiva pioicion de CMV en células con
efecto citomegalico. Las células que se tifien pesgncia de CMV muestran una
coloracidbn marrén, mientras que las que no estféctadas se mantienen azules
(Chemalyet al. 2004).
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2.2 Factores de riesgo para la infeccién y enfermiad por CMV

Los factores de riesgo de infeccion por CMV y enfedad tras el trasplante
estan determinados por el seroestatus frente a @dldonante y del receptor, el tipo
de drgano trasplantado, el estado basal de inmpressan del paciente y la estrategia

de prevencion de infeccién por CMV utilizada.

2.2.1 Seroestatus del donante y el receptor

El seroestatus del donante y del receptor preaibssplante es la variable mas
utilizada para determinar el riesgo de infecci@s tel trasplante. De esta forma, en el
trasplante de 6rgano sélido, los pacientes sertimeggR-) que reciben un érgano de
un donante seropositivo (D+) presentan un maymgdede infeccion y por tanto
enfermedad por CMV, como resultado de la reactbradel virus latente transmitido en
el érgano donado que ocurre entre 30%-70% de kissda6]. Los pacientes R- ademas
de estar sometidos a una inmunosupresion farmdcalédfa, no han desarrollado una
infeccion previa al trasplante y por tanto no halyuirido una respuesta inmune
especifica frente a CMV. Ademas, los receptoregtipos que reciben un injerto de un
donante seropositivo (R+/D+) o seronegativo (R+/[39 consideran de riesgo
intermedio, en los que el desarrollo de infecciGede deberse a una reactivacion del
virus latente o0 a una super-infeccion con unapestiiferente [115]. Los trasplantes R-
/D- son los que presentan el menor riesgo de eefimthpor CMV entre el 1-2% en el
primer afio pos-trasplante. En un estudio recieesdizado en una cohorte de 641
pacientes trasplantados de rifion demostré unaeincid acumulada de enfermedad por
CMV tras la discontinuacion de la profilaxis unisar de 26,2 % en pacientes D+/R-,
7,4% en D+/R+ y 3,1% en D-/R+ a los 6 meses [108fo estudio de pacientes
trasplantados de rifion e higado que recibian pxidil universal, la incidencia de
enfermedad por CMV fue de 19,2 % y 31,3 % respawgtente en una cohorte de alto
riesgo (D+/R-), una incidencia mucho mayor que aagntes R-/D-, con un 2,5 % y

3,2 % respectivamente [117].
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2.2.2 Tipo de érgano trasplantado

Entre los trasplantes de d6rgano solido, los péeseocon trasplante de pulmon,
pancreas e intestino presentan un mayor riesgoedarmllo de infeccion por CMV
comparado con pacientes trasplantados de rifidgagldni que esta relacionado con la
intensidad de la inmunosupresion y la cantidadefiéa linfoide trasplantado [118]. La
mayor incidencia de infeccion y enfermedad por Cb&/produce en el trasplante de
pulmén con un 54%-92%, datos que varian en funadi@ la serologia del
receptor/donante, y entre el 40%-75% de neumocdtisada por CMV [71, 119]. De
hecho, la mortalidad asociada a infeccion primpoiaCMV puede ser de hasta el 54%,
que se asocia al incremento de super-infeccionmopares en el primer afio pos-
trasplante [120]. Finalmente, el trasplante derrigé el que presenta menor riesgo de
enfermedad por CMV (8%-32%) aunque el trasplamteubaineo de rifidn y pancreas

aumenta el riesgo de enfermedad [121].

2.2.3 Inmunosupresion o defectos del sistema inmune

Los pacientes con inmunosupresion grave presaitaniesgo de enfermedad
por CMV. El nivel de inmunosupresion esta influad por muchos factores como son
la dosis, duracion y tipo de inmunosupresor, endelad basal del sistema inmune
adaptativo, la edad o el desarrollo de comorbikdgd 22]. Los inmunosupresores que
se han asociado con mayor incidencia de enfermpdadCMV son altas dosis de
micofenolato mofetilo (MMF) [123], la globulina asdinfocito humana, la globulina
anti-timocito, los anticuerpos anti-CD3 y los an@gos anti-CD52, especialmente
cuando son usados para el tratamiento del rechgzdoal67]. Sin embargo, otros
inmunosupresores como los inhibidores de m-TORegvetolimus se han asociado con
un menor riesgo de infeccion y enfermedad por CI24]. Por otra parte, los defectos
en el sistema inmune adaptativo pueden disminwageacidad de respuesta del sistema
inmune a la infeccion y relacionarse, por tantm go mayor riesgo de enfermedad por
CMV. Estos defectos incluyen polimorfismos en lenes TLR (del inglés Toll-like
receptor), deficiencia o polimorfismos en la leatde unién a manosa (MBL, del inglés
mannose binding lectin) [125, 126], deficienciasl&mxpresion de citoquinas [127] o
deficiencia de células CDé4 CD8 [128, 129].
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2.3 Prevencion de la infeccion por CMV

Como resultado de los avances realizados en tiegeggas de prevencion de la
infeccion por CMV se ha producido una disminucidnla mortalidad relacionada con
CMV, en la enfermedad invasiva de tejido y en ledencia de efectos indirectos en
pacientes trasplantados. Las dos estrategias raedawai@s para prevenir la enfermedad
por CMV en el paciente trasplantado son la proflaxiversal y la terapia anticipada

con monitorizaciéon de la viremia de CMV.
a) Profilaxis universal

La profilaxis universal implica la administracide tratamiento antiviral a todos
los pacientes en riesgo de infeccién por CMV, iniatagnente después del trasplante
(normalmente en los primeros 10 dias), y se coatpar un periodo que varia entre los
3 y 6 meses, dependiendo del seroestatus del dopatel receptor, asi como del tipo
de organo trasplantado. En este sentido, la durapéima del periodo profilactico ha
sido objetivo de varios estudios. Humat al. demostraron que en pacientes
trasplantados de rifion de alto riesgo de infecguam CMV, la incidencia de
enfermedad tardia por CMV era significativament@onen pacientes con 200 dias de
profilaxis con valganciclovir comparado con pacesntratados durante 100 dias [130].
Como consecuencia, la ampliacion de la profilaxi20@ dias ha sido adoptada en
muchos programas de trasplante de higado, corazgamgreas. Por otra parte, otro
beneficio aportado por la profilaxis universal @glisminucion de los efectos indirectos
relacionados con la infeccion por CMV, relacionados el rechazo o pérdida del
injerto, las infecciones oportunistas y la mor@did[55, 131]. Sin embargo, la
utilizacién de esta estrategia profilactica esticaslas a desventajas como la toxicidad
causada por el tratamiento antiviral y la incidandé enfermedad tardia por CMV que

se produce una vez finalizado el periodo profic{b5, 130].

b) Tratamiento anticipado

La estrategia de tratamiento anticipado consistelae administracion de
tratamiento antiviral s6lo cuando se detectan @gué replicacion viral, por encima de
un umbral definido. Esta estrategia anticipada licapla monitorizacién regular y

seguimiento de los pacientes y la determinacidiaslecargas virales con técnicas de
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diagnédstico cuantitativas (antigenemia o QRT-P@R).aquellos pacientes con carga
viral de CMV positiva se instaura el tratamientdharal evitando la progresion de la
infeccidn que es discontinuado una vez deja dec@dese replicacion viral, evitando
efectos adversos como la toxicidad del tratamieantviral y el coste asociado.
Ademas, como se explica en apartados posteriogb&gjala que el paciente se expone
de forma controlada al virus se facilita el dedbrrde una inmunidad celular especifica
frente a CMV, que se traduce en una menor incideteienfermedad por CMV [132-
134]. Sin embargo, una de sus principales deswntag el elevado coste de
monitorizacion de los pacientes y el aumento dgliséiento del paciente que requiere
una buena coordinacion. Ademas, no protege al macigle otras infecciones
oportunistas ni de los efectos indirectos causgmwsla exposicion del organismo a
CMV [135]. Por otro lado, una de las dificultadesld utilizacion de esta estrategia es
gue no existe un consenso generalizado en la gaéadtnica respecto a la carga viral de
CMV a partir de la cual administrar tratamiento. ©studio reciente realizado en
nuestro grupo, ha determinado un punto de cort8.9@3 Ul/ml para el inicio del
tratamiento antiviral en pacientes con TOS serdposi [136]. Sin embargo, seria
necesario comprobar y establecer puntos de caatasgiros grupos de trasplantes y su
aplicabilidad en diferentes centros.

¢) Comparacion de estrategias

Varios estudios han comparado la administraciérprddilaxis universal y el
tratamiento anticipado generando controversia mspa la estrategia mas segura o
efectiva. En un ensayo clinico llevado a cabo ea cohorte de 98 pacientes con
trasplante de rifion, se demostré que ambas esémidg tratamiento reducian el riesgo
de enfermedad y mortalidad por CMV, y no se enewmoir diferencias significativas
[137, 138]. Sin embargo, en otro estudio realizadoel mismo tipo de pacientes se
sugirié un posible efecto beneficioso de la estriat@rofilactica. La profilaxis redujo
hasta el 65% (13/73 versus 33/65 pacientes) ldencia de infecciébn por CMV en un
periodo de 12 meses pos-trasplante y la supenitvedel érgano trasplantado
incrementd hasta 4 afos pos-trasplante [139]. @oatnente, varios meta-analisis han
demostrado que el tratamiento anticipado es masivadeen reducir el riesgo relativo de
infeccién por CMV, aunque la mortalidad global sirailar [135, 140].
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Aunque en teoria la profilaxis deberia inducir amayor tasa de resistencias, la
aparicion de resistencias a antivirales no se beiado especialmente a ninguna de las
estrategias preventivas [141, 142]. Sin embargbassgsociado una mayor incidencia de
rechazo agudo (comprobado por biopsia) y una meuopervivencia del injerto en

pacientes con tratamiento anticipado [143].

Aunque las guias recomiendan el uso de profildkmte a tratamiento
anticipado en pacientes de alto riesgo de infecp@nCMYV, en algunos centros se
utiliza la combinacion de ambas estrategias, dtengeofilaxis es administrada durante
el periodo de mayor riesgo de enfermedad por CMVseycontinla con terapia
anticipada en el periodo de menor riesgo. Sin egohban cada centro se debe hacer
balance de los beneficios aportados por cada unasdestrategias en funcion de la
frecuencia de enfermedad por CMV diagnosticada@afgacidad de monitorizar a los
pacientes, el coste de tratamiento antivirales agridstico y la incidencia de otras

infecciones oportunistas, perdida de injerto y ad@tad [144].

2.3.1 Farmacos antivirales.

En las Ultimas dos décadas, la primera estratEgevencion y tratamiento de
la infeccion por CMV ha sido la administracion dangiclovir, o valganciclovir,
farmaco que inhiben la sintesis de ADN viral porplaimerasa. Generalmente, el
valganciclovir oral es preferido con respecto ahgjeovir debido a su mayor
biodisponibilidad y su comparable efectividad enplavencion de enfermedad por
CMV en pacientes trasplantados de érgano sélidoefiGacia de la utilizacién de
valganciclovirvs. ganciclovir ha sido objeto de varios estudios. ddtudio realizado
por Payaet al. en 364 pacientes trasplantados de 6rgano sotidoalto riesgo de
infeccidn por CMV demostro una eficacia similarreriaa profilaxis con valganciclovir
vs. ganciclovir. Sin embargo, en el contexto depi@te hepatico el valganciclovir se
asocio con un mayor ratio de enfermedad invasiviejoo comparado con ganciclovir
oral [145], aunque otros estudios no observaroargliicias independientemente del
farmaco administrado [146], y demostraron un in@eio de hasta 4 veces en el riesgo
de enfermedad tras la discontinuacién de la pradil@on valganciclovir comparado
con ganciclovir intravenoso u oral (22%, 5% y 6 r&pectivamente) [147]. Por otro

lado, la administracion prolongada de valganciclow ganciclovir podrian
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desencadenar el desarrollo de resistencias. Las gara el manejo de la infeccion por
CMV sugieren en los casos de detectarse resistén@asibilidad de incrementar la
dosis de ganciclovir en pacientes con riesgo deredad moderada o leve, o
administrar foscarnet en pacientes con enfermedasi grave, [148]. Foscarnet es un
analogo del pirofosfato inorganico que inhibe l&ardel pirofosfato a la polimerasa,
impidiendo la replicacion de CMV. Sin embargo, @adsu elevada toxicidad, otras

alternativas estan siendo investigadas en la ataofl49].

3. Respuesta inmune frente a CMV y su papel en edmtrol de la
infeccion

CMV se controla de forma efectiva en individuosias® lo que sugiere la
existencia de un balance entre el virus y la respusnmune del hospedador que
permite la persistencia del virus de forma subigin Sin embargo, en ciertas
situaciones como la inmunosupresion en las quebasdace esta alterado, se produce la
replicacion de CMV no controlada y por tanto logliwiduos inmunodeprimidos
presentan un mayor riesgo de infeccion o reactwaale CMV. El control
inmunologico de CMV implica la combinacion de ambaspuestas del sistema

inmune: innata y adaptativa.

3.1 Respuesta innata frente a CMV

La respuesta inmune innata es la primera linedeflensa frente a la infeccion
por CMV. La deteccion de virus se lleva a cabolpsreceptores de reconocimiento de
patrones (PRRSs), entre los que se encuentrareteptores Toll (TLR) [14]. Varios
estudios han demostrado que las glicoproteinas @B ge CMV estan implicadas en el
reconocimiento de los receptores TLR de tipo 2 gcando la activacion de rutas de
transduccion de sefiales dependiente dexBIf150]. Al mismo tiempo se produce el
reclutamiento de células presentadoras de antigé&iigs, del inglés antigen presenting
cells), fagocitos y células NK (del inglés natukdler o asesina natural) [14]. Estas

ultimas células son consideradas el puente enisteina inmune innato y adaptativo
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por su habilidad de ejercer una funcién citotoxycademas liberar citoquinas que
producen la maduracion del sistema inmune adaptgtien particular de las células T
[151]. Entre los diversos mecanismos y rutas adtigsadestaca la produccion de
citoquinas inflamatorias, IFN de tipo | y molécules-estimulatorias implicadas en
regulacion, necesarias para controlar la infecgiGubsecuentemente dar lugar a una
respuesta inmune adaptativa de alta calidad [1dgn#és, existen un gran numero de
evidencias que sugieren que las células NK juegapapel crucial en la defensa frente
a infecciones virales, aunque su papel especificla énfeccion por CMV no esta del
todo caracterizado [152, 153].

3.2 Respuesta adaptativa frente a CMV.

3.2.1 Respuesta celular especifica mediada ptoditos T

CMV es un gran inductor del sistema inmune congmm@on otros virus. De
hecho, en individuos sanos inmunocompetentes comologéa positiva
aproximadamente el 10% de las células T presenteargre periférica son especificas
para antigenos de CMV [45] y esta proporcion pukgmr hasta el 40% en ancianos
[154-157]. Las células T efectoras CD8 CD4 ofT son imprescindibles para la
resolucion de los episodios de replicacion por CH88, 159]. Mientras que la
expansion de las células T CD#incionales es necesaria para el mantenimientasde
células TCD8' funcionales [160], las células T CD@&ctivadas especificas de CMV
secretan citoquinas con actividad antiviral y cagest de lisar células infectadas por
CMV [161].

En pacientes inmunodeprimidos, el desarrollo de ummunidad celular
especifica de CMV se ha relacionado con un meersgo de desarrollo de infeccion y
enfermedad [133, 162-166]. La utilidad de la inndiawi especifica ha sido demostrada
en diferentes escenarios, como el efecto terapéuyi@ que en algunos casos los
pacientes aclaran la infeccion tras adquirir inrdadicelular especifica frente a CMV
sin necesidad de tratamiento [133], o la corréla@ncontrada entre los niveles de
secrecion de IFNymedidos por QuantiFERON®-CMV tras la finalizacioe ta

profilaxis universal en la que los pacientes contest positivo tenian una menor
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incidencia de enfermedad comparados con los pasierdn resultados negativos o
indeterminados (6,4% , 22,2% y 58,3%, P<0.001) [ 1®8&mbién se ha demostrado la
utilidad de la medicién de la respuesta de célllasspecifica de CMV previa al
trasplante. Bestaret al. propusieron la medicion pre-trasplante de la respueelular
especifica al antigeno IE-1 para identificar a j@Eientes con mayor riesgo de
infeccion por CMV, ya que aquellos pacientes cdiedcion mostraban una menor
respuesta celular T pretrasplante [168], y magnéemente Cantisast al. demostraron
que los pacientes con prueba pre-trasplante “raiivad medida por QuantiFERON®-
CMV (IFNy <0,2 Ul/ml) tenian mayor riesgo de replicacioralien el pos-trasplante
respecto a los pacientes “reactivos” ({FXD,2 Ul/ml) [169]. Por el contrario, otros
autores han publicado resultados donde no se emauema asociacion significativa
entre la respuesta celular a antigenos especde@®@MV y la ocurrencia de replicacion
viral [170, 171]. La Rosat al analizaron los niveles de viremia y la producaitén
IFN-y por los linfocitos T CD8y CD4" en 17 pacientes trasplantados D+/R- tras la
discontinuacion de la profilaxis. Utilizando los ptidos PepMix IE-1 y pp65,
demostraron que la respuesta a ambos antigenoedecfa el desarrollo posterior de
enfermedad. De hecho, en el grupo de pacientesrfaimedad, la respuesta CD8
IFN-y* frente a pp65 en el primer mes tras la discontidnade la profilaxis fue mayor
que para el grupo de los pacientes asintomaticos.eBtas razones, propusieron la
utilidad de caracterizar otras citoquinas ademabl=bley” o utilizar otros antigenos de
CMV para la evaluacion de la respuesta celular.| riiemo modo, Eidet al. no
encontraron asociacion entre la respuesta de sélulaspecificas de CMV con el
desarrollo subsecuente de viremia en un grupo dergas trasplantados de rifién
tratados con profilaxis universal. Sin embargapaten este resultado al bajo nimero
de pacientes D+/R- incluidos (n=11) y la escasarenugia de viremia en los receptores

seropositivos.

Una alternativa interesante que ha surgido coongexuencia de los resultados
que demostraban la utilidad de la respuesta celll@D8 y CD4 para conferir
proteccion frente a CMV ha sido la inmunoterapia2[1173]. Para llevar a cabo esta
terapia, las células T CD4 CD8' especificas de CMV de un donante son estimuladas
in vitro usando un lisado o péptidos especificos de CM¥ pargo ser transferidas al
paciente. Esta estrategia ha dado resultados pedores especialmente en el contexto

de trasplante hematopoyeético [160]. Aunque su estw sido limitado en trasplante de
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organo solido, se ha estudiado un caso de traspiEnpulmdn con neumonia causada
por CMV resistente a ganciclovir demostrando upédeaexpansion celulan vivo tras

la inmununoterapia que se asocidé a una eficierggepcion de la replicacion viral
[174].

3.2.2 Respuesta humoral y anticuerpos neutralizante

El papel de la respuesta mediada por anticuerpds @roteccion frente a la
infeccién por CMV sigue siendo un tema de debai®{l78]. La infeccion por CMV
induce la produccion de inmunoglobulinas IgM, IgA IgG. Mientras que los
anticuerpos IgM e IgA pueden persistir entre 2-8sese y hasta un afo,
respectivamente, las IgG perduran de por vidagmentando su titulo tras sucesivas
reactivaciones pero declinando con el paso delpiefd9]. La deteccién de IgG
especificos de CMV se utiliza para estableceresdgo de infeccion por CMV de los
pacientes que van a someterse a un trasplantentiiargo, la relacion entre los niveles
de IgG vy el riesgo de infeccion pos-trasplante acsilo caracterizada. Humer al.
compararon 100 dias de profilaxis con ganciclovivatganciclovir en 352 pacientes
D+/R-, y observaron que la seroconversion a lose6as pos-trasplante era predictiva
de enfermedad subsecuente entre los 6 y 12 mddasdide de enfermedad fue de 1,3%
en pacientes que seroconvertian y de 10 % en pesigue no seroconvertian [106].

Debido a su posible efecto beneficioso, algunositreae administran
inmunoglobulinas intravenosas frente a CMV como ragsgjia profilactica,
particularmente a pacientes trasplantados de corgzdmon o intestino. Un relevante
ensayo clinico realizado en trasplantados pedidtride pulmén demostré que la
profilaxis con inmunoglobulinas reducia tres vedasprobabilidad de desarrollar
infeccibn por CMV. Sin embargo, no pudo asociarem wna disminucién de
enfermedad, ni con el desarrollo de morbilidad ®hdrasplante, o que sugeria la

necesidad de ampliar este estudio [179].

Los anticuerpos IgG dirigidos a glicoproteinaslalenvuelta de CMV capaces
de bloquear la infeccidn se identifican como amtipos neutralizantes. La mayoria de
informacion disponible sobre estos anticuerposas len la infeccion congénita por

CMV. Varios estudios han relacionado la presenaaadticuerpos anti-CMV en
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mujeres seropositivas o tratadas con inmunogloasildurante el embarazo con una
reduccion de la infeccion congénita por CMV [17& 7L Sin embargo, existen
estudios contradictorios en los que la adminisbracle inmunoglobulinas en mujeres
embarazadas comparando con placebo no pudo aso@arsna reduccion de la
transmision intrauterina de CMV [180]. En el conitexlel trasplante, el papel de los
anticuerpos neutralizantes y su cinética de adxdrsitras la infeccion primaria esté
poco caracterizado. Un meta-analisis de 698 pasemasplantados de 6rgano solido
(TOS) demostro que la administracion de inmunodiobs aumenta la supervivencia
general y reduce la enfermedad y muerte asocia@dd\a[178]. Recientemente se ha
iniciado un nuevo ensayo clinico que estad todaviamarcha, en el que se han
seleccionado dos grupos de receptores de trasplaméé de alto riesgo para recibir
infusiones de anticuerpos especificos frente a GMMacebo, para determinar si los
anticuerpos reducen la transmision de CMV (Clinitaéls Gov. No. NCT01753167).
En el contexto de pacientes trasplantados de pitoges hematopoyéticos, Mufi@t

al. analizaron la cinética de anticuerpos en 296 suged6 pacientes seropositivos por
ensayo de microneutralizacion y analisis especifile anticuerpos anti-gB por
inmunofluorescencia. Ademas de que los niveles diewgerpos eran muy variables
entre pacientes, no encontraron relacién entrailedes de anticuerpos y la presencia o
ausencia de infeccion activa por CMV. En estos qudes, el aclaramiento de la
infeccion por CMV no se asocido con un aumento eriitelo de los anticuerpos
funcionales presentes en el suero [181].Una linditade los estudios realizados hasta
la fecha es que la mayoria de ellos han estudiasiahticuerpos neutralizantes en
modelos de infeccidén de fibroblastos. Sin embalapcepas de CMV que replican en
fibroblastos presentan diversos cambios genétiezpecto a cepas silvestres, y
muestran menor patogenicidad en voluntarios humaanss [182]. Ademas, durante
la infecciénin vivola primera barrera de infeccion por CMV son ldsleé epiteliales y
endoteliales. Estudios recientes han demostradelgeecanismo de entrada de CMV
varia dependiendo de la célula hospedadora. De festaa, mientras que la
glicoproteina gB y los complejos gH/gL/gO y gM/gdegan el papel principal en la
entrada en fibroblastos [14, 183], el complejo pewdrico gH/gL/pUL128-131a es
indispensable para la infeccion de células epiédiay no para la infeccion de
fibroblastos [184-186]. Por estas razones, todesrésultados obtenidos en estudios
previos en los que se estudiaban los anticuerpogatizantes usando modelos de

fibroblasto, podrian no estar identificando comgoleénte el espectro de actividad
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neutralizante, ya que los anticuerpos neutralizaoé@aces de bloquear la infeccion de
epitelio no estarian siendo identificados [187]m@oconsecuencia, diferentes estudios
sugieren que el uso de modelos de infeccion delfiastos no seria suficiente para
describir la respuesta de anticuerpos neutralizaespecificos de CMV y que seria
necesario, por tanto, testar la actividad neutrate de la infeccion por CMV sobre
células epiteliales y analizar su relacion con dagpesion clinica del paciente [188-
190]. De hecho, los estudios en este sentido seréamizado en el contexto del
embarazo. Gernat al. en un estudio con 18 mujeres embarazadas concidifec
primaria por CMV en el que también se incluydé Sepores de TOS, identificaron una
actividad de anticuerpos neutralizantes frente avGMW células epiteliales 128 veces
mas elevada que en fibroblastos [190]. En la miéne@, Gerninet al. observaron una
asociacion entre altos niveles de anticuerpos al@gntes de la infeccion de células
epiteliales y un menor riesgo de infecciéon con@éiB8]. Este conjunto de resultados
podria sugerir que el complejo pentamérico gH/glL/p28-131a requerido para la
infeccion de células epiteliales es la principadndi de la inmunidad mediada por
anticuerpos y responsable de la induccion de uspuesta efectiva frente a la

diseminacioén del virus in vivo.

3.2.3. Métodos de deteccion de la respuesta inrespecifica frente a CMV

En la actualidad existen varios métodos disposilglara la cuantificacion y
caracterizacion funcional de la respuesta de Elllaspecifica de CMV [191]. Entre
ellos destacan los ensayos de determinacion dey.llE-técnica de QuantiFERON®-
CMV basada en ELISA, la unica que ha sido aprobamaEuropa, es una técnica
sencilla, de minima manipulacion, estandarizadeyothible comercialmente [50, 192-
195]. Sin embargo, sélo evalla la inmunidad medgadinfocitos T CD8y no CD4.
Por otra parte, los métodos basados en la tin@eckptores de superficie y citoquinas
intracelulares utilizando citometria de flujo sa& ltanvertido en el modelo de referencia
para evaluar el fenotipo funcional de la pobladércélulas T previamente estimuladas.
Una ventaja de esta técnica es que se pueden amaorpiferentes anticuerpos

monoclonales que reconocen proteinas intracelu(@mgsa, IL-2, MIP1-b, CD107a y

sobre todo IFN) o proteinas de superficie (CD4, CD8, CD27,CD28RZ,CD62L).

29



Introduccién

En este ensayo la sangre completa o células moleames de sangre periférica
(PBMCs) son estimuladas con antigenos selecciordal@MV cuya naturaleza (lisado
de células infectadas, proteinas recombinantesjlaséldendriticas cargadas con
proteinas o péptidos inmunogénicos, péptidos inm@mcos individuales o librerias
de péptidos solapantes) depende de la poblaciécélldas T diana que se quiera
estimular.

Por otro lado, la técnica de ELISPOT aunque eamahte sensible, no
diferencia entre células T CD4 CDS8. Ha sido comercializada recientemente
(Lophius kit T-Track® CMV, Lophius Biosciences,@any) basada en la
estimulacion de PBMCs con proteinas de CMV (pp63E%) y la subsecuente
cuantificacion del numero de células T que secréfy. Finalmente, los ensayos
basados en multimeros de MHC se basan en la tirdii@cta de células T CD8
especificas de CMV con tetrameros, pentameros org@sntemente dexameros de
MHC de clase | unidos a su péptido antigénico. Eatayo puede ser realizado sobre
PBMCs o sangre completa y mide la frecuencia detifeos de células T [196-198]. Sin
embargo, no da informacién sobre si las célulasctietias son funcionales, como con la
tincion de citoquinas intracelulares [199]. Poreeasiotivo, a pesar de ser una técnica

muy poderosa, su valor con fines diagnodsticos paedémitado.

4. Vacunas

4.1 Antigenos de CMV que inducen una respuesta cé&uy humoral

Aunque el genoma de CMV es de aproximadamenteK236on mas de 165
ORFs [7], s6lo se ha estudiado la respuesta inmwsuecorrelacion con el control de la
replicacion de un numero de proteinas virales nedycido. Como se ha mencionado
anteriormente, la presencia de células T ThAd CD8 T especificas de CMV en
sangre periférica se correlaciona con el contrdidafeccion por CMV en el periodo
postrasplante [133, 157]. La mayoria de los estudle inmunidad celular han
empleado los antigenos virales UL123 (proteina)lg-UL83 (proteina pp65) que se
expresan a altos niveles durante la infeccion \ig#l0], y se han asociado a la
induccion de una respuesta celular T efectiva érahtontrol de la infeccion por CMV

en el periodo postrasplante [200-204].
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Otros trabajos han caracterizado la respuestéacahgucida por otros antigenos
virales, aunque su correlacién con la protecciéntér a la infeccion por CMV necesita
ser estudiada en mas profundidad. En un estudiente¢c se utilizaron péptidos
solapantes de 15 aminoacidos que cubrian toda®Ris de CMV para estimular
linfocitos de individuos sanos seropositivos pak8MCEn este estudio se demostrd que
las células T CDBy CD4" especificas de CMV respondian a mas del 70% doREs
virales, indicando que la infecciémvivo por CMV induce una amplia respuesta celular
dirigida a un gran numero de antigenos [157]. Aderd@ esta forma fueron
identificadas como altamente antigénicas las prasepp28, pp50, gH, gB, US2,US3,
US6, UL18, UL55, UL83, UL86, UL99, UL153, UL32, IEy pp65 ya que fueron
capaces de inducir una respuesta inmune de cdlUlds7]. En otros dos estudios se
demostré que las proteinas virales gH, gB, IMP @D)1US6-US11, pp28, ppl50, IE2
y UL68 inducian una respuesta de células T de marearcélulas de individuos sanos
seropositivos [205, 206]. El conjunto de estosdzgibs, sugieren una vez mas que la
respuesta celular frente a CMV es una respuestsstaly que esta dirigida hacia un

gran namero de antigenos virales diferentes.

Aunque la infeccion por CMV induce una fuerte tesgia inmune humoral, su
papel en la defensa frente a la infeccion ha selurgdario y sélo parcialmente
investigado. Durante los 80 y hasta finales dQgl uso de antigenos recombinantes
de CMV ayudé a la identificacién de anticuerposititcea CMV en el suero de pacientes
en diferentes contextos clinicos [207-211]. La m&yale proteinas no estructurales
como las proteinas tempranas inmediatas (IE1 e IE2)roteina de unién al ADN
pUL57 y la ADN polimerasa (UL54) se han identifioacbmo inductores débiles de la
respuesta humoral comparado con otros antigenogcestles [212-214]. Por el
contrario, la proteina accesoria de polimerasa @YLihduce una fuerte respuesta
inmune en la mayoria de individuos tras la infegci@atural [212, 213]. Entre las
proteinas del tegumento, pp28 (UL99), pp38 (UL8Paxpecialmente pp65 (ULB3) y
ppl50 (UL32) han sido identificada como las masunagénicas [215-218]. Las
fosfolipoproteinas pp65 y ppl50 son altamente necipara ambos IgG y IgM tras la
infeccidbn primaria y son reconocidas por casi eD%O0de sueros de sujetos
seropositivos para CMV. Ademas, los anticuerpos@pit50 son altamente estables y
pueden ser detectados varios afios tras el trasplantp65 ha sido usada para

determinar el estado serologico y por tanto eboase infeccion tras el trasplante [207,
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215, 219]. Sin embargo, ninguna de estas protdivaizadas en la parte interna de las
estructuras del virion o expresadas durante lxdéide por CMV seria capaz de inducir

una respuesta de anticuerpos capaces de neuttalinégccion.

Las glicoproteinas B (UL55) y H (UL65) han sids laroteinas de la envuelta
mejor investigadas hasta el momento por su caphadanducir una fuerte respuesta
inmune de anticuerpos neutralizantes y que sorctdel@s en el 100% de sueros de
individuos infectados [218, 220, 221]. Asimismo,dlécoproteina M es de particular
interés por el hecho de ser una de las glicoprasaimas abundantes en la envuelta viral
[222, 223]. Tradicionalmente la atencion se haregiat en los complejos gH/gO/gL
(UL75/UL74/UL115) and gN/gM (UL73/UL100) como pripales complejos de
glicoproteinas inductoras de una respuesta de uanpios neutralizantes durante
infeccidn natural. Sin embargo, hallazgos reciegtes relacionan la administracion de
inmunoglobulinas especificas de CMV con la prdtetdrente a la infeccion [178],
han renovado el interés en el estudio de los aTpos neutralizantes dirigidos a
epitopos del complejo pentamérico gH/gL/pUL128-130-que previenen la infeccion
in vitro de células epiteliales y endoteliales pero noibimiflastos [207, 223] y que
parecen ser los mas abundantes en el pool de emiside individuos con menor
riesgo de infeccion por CMV [190, 207]. El conjomte datos obtenidos desde estudios
in vitro y ensayos clinicos sugieren que los anticuerpasralzantes frente a ciertas
proteinas virales podrian jugar un papel fundanhemtael control de la replicacion y

diseminacion de la infeccion por CMV.

4.2 Antigenos y vacunas evaluadas en ensayos

De las evidencias aportadas por los numerososjdsltpe demuestran la
compleja interaccion entre CMV vy el sistema inmwseeha propuesto que una vacuna
capaz de inducir una respuesta inmune humoral aleainte y celular especifica
podria ser eficaz para el control y prevencidénadiefieccion por CMV. El desarrollo de
una vacuna para CMV ha sido propuesta como pridrihala investigacion biomédica
por el Instituto de Medicina (IOM) [224]. Sin embar aunque NnuMerosos ensayos pre-
clinicos y clinicos de fase 1 y 2 han sido deskuok con diversos candidatos de

vacunas, ninguna ha sido licenciada hasta el mamddho de los problemas
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principales que ha obstaculizado el desarrollo ke wvacuna es la falta de un modelo
animal de infeccion por CMV [225] y la falta de senso respecto al punto final de los
ensayos clinicos [226]. A pesar de ello, multipkestrategias de vacuna se han

desarrollado en las pasadas cuatro décadas [227].

Hasta el momento, sélo se han llevado a cabcetresyos clinicos de fase 2 en
la poblacion trasplantada. En los afios 80 se tealiz estudio en 177 pacientes
trasplantados de rifibn seronegativos para CMV equel se evalué una vacuna de
CMV formulada con la cepa Towne atenuada. Estanatue efectiva en la reducciéon
de la incidencia de infeccion en comparacion caulaaebo, aunque redujo la gravedad
de la enfermedad por CMV [228]. Ademas, no se gmision altos niveles de
anticuerpos neutralizantes de la infeccién por C&fMos individuos vacunados [229].
Posteriormente, una segunda vacuna basada enctprglieina B adyuvantada con
MF59 fue evaluada en una cohorte de pacienteddrdagos de rifion e higado, siendo
la enfermedad de 6rgano por CMV la variable anddzeomo endpoint. En este caso,
no hubo diferencias en la incidencia de enfermentadntrada en el grupo vacunado o
placebo, por lo que se analizaron las cargas sirglles anticuerpos neutralizantes de
unién a gB para evaluar la eficacia de la vacumna.eBta forma no se detectaron
diferencias en la incidencia de viremia entre gsJpaunque se observo que un
incremento de anticuerpos neutralizantes dirigidogB se correlacionaba con una
menor duracion de viremia [230]. Por udltimo, basfed en la idea de que los
anticuerpos anti-gB podrian ser efectivos en nkzawrala infeccion viral, mientras que
la respuesta celular inducida por la pp65 podriaesectiva en la reduccion de la
replicacién viral, se evalud en pacientes traspliwg una tercera vacuna consistente en
ADN plasmidico que codifica para los antigenosleg@B y pp65. Esta vacuna ha sido
evaluada en receptores de trasplante de progenhereatopoyéticos seropositivos para
CMV, demostrando que los pacientes vacunados empetaban menos episodios de
replicacién y de menor duracion que los paciengdggdipo placebo en el primer afio
postrasplante [231]. Estos estudios, en los queseraron bajos niveles de anticuerpos
y pocas células T especificos de gB , sugeriaretjgéecto protector observado en los
ensayos clinicos se asociaban principalmente @&dpuesta celular inducida por el

antigeno pp65 [231].
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5. Uso de nuevas tecnologias para la identificacidle antigenos

El nimero de antigenos de CMV evaluados como datai de vacuna en
ensayos preclinicos y clinicos ha sido relativamdrajo, sugiriendo que existen
antigenos que aunque no han sido caracterizadaljapotener la capacidad de
estimular una respuesta celular y/o humoral. E@ eshtexto, el uso de las tecnologias
de gendmica, transcriptbmica y proteOmica emergemqtedrian ser Utiles para
identificar antigenos virales que tengan caradieais deseables para el disefio de una
vacuna. Las técnicas basadas en el analisis mctiptoma, pueden ser utilizadas para
identificar genes virales que estan altamente egpies durante la infeccion de
diferentes tipos celulares, como han sugerido estugécientes que emplean el RNA-
Seq para caracterizar el transcriptoma de CMV henyamurino durante la infeccion
[232, 233].

5.1 Andlisis del transcriptoma

La transcriptémica estudia el conjunto de ARNsgcaitos desde el genoma de
un tipo celular en un tiempo y en unas condiciatetgrminadas. El conocimiento del
transcriptoma es esencial para poder interpresaglEmentos funcionales del genoma y
entender el desarrollo de enfermedades. De acwrdogma central de la Biologia
Molecular, un gen es transcrito a ARN mensajeroogtgriormente es traducido a
proteina. Aunque el ARN mensajero ha sido tradaimente considerado como un
simple mediador entre el ADN vy la proteina, el dedlm de nuevas herramientas de
secuenciacion ha demostrado que la complejidachdeganismo no es proporcional a
un incremento del nimero de genes, sino al tamafijordteoma y por consiguiente a la
complejidad del transcriptoma. En el procesamiel®loARN mensajero para eliminar
los intrones en un proceso regulado denomirsatioing (término inglés) para producir
un ARN maduro, ocasionalmente un exén puede seindddgc en un proceso
denominadacsplicing alternativo, dando por tanto lugar a un ARN mesrsagistinto
que dard lugar a una proteina diferente. Este pooeg considerado una de las fuentes
mas importantes de diversidad en los vertebrad®4$].[En los ultimos 10 afios se ha

hecho evidente que el transcriptoma tanto de ckid@ariotas como de algunos virus
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es mas complejo de lo supuesto previamente, ycest@uesto por distintas especies de
transcritos, incluyendo ARN mensajero, ARN no daodifite y pequefios ARNS.

A diferencia del genoma, el transcriptoma es difeg entre distintos tipos
celulares en un mismo organismo, es muy dinAmiguegde estar sujeto a cambios
rapidos en respuesta a diferentes estimulos (e$agss del ciclo celular, infeccién, o
presencia de diferentes drogas). ElI conocimienttsigerfiles transcripcionales tanto
de células como de microorganismos es esencialgbamatendimiento de como ocurre

una infeccion, su desarrollo y la patogénesis yoriota.

5.2 Secuenciacién masiva de nueva generacion y Rd&4.

El desarrollo de la secuenciacion masiva de ngewaracion (NGS, del inglés
next generation sequencingga permitido una secuenciaciéon de alto rendimignt
mayor resolucion que las técnicas anteriores simdaesidad de clonar y con
independencia de las secuencias disponibles drmat®es de datos. La tecnologia NGS
incluye un niumero de méetodos que se agrupan sagoireparacion de la muestra y la
plataforma de secuenciacion, con una gran varietadplicaciones, entre ellas la
caracterizacion de los transcriptomas celularesyideoorganismos y tejidos. El ensayo
de RNA-Seq es el primer método basado en secué@tigcie permite analizar el
transcriptoma completo con alto rendimiento y demép cuantitativa. Es posible
determinar la cantidad absoluta de cada una daedésculas de ARN en una poblacién
celular, y hacer comparaciones directas entre empatos. Ademas, permite la
deteccién de nuevas isoformas, fusiones de genagciones puntuales y otros
aspectos sin necesidad de conocer previamenteehs ggestudiados. A diferencia del
microarray esta técnica tiene muy poco ruido deldoyno presenta limite superior de
cuantificacion. Consecuentemente tiene un amplgaadinamico para detectar los
transcritos. Ademas es una técnica muy reproducibledo lugar a resultados poco

variables cuando se comparan tanto réplicas téconaao bioldgicas.

La poblacién de ARN (total o fraccionado como (H) es convertido a una
libreria de fragmentos de ADNc con adaptadoresensales unidos a uno o ambos
extremos [235] (Figura 5). Tras la amplificacion s fragmentos de ADNc

procedentes de la muestra problema, se llevar®a laasecuenciacion de las mismas
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utilizando procesos especificos de la plataforma egtd siendo usada [236]. De esta
forma se obtendran lecturas tipicamente de entrdOB0pb dependiendo de la
tecnologia utilizada, que seran utilizadas paratepioses andlisis. Las lecturas
resultantes son alineadas a un genoma de referersna ensambladake novopara
construir un mapa de transcripcion. De esta formgadra revelar la localizacion
precisa de cambios de un solo nucleétido, la cd@mesntre exones e incluso identificar
nuevos transcriptos no identificados [237]. Perenad@ks de la identificacion de nuevos
transcritos, uno de los objetivos de la tecnoldgiA-Seq es cuantificar el nivel de
expresion de cada uno de los transcritos detectadosnparar el perfil de expresion

génica entre diferentes muestras [238].
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Figura 5. Secuenciacién masiva de ADNc (RNA-Seq) por la tedogia Roche 454.
(Adaptado de Sedano et al. 2012). Secuenciaci@dbam el principio de PCR en emulsion y

piro-secuenciacion
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5.3 Andlisis del transcriptoma de CMV

Desde la primera publicacion del genoma de CM\@90 [8, 12], numerosos
estudios han tratado de identificar la totalidadjeees virales mediante aproximaciones
bioinforméticas o prote6micas, utilizando las secies de ORFs anotadas en otros
microorganismos o por similitud con otras proteimasocidas para completar la
informacion existente de las ORFs de CMV. De estmd, se identificaron unas 150
ORFs para la cepa AD169 de CMV [7, 8]. Sin embadgbjdo a las limitaciones de los
modelos celulares de infeccion para CMV, el creeito lento de CMV en células en
cultivo y la falta de métodos efectivos para gen&reus mutante a causa del gran
tamano del genoma todavia se desconoce la fundadale aproximadamente la mitad
de estas ORFs. El uso de las nuevas tecnologidmsie molecular ha permitido ir

avanzando en el conocimiento del genoma y el trgatema de CMV.

La clonacion del genoma de CMV en un bacmido enaf@ 1999 facilitdé la
manipulacion genética del virus [239], y posterieme se han generado librerias de
mutantes por mutagénesis dirigida o aleatoria atadiar la funcionalidad de las
ORFs. En un estudio realizado en fibroblastos seoded que 41 de los ORFs eran
funcionalmente esenciales, 88 no esenciales y tabass implicados en el crecimiento
viral [11].

Por otra parte, varios estudios han tratado dézanal perfil de expresion de
los genes de CMV. A través de plataformas de micagase identificaron un total de
151 ORFs para la cepa AD169 de CMV [5]. Esta tectiie también utilizada por
Towler et al. para monitorizar la actividad del transcriptomdaleepa Merlin de CMV
a las 12, 14, 48 y 72 horas pos-infeccion en filagibs, en células epiteliales
pigmentadas de retina y en astrocitos. Identifitatma gran variedad de genes
diferencialmente regulados entre las tres etapamfdecion (inmediata, temprana y
tardia) dependiendo de tipo celular, sugiriendo lgisediferencias entre los factores
celulares expresados podrian ser responsables amdalacién de la expresion de
genes virales [240]. Sin embargo, es posible que asalisis por microarray no
abarcara el perfil total de expresién ya que pardiseio del experimento solo se
utilizan sondas generadas previamente en base @®R&S publicadas, por lo que

aguellos genes que no estan incluidos no serarificeaos.
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Utilizando librerias de ADNc se ha analizado elnscriptoma durante las
diferentes fases de replicacion de CMV en fibrdbssdemostrando que el 45% de los
clones provenian de regiones genomicas que halidan identificadas como no
codificantes, y el 55% de los clones de ADNc fuematisentidos a ORFs conocidas o
predichas [241, 242]. Ademas de que este tipoatesdrito podria servir como nuevas
dianas para el desarrollo de estrategias de imteide y tratamientos, estos resultados
sugieren que los mapas genomicos disponibles awtuéé basados en ORFs podrian

estar subestimando la verdadera complejidad derémiictos de los genes de CMV.

Mas recientemente, se ha utilizado RNA-Seq partzana! transcriptoma de la cepa
Merlin de CMV en fibroblastos infectados (72 hopssinfeccion) demostrando una
alta complejidad en el patron transcripcional de\Cillentificando un gran nimero de
regiones codificantes de proteinas, un gran nugherventos dsplicing solapamiento

de transcritos, y la presencia de ARN no codifiegnantisentido [232].

El conjunto de resultados expuestos, sugieren @qui@svaspectos deben tenerse en
cuenta en el estudio del transcriptoma de CMVasdiferencias en la expresion génica
de CMV en funcion del tipo celular infectado; bp@sar de contener un genoma con
alto numero de ORFs, contiene relativamente poed®les de poliadenilacion
requeridas para la terminacion de la transcripd@éios ARN mensajeros. Esto conlleva
la produccion de largos RNAs de elevada complejiladn solapamientos de ORFs
[243] y una gran cantidad de eventosgicing[244, 245].

A pesar del nimero de resultados disponibleraya@miento del transcriptoma
de CMV es aun parcial debido a las limitacioneslate ensayos y las condiciones
utilizadas, asi como a la complejidad propia quesgmta el transcriptoma de CMV.
Todo ello sugiere que el mapa gendémico actualmaisg®nible de CMV podria no ser
completo, ademas de ser necesaria el conocimi@httvashscriptoma del virus y de la

célula durante la infeccion de la célula hospedador
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Justificacion

A pesar de que la infeccion por CMV es generalmeasintomatica en
individuos inmunocompetentes, continla siendo umala$ principales causas de
morbilidad y mortalidad tras el trasplante de 6mgadlido. En los dltimos afios se han
realizado numerosos avances en las estrategiagdndmistracion de tratamiento, asi
como en los agentes antivirales utilizados paregprie la ocurrencia de enfermedad por
CMV. Los receptores de trasplante de Organo s@elmnegativos para CMV que
reciben un organo de un donante seropositivo, smsiderados de alto riesgo de
desarrollar infeccion por CMV. Las guias de practiclinica recomiendan la
administracion de profilaxis universal en estosigrgtes para prevenir la infeccion por
CMV. Sin embargo, la terapia anticipada en la guératamiento es administrado
unicamente cuando se desarrolla infeccion por CiVBsgnta numerosas ventajas. En
un estudio previo realizado por nuestro grupo dérae®s que la terapia anticipada en
receptores de alto riesgo era segura y promoviddpisicion de una respuesta de
células T especifica de CMV que se asocié con @ct@fterapéutico frente a la
infeccidbn. Los pacientes con inmunidad especifi@sadollaron episodios de
replicacion con cargas virales menores tras la mdad que fueron controladas sin
necesidad de tratamiento antiviral. Aunque encamguna relacion clara entre la
adquisicién de la respuesta inmune celular espacife CMV, seria necesario analizar
el papel de otros brazos de la respuesta inmureziéisp que podrian estar influyendo
en este efecto protector, asi como establecer putgaorte para poder aplicarlo a la
practica clinica.

Existen pocos estudios sobre la cinética de aidiprisde la respuesta humoral
especifica frente a CMV en pacientes de traspldetedrgano solido asi como la
relacion de dicha respuesta con el control defecamn y enfermedad por CMV. La
funcion fisiolégica de los anticuerpos durante rgeccion natural por CMV no esta
claramente definida. No se ha descrito una coigelaclara entre niveles elevados de
anticuerpos séricos especificos frente a CMV ykencia de infeccion por CMV. Por
otra parte, la respuesta mediada por anticuerpgsatizantes ha sido principalmente
estudiada en el contexto de infeccidn congénitaendds, la mayoria de estudios
realizados se han llevado a cabo en modelos debfédstos. Sin embargo, durante la
infecciénin vivo la primera barrera de infecciébn por CMV son lalsile§ epiteliales y
endoteliales, por lo que es importante estudiarcdpacidad de los anticuerpos
neutralizantes de bloquear la infeccion en esmsstcelulares. Ademas, es necesario

llevar a cabo la caracterizacion de la cinética atiuisicibon de anticuerpos
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neutralizantes en pacientes de alto riesgo deditiecy su relacion con la respuesta
celular especifica y el control de la infecciomyegmedad por CMV.

Por su parte, el desarrollo de una vacuna prexgeitente a la infeccion por
CMV ha ganado fuerza en los ultimos afios desddugupropuesto como prioridad por
el Instituto de Medicina americano (IOM). Se hamlimado distintos disefios de
vacunacion utilizando virus atenuados, DNA o praeirecombinantes, pero hasta el
momento ninguna de estas formulaciones han sidndiadas para su uso en humanos.
Es por ello que el conocimiento de los antigenoales, su expresion, y su papel

durante la infeccidn serian buenas aproximaciohéssarrollo de una vacuna efectiva.
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Hipotesis y Objetivos

Hipotesis

Las hipétesis de este estudio son:

a) El tratamiento anticipado, facilitado el contaentre el virus y el hospedador y
permite el desarrollo de una respuesta inmune g&@ede CMV en receptores TOS de
alto riesgo.

b) Ademas de la adquisicion de una respuesta inragpecifica de células T frente a
CMV para el control de la infeccion por CMV, es on@ante el papel de otros

componentes de la inmunidad como los anticuerposaizantes especificos de CMV.

c) El control de la replicacion por CMV tras eldpéante se relaciona con el aumento de

células T especificas frente a CMV y de anticuerpasralizantes.

d) Las cinéticas de adquisicion de anticuerpos rakzdantes especificos de CMV

capaces de bloquear la infeccidén de células fibsibs y epitelio podria ser diferentes.

e) No esta claro el efecto protector frente al dela de enfermedad por CMV y si es
el mismo de los anticuerpos neutralizantes espesifie CMV capaces de bloguear la
infeccidon de células fibroblastos y epitelio.

f) Una vacuna eficaz seria aquella capaz de induErrespuesta inmune especifica de
células T y de anticuerpos neutralizantes, sinaléw que ocurre tras la infeccion por

CMV in vivoen los pacientes trasplantados

Objetivos

2.1 Objetivo general

El objetivo general del presente estudio es caiaatela respuesta inmune celular y
humoral especifica de CMV tras el trasplante yedacion con la proteccion frente a la
infeccidn en pacientes que reciben un trasplant@rgino solido de alto riesgo para la
infeccién por CMV (R-/D+) y determinar si la resptee protectora puede ser utilizada

para el disefio de una vacuna.



Hipotesis y Objetivos

2.2 Objetivos especificos

a) Caracterizacion de la cinética de la respuastaohal especifica frente a CMV tras el

trasplante en receptores de TOS de alto riesgogareccion por CMV.

b) Relacionar la respuesta humoral y la respuestzéhlilas T especificas de CMV y su
relacion con la replicacion viral tras el traspéaptla progresion clinica de los pacientes
tales como proteccion de la enfermedad por CMMUntatalidad relacionada con el

trasplante y la supervivencia.

c) Determinar si los titulos de anticuerpos neinaates frente a CMV capaces de
bloquear la infeccion de células epiteliales ydiilastos tienen alguna relacion con el

control de la replicacion viral y el desarrolloeldermedad tras el trasplante.

d) Determinar si la seroconversion tras el tradplde los receptores R- y los niveles de
IgG especificos de CMV tienen alguna relacion docoatrol de la replicacion viral y

el desarrollo de enfermedad.

e) Determinar umbrales de la respuesta humoral Jadeespuesta de células T

especificas de CMV de proteccion frente a la irifetc
f) Analizar la respuesta inmune especifica de CWdtgztora frente a la infeccién.

g) Identificar proteinas virales capaces de induca respuesta inmune protectora para

el disefio de una vacuna.
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Abstract

Objectives. Although a CMV-specific T-cell response is asatail with reduced risk
for infection after transplantation, some patiestif develop CMV-disease. Thus, the
characterization of additional parameters of the\Gdpecific immune response that
correlatewith the control of CMV-infection and disease arit usein defining
thresholds that can be applied to clinical praciscef interest. Methods. In a cohort of
high-risk solid organ transplant recipientsewcharacterized CMV-specific T-cell
responses using intracellular cytokine stainingrugimulation with pp65 and IE-1
peptides, and levels of CMV-specific antibodies tradizing infection in fibroblast
(MRC-5) and epithelial (ARPE-19) cells using migeaitralization assays.

Results. Although patients with a positive@.25%CD8CD69IFN-y*) T-cell response
were 6.4 fold more protected (OR 6.4, 95% CI 1.682p<0.001) from CMV-infection
than patients without a response, 2 (4.2%) patidateloped disease. We defined a
cutoff titer for epithelial cell neutralizing antidies 0f>480 that correlated with disease
protection. Thus, patients with a CMV-specific Ttaesponse and titers480 were
14.2 fold more protected from CMV-infection (OR 2495% CI 5-40.2; p<0.001) and
had no episodes of CMV-disease.

Conclusions Our results indicate that antibodies neutralizapgthelial cell infection
may have an important role in long-term protecti@Quantification of antibodies
neutralizing epithelial cells, in addition to thec&ll response, may be useful for

identifying patients with lower risk for CMV-diseas

Key words: Cytomegalovirus; Antibodies Neutralizing EpittalCell Infection; Solid
organ transplant patients; Immune monitoring; Pratéra therapy.
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Introduction

Cytomegalovirus (CMV) infection continues to be ajon cause of direct and indirect
complications after solid organ transplantation TH®@]. Although the potential utility
of monitoring the CMV-specific T-cell response hbsen investigated in various
posttransplant scenarios, defining cut-off valuesrmmune parameters that can be used
to determine risk of infection is of interest. Urttoatley however, these studies are
scarce [2, 3]. In additigrthe role played by other components of the imnmasponse

is still unclear [4-7]. For instanc&MV-specific IgG levels are used to establish the
recipient’'s risk for developing CMV infection aftaransplantation however, the
relationship between IgG levels and post- trangptaon risk for infection has not been
characterizedAdditionally, most data regarding the ability ofutalizing antibodies to
control CMV infection come from studies describiogngenital infectior{6]. In the
transplant setting, little is known about the raled kinetics of neutralizing antibodies
after primary infection. A meta-analysis analyzB®8 solid organ transplant recipients
(SOTR), demonstrated that hyperimmunoglobulin adstration improved total
survival, and reduced CMV disease and CMV-assatideaths [8]. CMV neutralizing
antibodies have mostly been evaluated in the comtein vitro models using human
derived fibroblasts. However, epithelial and endb#h cells are the first physiologic
barrier encountered by CMV during natural infectiand thus results from fibroblast

based assays may fail to identify the whole spet@ineutralizing activity[9].

Different studies suggest that the use of fibrablaedels does not fully describe the
CMV specific antibody response, and that it wouddnecessary to assess epithelial cell
specific neutralizing activity and its relationshygth clinical outcomes [10-12]. In fact,
Gernaet al reported a more than 128-fold higher neutraliacgvity against CMV in
epithelial cells compared to fibroblasts in a sttit included 18 pregnant women with
primary CMV infection and 5 SOTR [12]. CMV infectioin SOTR at high risk for
CMV infection, (seronegative recipients receivingy@ft from a seropositive donor
(D+/R-), is an ideal context for characterizing @&V-specific immune response for a
number of reasons. First, patients have had noiquevCMV infection and
approximately 50% of them develop primary infectafter discontinuing prophylaxis
[13]. Thus, the CMV-specific immune response can dbaracterizedde novo
Additionally, SOT recipients at high risk that rewe pre-emptive treatment for CMV
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infection have been shown to control infection raftequiring a T-cell immune response
[2, 7, 14-16].

Based on these premises, the aim of this studytwaefine parameters of the CMV
specific immune response, both humoral and celltteat correlatevith the control of
CMV-infection and disease by characterizing theskos of the immune response and
its relationship with CMV infectiomn a cohort ofSOTR at high risk (D+/R-) for CMV

infection.
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Methods

Patient follow-up. We conducted an observational prospective cohodysat the
University Hospital Virgen del Rocio in Spain. Ad+/R- SOTR giving written
informed consent were included in the study fromriAB007 to December 2014.
Patients were excluded if they died within thetfitd days after transplantation or if
they received thymoglobulin as induction therapyoddl samples were collected
weekly for the first 3 months after transplantatiewery other week from month 3 to 6,
and monthly thereafter until one year of follow-uw@s completed. The study was
approved by the local Ethics Committee for Clini¢dsearch and the study was
conducted in accordance with the Declaration osHé&l and the Guidelines for Good

Clinical Practice.

Definitions. CMV infection and disease were defined according the
GESITRASEIMC/ REIPI recommendations based on thénitiens published by
Ljungmanet al. and The International Consensus Guidelines [17-A8]previously
described [2], patients received preemptive regsnethat consisted of oral
valganciclovir (900 mg/12 hr) according to currenstitutional guidelines, when a
positive real-time PCR test (above the limit of edtion of the PCR assay) was
detected, before the detection of a CMV-specificell-response, and was continued for
at least 2 weeks or until CMV viral loads were etettable below the limit of
detection. A replication episode was considered gbgod of time with detectable
viremia (above the limit of detection). Once a Cidpecific T-cell response was
detected, further episodes of CMV replication wexd treated and patients were
monitored [2]. However, if a significant increaseviiral load was detected (doubling
time of 1 day) patients were treated to avoid utradlied viral rebounds. All patients
received an immunosuppressive regimen accordintediospital transplant protocol

(see Supplementary material).

Viral load detection. CMV viral loads were determined in plasma using &ffigene
CMV trender assay (Sangtec Molecular Diagnostics B®®mma, Sweden) from April
2007 to October 2008, using the Quant CMV Light€y@.0 real-time PCR system
(Roche Applied Science) from October 2008 to A@i12 and using the Cobas
Ampliprep/Cobas Tagman CMV (Roche Applied Scienéegym April 2012 to
December 2014. Results were standardized to irttena units per millilitre (1U/ml)
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using the WHO International Standard for Human CfdiNucleic Acid Amplification
Technique (National Institute for Biological Standa and Controls, NIBSC 09/162).
The replication episode was considered as the gpesiween the day of the first

positive PCR result and the day of the first nagatesult.

Cells and viruses.MRC-5 human fetal lung fibroblasts (ATCC CCL-17k)d Human

ARPE-19 retinal pigment epithelial cells (ATCC CRBO2) were cultured in high
glucose Dulbecco’s modified Eagle medium-DMEM- (GBRL) supplemented with
10% fetal calf serum (HyClone Laboratories), 10,000L penicillin, 10 mg/L

streptomycin (Gibco-BRL). CMV strain AD169 (ATCC VB38) was propagated in
MRC-5 cells and CMV strain BADrUL131-Y4 (kindly pvaled by Dr. T. Shenk
Princeton University, USA), was propagated in AREEeells [20]. Viral titers were
determined by limiting dilution in 96-well platesing MRC-5 cells.

Determination of neutralizing antibody titers. Neutralizing antibody titers were
determined by microneutralization assay as prelyoysublished, with minor
modifications [21] (see Supplementary material). tiééined the neutralizing antibody
titer as the serum titer that reduced virus infefstiby 50% or more compared with the
infected control using the following equation: [¢éasge OD of VC cells)-(average OD
of CC cells)]/2. Experiments were performed in degie and for each patient,
neutralizing antibody titers were determined atelins, five weeks after each
replication episode and at the end of follow-up.

Quantification of the CMV-specific T-cell response The CMV-specific T-cell
response was quantified as previously described(§8¢ Supplementary material).
Cytomegalovirus IgG Quantification. Total CMV-spiecilgG was quantified using
Elecsys 2010 (Roche) and samples were considesgtivponvhen higher than 1 1U/ml.

Statistical analysis.For analyzing categorical variables the Chi-squast or Fisher
Exact tests were used, and the Mann—-Whitney testusad for continuous variables.
CD69 expression and cytokine secretion were cordgarboth CD4 and CD8 T cells
between the different time points by the Wilcoxank sum test and Mann—Whitn&y
test. To determine a cut-off value of neutraliziagtibodies and IgG levels that
correlates with protection from CMV infection, reéex operating characteristic (ROC)

plots were performed. Sensitivity, specificity, pio® predictive value (PPV) and
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negative predictive value (NPV) were obtained wilie G-Stat software package
(version 2.0). The correlation between the acdarsitof a CMV-specific immune
response and the decrease in the incidence of C& lead was compared by the
Pearson correlation test. Logistical regressioneteodere performed to control for the
effect of the specific T-cell response and neutnadj antibodies response in protection
against CMV. Differences were considered statiiyicagnificant for P-values less than
0.05. All statistical analyses were performed ussiRfSS version 15.0 software (SPSS,
Chicago, IL).
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Results

Study population. A total of 54 D+/R- patients fulfilled study reqaments and 47 (25
kidney, 19 liver, 1 heart, 1 liver-kidney and 1damomposite) completed follow-up for
analysis. The clinical characteristics of the paeare shown in Table 1.

CMV infection. Forty-four (93.6%) patients developed a total d TIMV replication
episodes with a median of 3 episodes per pati@R @-3). The 44 (38.3%) episodes of
primary infection occurred at a median of 4 wedi( 3-6) after transplantation and
had a median duration of 28 days (IQR 22-47) withealian peak viral load of 7,077
IU/ml (IQR 2,061-23,332). The other 71 (61.7%) regiion episodes were recurrent
episodes of infection occurring at a median of B&ks (IQR 14-26), with significantly
lower duration (23 days; IQR 11-35, p= 0.014) aedkpviral load (2850 IU/ml; IQR
1,193-7,206; p=0.007; Table 2).

The CMV-specific T-cell immune responsef-orty-two (89.3%) patients developed a
CMV-specific T-cell response at a median of 15 vee@i)R 13-18), with a median of
1.01% CDS8CD69 T-cells producing INFt(IQR 0.4-1.6; Figure 1A) and 0.3%
CD4'CD69" T-cells producing INFy (IQR, 0.19-0.7; Figure 1B). Five (10.7%) patients
did not develop a CMV-specific T-cell response desphe fact that four of them
developed at least one CMV replication episodenduthe follow-up period (Figure
2A), with peak viral loads that ranged from 1,34%9P3 IU/ml (median of 10,733
Ul/ml), a duration of viremia of 21.5 days (IQR 27:5 days), that needed a median of
28.5 days of treatment (IQR 22-43.5 days).

Titers of antibodies neutralizing CMV infection of MRC-5 fibroblasts and ARPE-

19 epithelial cells. During the follow-up period a moderate increasetitars of

antibodies neutralizing fibroblast infection, thdid not depend on the number of
replication episodes, was detected, reaching aander of 40 (IQR, 5-160) at the end
of follow-up (Figure 3). In contrast, we found gymficant increase in antibodies
neutralizing epithelial cell infection that was e@epent on the number of CMV
replication episodes, reaching a median titer QREQR, 160-2560, Figure 3) at the

end of follow-up.
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Determination of a CMV-specific neutralizing antibody cut-off. We performed ROC
curve analysis to characterize the relationshipyvbeh having epithelial cell and
fibroblast neutralizing antibody titers and protectfrom CMV infection, and talefine
neutralizing antibodycut-offs that correlate with protection. We found no cortiela
between having fibroblast neutralizing antibodiesl ahe incidence of infection (see
Supplementary Figure 1A). However, the presenceemthelial cell neutralizing
antibody titers was predictive of protection aghi@V infection. The diagnostic
accuracy of epithelial cell neutralizing titers wds.6% (CI 80-91.2; Figure 4A) by
determining the area under the ROC curve. An ejpiheell neutralizing antibody titer
of 480 had a positive predictive value of 80.5%gasitivity of 70.1%, a specificity of
88.2% and a negative predictive value of 80.9%gyFe 4B). In our cohort, 35 (74.5%)
patients reached an epithelial cell neutralizingbaaly titer of 480 at a median of 31
weeks (IQR 20-47; Figure 2B). The other twelve $2b) patients did not reach an
epithelial cell neutralizing antibody titer of 48@spite the fact that 9 of them developed
a total of 24 replication episodes with a mediaakpeiral load of 4459 IU/ml (IQR
2184-11461 Ul/ml) and a median duration of 26 dd§¥R 13-31 days). Twenty-one
(87.5 %) of these episodes needed a median of Z2(HaR 6-49.2 days) of treatment.

Correlation between CMV-specific immune response ahCMV infection. We next
compared the incidence of CMV replication and tlegussition of a CMV-specific
immune response, using the following cut-offs: fércell immunity (0.25% of
CD8'CD69" T cells producing IFN, established previously) and for epithelial cell
neutralizing titer ¥480, established here). Overall, a significanteatron was found
between the acquisition of a T-cell immune respaase the acquisition of epithelial
cell neutralizing antibodies with titers >480 (laveregression r2 0.477, Pearson
correlation 0.691.; p<0.001; Figure 5). Of the 38.2%) patients who had developed
positive T-cell immunity and an epithelial cell melizing titer >480, 29 (87.9%) of
them had developed a T-cell response first comparnghl 4 (12.1%) patients that
developed an epithelial cell neutralizing antibddgr of 480 first. In the individual
analysis of the immune response, we found a ddlayroedian of 16 weeks (range 1-

40) between the acquisition of both types of immresponses. In 60.1% of patients, a
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median of 24 weeks separated the acquisition oftgme of immune response and the

acquisition of the second.

We found that the decline in incidence of episodésSCMV replication inversely
correlated with the acquisition of the CMV-specifiecell immune response (linear
regression r2 0.743, Pearson correlation -0.862).084) and especially with the
acquisition of epithelial cell neutralizing antibed (linear regression r2 0.951, Pearson
correlation -0.975; P<0.001; Figure 5). Patientdhwi positive T-cell response were 6.4
fold more protected from developing CMV infectio®@R 6.4, 95% CI 1.6-25.3;
p<0.001) and patients with epithelial cell neugialy antibodies >480 were 14.2 fold
more protected from developing CMV infection (OR.2,495% CI 5-40.2; p<0.001),
than patients without a response.

Twelve (28.5%) patients did not develop furthersedes of replication after acquiring a
T-cell response. However, the other 28 (66.6%)epédi experienced 42 replication
episodes in the post-immunity period, although witinificantly lower peak viral loads
(median peak viral load 2,318 IU/ml, IQR 1,129-3X&ompared with the episodes
occurring before T-cell immunity (p =0.01, Table. Z)wenty-one (50%) of these
episodes, with a median initial viral load of 881l (IQR 534-1319 Ul/ml) and a
median peak viral load of 1,174 IU/ml (IQR 810-2).4cleared without administration
of treatment within a median of 15 days (IQR 7-2@a&ys). The other 21 (50%)
episodes needed a median of 28 days (IQR 17-4%eatment and had significantly
higher peak viral loads (median 4,141 1U/ml, IQR63-12,105) compared with those
that spontaneously cleared (p<0.001; Figure 2A).

Of the 35 patients that reached an epithelial melltralizing titer of 480, 27 (77.1%)
had no further replication episodes. The otherB9®) patients developed a total of 12
recurrent replication episodes, of which only 6dezkantiviral treatment (Figure 2B).
The median peak viral load in patients with neigiad) antibodies titer$>480 was
significantly lower (1,129 1U/ml [IQR 533-2,354.3Js. 4,176 IU/ml [IQR 1,575.9-
16,198]; p=0.001) and needed fewer days of treat@ndays [IQR 20-32] vs. 38 days
[IQR 23-53]; p=0.05) compared with replication ejles that occurred in patients with
neutralizing antibodies <480 (Table 2).
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Correlation between CMV-specific IgG levels and CMYV infection. Forty-four
(93.6%) patients seroconverted early after tramgépteon at a median of 7 weeks (IQR
2-30.5) while the other 3 patients did not seroerhduring follow-up (Figure 2C). The
increase in IgG levels did not correlate with thember of replication episodes (see
Supplementary Figure 2). In addition, due to theamlity in 1gG levels, (range: 0.25
to 500 IU/ml) it was not possible to establish &affi value for protection from CMV

infection (Figure 6).

Incidence of CMV diseaseFour (8.5%) patients were diagnosed with CMV diseas

a median of 101 days (IQR 53-214 days) after tramsation with viral loads ranging

from 1,556 to 118,728 IU/ml. At the onset of symp& none of the patients had
epithelial cell neutralizing antibody titers >48Qhaugh, two (4.2%) of them had
acquired T-cell immmunity (Table 3). The patientghased with typhlitis after acquiring

a T-cell immune response did not complete the ¥allp protocol. All four patients had

positive outcomes.

Patient outcomes.Eleven (23.4%) patients had 12 episodes of acjgetien. Eleven

(91.6%) of the episodes occurred in the period wéhtralizing antibody titers<480 and
10 (83.3%) in the period without T-cell immunity gile 2). One patient had a
concomitant episode of CMV infection while the oti® patients had later replication
episodes a median of 14 days (IQR 7-42). None ®f3tlileaths were related to CMV

infection (1 biliary septic shock, 1 liver failurand 1 intestinal ischemia).
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Discussion

We analyzed the kinetics of acquisition of both louah and cellular responses aheir
correlation with control of CMV infectiom a cohort oSOTR at high risk (D+/R-) that
received preemptive treatment for CMV infectigithough numerous studies have
demonstrated the utility of assessing the CMV-dpedi-cell immune response after
transplantation to predict the risk of viral infiect and late-onset disease in the
posttransplant setting [3, 15, 22], other studmsfl no association between a T-cell
response against pp65 or IE1 antigens and theqgpi@diof CMV disease or viremia
[23, 24]. In addition, no thresholds have beenrdzfito apply these results in clinical
practice. We previously demonstrated that preeraphierapy, in addition to allowing a
reduction in treatment, was safe and effectivetfeating episodes of CMV infection
after transplantation and for preventing CMV digeimsSOT patients at high risk [2, 4].
Data presented here, from a larger cohort, confirat preemptive treatment of CMV
infection in patients at high risk promotes the wasiion of a CMV-specific T-cell
response that correlated with protection from iifec However, there is still a
minority of patients with an acquired CMV-specifit-cell response at risk for
developing late-onset CMV disease, similarly tovpyasly published results by Kumar
et al [3] ranging from 4-10%. These data suggest titheea higher cut-off may be
necessary for defining a positive CMV-specific Trcesponse to assure that it reliably
predicts protection against CMV disease, or thirahte immune markers from other
arms of the adaptative immune response (such akevbeof neutralizing antibodies)

should be considered.

We investigated the kinetics of CMV-specific Ig@&daas previously reported we found
a heterogenous pattern of seroconversion in tefmSMV-specific IgG levels after
transplantation [25], raising doubts about the ictih utility of this variable as an
indicator of protection from CMV infection afteratnisplantation. We also investigated
the kinetic of CMV-specific neutralizing antibodiend one important novelty of the
present study is that D+/R- SOT recipients at high for CMV infection develogle
novoa wide range of neutralizing antibodies with diffietial activity in epithelial cells.
Levels of epithelial cell neutralizing antibodiescieased significantly after each

replication episode and we were able to define woffuvalue of epithelial cell
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neutralizing antibodies of 480 that correlates with decreased CMV infecti@uer
days of treatment, and complete protection from Ci#ldease in patients with a CMV-
specific T-cell response. This result suggests d@nébodies neutralizing epithelial cell
infection may have an important role in long-terratpction. Our results also suggested
that antibodies neutralizing fibroblasts had naichl utility as indicators of protection
from CMV infection after transplantation. To ourdwmledge, this is the first study
showing a correlation between antibodies neutraizepithelial cell infection and
control of CMV infection in SOT patients at highski for CMV infection. In
immunocompetent individuals, antibodies targetirfiterent epitopes of the pentameric
complex gH/gL/pUL128-131a, required for infectioh epithelial but not fibroblast
cells [20, 26-28], were shown to control infectif2f]. In addition, Gerniniet al
observed an association between high levels obeuditts blockingin vitro CMV
epithelial cell infection and a reduced risk of CMbngenital infection, suggesting that
the CMV pentamer complex is a major target of amtibmediated maternal immunity
[10]. This study has some limitations. Due to thenber of patients included, this
should be considered as a pilot study that provedegence that may be used to justify
additional,

larger studies. In addition, since all patientthie study received preemptive treatment
for CMV infection, the conclusions of this study ynaot be applicable to patients
receiving other treatment regimens. In conclusialthough several studies have
demonstrated that the CMV-specific T-cell resporseassociated with spontaneous
clearance of CMV viremia, a small percentage oigpds$ with a T-cell response are still
at risk of developing late-onset CMV disease.

Our results indicate that quantification of epitaketell neutralizing antibody titers, in
addition to positive a T-cell response, may be wilsa6 a marker to discriminate
between patients who require close monitoring \&patients with lower risk for CMV
disease. The combination of virologic and immunadagmonitoring of patients may
also allow for more efficient administration of preptive treatment in patients at high
risk for CMV infection. However, larger prospectigtudies are needed to generate

more evidences in this area.
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Table 1. Patient’s clinical characteristics.

67

Parameter Patients, n=47
Age, median (range), years 48 (20-67)
Sex, male, n (%) 31 (66)
Solid organ transplant, n (%)
Kidney 25 (53.2)
Liver 19 (40.4)
Heart 1
Kidney-Liver 1
Face-composite 1
Immunosuppressive regimen
Induction therapy, n (%)
None 30 (63.8)
Basilixumab 13 (27.7)
Daclizumab 4 (8.5)
Maintenance therapy, n (%)
Tac/Pred/MMF 34 (72.3)
CsA/Pred/MMF 9(19.1)
Pred/Tac 4 (8.5)
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Table 2. CMV replication episodes and patient outames.
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AbNEI<480  ADbNEI<480 p-value Pre T-cell Post T-cell p-value Total
immunity immunity
N episodes (%) 103 (89.6) 12 (10.4) <0.001 73 (63.5) 42 (36.5) 00.0 115
N episodes per patient, median (IQR 2 (2-3) 0 <0.001 2(1-2) 1(0-2) 0.012 3(2-3)
Primary infection, episodes (%) 44 (100) 0 - 43 (97.7) 1(2.3) <0.001 44
Recurrent infection, episodes (%) 59 (83.1) 12 (16.9) <0.001 30 (42.3) 41 (57.7) 023 71
Duration of viremia, median days (IQR) | 27 (16-36) 17 (7-27) 0.109 28 (17-39) 23 (10-35) 096. 26 (15-35)
Peak viral load, median Ul/ml (IQR) 4,176 1,129 0.001 5,293 2318 0.01 3,753
(1,575-16,198)  (533-2,354) (1,820-16,983) (1,52481) (1,429-13,923)
Duration treatment, median days (IQR) | 38 (23-53) 22 (20-32) 0.05 39 (23-53) 28 (16-47) 13a. 28 (6-47)
N episodes of acute rejection 11 (91.6) 1(8.4) 0.007 10 (83.3) 2 (16.7) 003 21
Death 2 (66.6) 1(33.4) 0.564 2 (66.6) 1(33.4) 0.564 3
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Table 3. dinical, immunological, virological characteristicsand outcomes of cases of CMV disease.

CMV disease Organ Time from VL Clearance of T-cell %CD8+CD69+ AbNEI IgG Outcome

transplantation (IU/ml) viremia after immunity IFNg+ (IJ/miy

(days) treatment

(days)

Typhlitis Kidney 252 12,179 23 Positive 0.3% 320 0.95 Cured
Gastritis Liver 38 2,601 24 Negative <0.25% 80 5.64 Cured
Viral Liver 103 118,728 5 Positive 0.9% 10 3.75 Cured
Syndrome
Viral Liver 99 1,556 25 Negative <0.25% 40 15.4 Cured
Syndrome

NOTES: VL. Viral load; AbNEI: Antibodies neutraliay epithelial cell infection.
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Figure 3

10000+

T
o
-

1000+
1004

$19)1) Apoqnue SulZIjegnaN

ARPE-19

MRC-5

74



Resultados
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Figure 5
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Figure legends

Figure 1. Kinetics of the CMV-specific CD4 and CD8" T-cells. The CMV-specific T-
cell response was evaluated by detecting intrdeelkecretion of IFN¢ at the indicated
times after transplantation in CDS8T cells and CD2 T-cells by flow cytometry.
Percentages of CDS cells (A) and CD4T cells (B) expressing IFNfrom each patient
are represented at week 2 after transplantatioer, tife first episode of replication, at the
time of the cell-immunity acquisition and at thedeaof follow-up. Percentages were
calculatedreferringto the total numberof CD3-positivecells analyzed and normalized to
the unstimulated controlThe black line represents median values. Percestagere

comparedy Wilcoxon rank sum test and p<0.05 were constlsignificantly different.

Figure 2. Study flow chart Patients were divided into two groups accordimgA) the

acquisition of CMV-specific T-cell response, B) tdevelopment of AbNEI titers >480
and C) the seroconversion (CMV-specific IgG levelslU/mL). For each group we
describe the number of patients with viremia dutimg follow-up, the number of patients
with viremia pre and post-immunity and the numb&rCdMV replication episodes that

required treatment.

Figure 3. Kinetics of the CMV-specific neutralizingantibodies. Box and whisker plot
showing the evolution of neutralizing antibody t#eneasured in fibroblast (MRC-5) and
epithelial cells (ARPE-19) from baseline to the eoidthe follow-up and after each
replication episode. Box plots show median levélardgibody titer (solid horizontal line),
25th to 50th percentile (box outline) and minimund anaximum observation (whiskers).
The increase of antibody neutralizing fibroblasteation titer did not depend on the
number of replication episodes. However, antibodytralizing epithelial infection titer
increased significantly from the first to the sedogpisode of CMV replication from a
median titer of 10 to 160 (p<0.001), as well asrfrthe second replication episode to the
end of the follow-up period from a median titer D60 to 2,560 (p<0.001). AbNEI:
Epithelial cell neutralizing antibodies.

Figure 4. Receiver-operator curve.A) Relationship between the sensitivity and
specificity of different antibody fibroblast celéntralizing titers for determining protection
from CMV replication. The black line representsued for a test that is unable to
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discriminate positive and negative samples. B) &gagevalues of sensitivity, specificity,
positive predictive value (PPV), negative predietwalue (NPV) for different titer values

of antibodies neutralizing epithelial infection (N&I).

Figure 5. CMV replication and specific immune respase kinetics.Evolution during
the first year after transplantation of the incidenof CMV infection measured by
polymerase chain reaction (grey bars), the acquisitf a CMV-specific T-cell response
detected by intracellular cytokine staining usitga cytometry (continuous black line),
and the acquisition of epithelial cell neutralizitigrs (AbNEI)> 480 determined through
microneutralization assay (discontinuous black )liNee correlation between the
acquisition of a CMV-specific immune response dmeldecrease in the incidence of CMV
viral load was compared by the Pearson correlatémt # Linear regressiorf 0.743,
Pearson correlation 0.862; p<0.001; * Linear regjors ¢ 0.951, Pearson correlation
0.975; p<0.001.

Figure 6. Kinetics of CMV-specific IgG antibodies Evolution of IgG levels measured at
baseline, at the end of the follow-up and aftethe@plication episode. The levels of IgG
(IU/ml) from each patient (black circle) are remeted at the different time points.
Although IgG levels tended to increase from bagetmthe end of follow-up (median of
0.63 IU/mlvs. 132.3 1U/ml, p<0.001), no differences were fouminparing median IgG
levels at baseline with median values after thst 1i0.63 IU/mlvs 2.4 IU/ml, p=0.72),
second (0.63 IU/mVs 2.6 IU/ml , p=0.61) or more than three replicatepisodes ( 0.63
IU/ml vs. 13.5 IU/ml, p= 0.1). Black line represents mediaiues. Percentages were

compared by Wilcoxon rank sum test and p<0.05 wensidered significantly different.
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Abstract

Studies in transplant recipients over the last decaming to characterize the immune
response to CMV replication have provided insigtiat can be used to guide CMV
vaccine development. These studies have charaatenultiple aspects of the immune
response to virus infection in humans, and havatifled immunological variables that
correlate with the ability to control virus repli@n. These findings can be used to guide
vaccine development by informing decisions regaydintigen selection and the type of
immune response that must be elicited by theseemgiin order to promote protective
immunity. In addition, these studies have providatbrmation that may aid in the
identification of immunological endpoints in vaceiglinical trials, thus facilitating their

design and implementation.
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Cytomegalovirus continues to be a significant caafsenorbidity in a number of at-risk
populations, most notably in newborns and in solidgan and hematopoietic stem cell
transplant recipients. For this reason, the U.Stitlnie of Medicine has identified the
development of a vaccine for the prevention of CiHsease as a public health priority [1].
Unfortunately however, no vaccine for CMV has yeeb approved for use in humans
despite multiple clinical trials evaluating diversaccine candidates, although a small
number of recent trials have given promising resj#t 3]. The results obtained with these
candidates during both pre-clinical and clinicastiey have highlighted a number of
challenges associated with CMV vaccine developrmehtiding, a lack of animal models
for studying human CMV infection that mimic humasehse, poorly-defined correlates of
protective immunity, and the identification of appriate endpoints during clinical trial
design and implementation. In this context, datenfrecent studies characterizing CMV
infection in patients undergoing solid organ andnampoetic stem cell transplantation
have yielded information regarding the immune respoduring active CMV infection and
subsequent immune control of virus replication thety be used to address challenges
related to vaccine development. Due to the negessit administrating potent
Immunosuppressive therapies, CMV disease contitauaffect a significant percentage of
transplant recipients during the post-transplaniogde Over the last decade, multiple
studies have aimed to characterize the immunolbgiaaables that correlate with the
prevention of CMV disease in these patients. Tlsés@ies have produced vast amounts of
information regarding effectors of both the celtudad humoral responses that contribute
to controlling CMV replication, and have been used successfully guide post-
transplantation antiviral therapy [4]. In the pmaseeview, we synthesize the results of
recent studies that have characterized the immesgonse to CMV infection during the
post-transplant period ,highlight the findings etent clinical trials characterizing CMV
vaccine candidates in transplant patients, andugssthe implications of these studies in
the context of current and future efforts aimedhat design and development of vaccines

for the prevention of CMV disease.
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The immune response to CMV infection in transplanpatients

In transplant patients, CMV may cause the so-callbtl/ syndrome, which manifests as
fever and/or malaise, leukopenia or thrombocytapesuind end-organ disease, all of which
are related to viral cytopathogenicity. Persistanintermittent CMV replication has been
causally linked to the development of acute or plr@llograft dysfunction or rejection,
and the occurrence of bacterial or fungal supectida or Epstein—Barr virus-associated
posttransplant lymphoproliferative disease [5]. Stheéndirect effects are thought to be
related to the immunosuppressive and pro-inflammapooperties of CMV. Control of
CMV infection in normal hosts and in the transpleetipient depends upon a complex, yet
not fully elucidated, interplay between innate awhptive immune mechanisms (Figure
1). It has long been known that functional effed@WV-specific CD8+ and CD4-+fT
cells are crucial for resolution of CMV replicatiepisodes [6, 7]. Upon activation, CMV-
specific CD8+ T cells produce and secrete cytokiw#h antiviral activity and become
fully competent for lysing CMV-infected cells. Expsion of functional CMV-specific
CD4+ T cells is imperative for maintenance of fumcal CMV-specific CD8+ T cells [8].
In addition they appear to be capable of mediatiiglysis of infected cells in an HLA-II
background [9]. In this context, there is incregsevidence suggesting that CD8+ and
CD4+ T cells displaying multiple effector functiorjgolyfunctional) are more relevant
than monofunctional T cells in controlling CMV imf&on [10-14]. The role of regulatory
T cells (Tregs; CD4+CD25+FoxP3+), which primarilynttion through the release of
inhibitory cytokines such as IL-10 and T@F4in modulating CMV-specific CD4+ and
CD8+ T-cell functions is being increasingly recampd, although remains poorly
characterized.

The role of CMV-specific antibodies displaying amal activity (i.e. neutralizing free
virions or preventing virus cell-to-cell spread) pneventing primary infection has been
clearly demonstrated. Specifically, antibodies asgfaineutralization epitopes of the
complex gH—gL—pUL131A-pUL130—pUL128, which has bekown to be required for
infection of endothelial, epithelial and myeloidlsg15-18] have been shown to correlate
with virus control in immunocompetent individuats9] and protection from fetal CMV
transmission [20]. Nevertheless, in the Allo-SCTtisg it was recently shown that both
baseline and peak neutralizing titres were not iptieé of the dynamics of CMV

replication within episodes, and did not appear ptovide protection against the
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development of viremia [13]. Nevertheless, the role CMV specific neutralizing
antibodies, if any, in the prevention of CMV reaation or in the control of CMV viremia

in the transplantation setting remains to be caiekly established.

CMV antigens involved in the antiviral immune respamse

The CMV genome is approximately 235 Kb in size andtains more than 165 predicted
open reading frames [21]. For this reason, detaiddrmation regarding the immune
response to individual proteins and their correfatwith suppressed viral replication is
available for only a small subset of antigens. Amtioned above, the presence of CMV-
specific T cells in peripheral blood correlate®sgly with fewer viral replication episodes
and significantly lower peak viral loads during thest transplantation period (Figure 2),
with multiple studies indicating a critical rolerfboth CD4+ and CD8+ T cells in limiting
viral replication and preventing clinical diseade 22]. The majority of these studies have
employed the viral antigens UL123 (immediate eangtein 1; IE1), a regulator of viral
gene expression, and UL83 (phosphoprotein 65; padBhatrix protein, as markers for
measuring cellular immunity. IE1 and pp65 are hygbkpressed during viral infection
[23], and a robust T cell response is elicited msfaboth proteins during viral replication
episodes that occur in the post-transplant peri@8-27]. Multiple studies have
demonstrated that increased levels of IE1- and {3p@Gific T cells correlate with the
control of virus replication in the absence of aindil therapy, suggesting that increased
cellular immunity plays a role in limiting infectio[4, 28, 29]. In three different studies
with SOTR at high risk for CMV infection that reged preemptive treatment, acquisition
of IE1- and pp65-specific CD8+ T cells expressifiNdg inversely correlated with the
incidence of CMV replication in addition to sporg¢anis clearance of 97.8%-100% of
replications episodes that occurred after the tieteof a CMV-specific immune response
[4, 28, 29].

Adequate reconstitution of IE1- and pp65-specifieg8E T cells expressing IFN-within
the first months after transplantation has alsotsggested to be a marker for predicting
improved clinical outcomes, including survival [3@ handful of studies have provided
some information regarding the cell mediated respda other viral antigens in addition to
IE1 and pp65, although there is little data cham@ming how the response to these antigens

correlates with the suppression of viral replicatin a recent study, overlapping 15-mer
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peptides from all predicted CMV open reading frawese used to stimulate lymphocytes
from a large cohort of HLA-disparate, CMV-seropogt subjects. Quantification of
antigen specific T cell frequencies indicated thp28, pp50, gH, gB, US2,US3, US6,
UL18 UL55, UL83, UL86, UL99, UL153 and UL32, in dtldn to IE1 and pp6b5,
stimulated robust responses [22]. Interestinglywés also demonstrated that antigen
specific CD8+ and CD4+ T cells were directed agamsre than 70% of viral open
reading frames, indicating that a broad cell mediatesponse is elicited during active
CMV infection [22]. Separate studies in which thece@ll response to different viral
antigens in healthy, CMV seropositive individuaisd{viduals with detectable levels of
pp65-specific IgG) demonstrated the presence ojemispecific T cells for gH, gB, IMP,
proteins US6-USII, pp28, ppl50, IE2, and UL69 [32]. These findings, together with
data from studies indicating that the proportiol€MV-specific CD8+ T cells in healthy,
seropositive individuals is approximately 10% [33]), suggest once again that the cell-
mediated response to CMV infection is broad andisabAlthough CMV infection elicits a
strong humoral response, it is not as well charaete as the cell-mediated response with
respect to its role in suppressing viral replicatio

During the 1980°s and 90’s, a number of studiesmgusecombinant viral antigens
identified antibodies against CMV in human serarfrdifferent clinical settings [35-39],
indicating that multiple viral proteins elicit amtébody response. Most nonstructural
proteins, such as the immediate early proteins @kd IE2), the DNA binding protein
pUL57 and the DNA polymerase (UL54) elicit a weakemoral response compared with
other structural antigens [40-42]. Among tegumentegns, pp28 (UL99), pp38 (UL80a),
and specially pp65 (UL83) and ppl50 (UL32) have nbedentified as the most
immunogenic [35, 43-45]. The phosphoproteins pp&b@p150 are highly reactive to both
IgG and IgM after primary infection and are recagui by nearly 100% of sera samples
from CMV-seropositive subjects [36, 43, 46]. Howeueeither of these proteins induce
antibodies that are able to neutralize infectiomg #heir physiological function during

CMV natural infection is not clear [47].

Antibodies able to neutralize CMV infection have stip been evaluated using vitro
models employing fibroblast cell lines, althoughsiimportant to note that epithelial and
endothelial cells are the first physiologic barremcountered by CMV during natural

infection [48]. The envelope glycoproteins gB (UL5&nd gH (UL75) elicit a strong
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neutralizing antibody response, and they have blegected in 100% of serum samples in
naturally infected individuals [45, 49, 50] . Fuetmore, glycoprotein complexes that elicit
a neutralizing antibody response during naturaleagidbn consisted of gH/gO/gL
(UL75/UL74/UL115) and gN /gM (UL73/UL100). Glycopxan M is of particular interest
because it represents the most abundant glycoprateithe viral envelope [51, 52].
Importantly, in hematopoietic stem cell transplamcipients, titers of antibodies
neutralizing fibroblast infection were not assoethivith the absence of detectable active
infection or survival in patients with CMV diseaé&s, 54]. Recently, renewed interest in
studying the role of neutralizing antibodies hamedrom two findings; the first is that a
beneficial effect with respect to CMV infection walsserved in transplanted patients after
the administration of CMV-specific hyperimmune glidib [55], and secondly, it has been
demonstrated that the most potent neutralizingoadies are directed against epitopes of
the pentameric complex consisting of gH/gL/pUL1Z®-1131 [56]. The pentameric
complex has been shown to be necessary for in wfeation of epithelial and endothelial
cells, but not fibroblasts [57, 58]. The in vivotiaity of neutralizing antibodies directed
against the pentameric complex was demonstrated study performed in pregnant
woman showing that non transmitting mothers hadhérngantibody titers and controlled
viral infection more rapidly [20]. Taken togethenth in vitro and clinical studies suggest
that antibodies directed against certain viralgaris can play a role in controlling virus

dissemination and replication.

Vaccine clinical trials in transplant patients

Three phase Il clinical trials with different vacei candidates have been carried out in
transplant recipient populations. A study thatuield 177 seronegative kidney transplant
recipients for evaluating the ability of a wholeug vaccine employing the attenuated
Towne strain was carried out in the 1980°s. Vadmnadid not result in a significant
reduction in infection rates compared to placelmydver disease severity was attenuated
in those receiving the vaccine [59]. Analysis o ttmmune response in immunized
individuals demonstrated that the vaccine did meotegate high levels of antibodies able to
neutralize viral infection [60]. A second vaccingsbd on recombinant gB formulated with
the adjuvant MF59 was evaluated for its abilityptevent CMV-induced end organ disease

in liver and kidney transplant patients. Low fregcies of end organ disease were detected
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in both study arms, requiring that blood levels vafal DNA and levels of anti-gB
antibodies be included evaluated in order to charae vaccine efficacy. The study
demonstrated that vaccinated and placebo patiemisrienced similar rates of viremia,
although increased anti-gB antibody titers coreslaiith a decreased duration of viremia
[2]. The third vaccine that has been evaluatedandplant recipients consists of plasmid
DNA encoding the two viral antigens gB and pp65sdaaon the idea that gB specific
antibodies may be effective in neutralizing viraifeiction whereas a cell-mediated
response may be effective in suppressing viralicgabn. The ability of the vaccine to
decrease viral replication episodes in seroposiiovge marrow transplant recipients during
the first year after transplantation was evalu@§®dThe results of the study demonstrated
that vaccinated participants experienced fewer simaiter replication episodes, and that
viremia-free periods were significantly longer caargd to the placebo group [3].
Importantly, characterization of the cellular andrtoral response elicited by vaccination
with the bivalent vaccine indicated that only lavéls of antigen specific antibodies and T
cells were elicited against gB, suggesting thabtbserved protective effect was primarily
due to the cellular response elicited against th@5pantigen [3]. Taken together, the
results of these clinical trials provide compellireyidence suggesting that CMV
vaccination can have protective effects in botlogesitive and seronegative transplant
recipients. These studies also highlight the diffies associated with the clinical
evaluation of CMV vaccines with respect to the st of appropriate trial endpoints and
the need for identifying appropriate immune comesaof protection that can be measured
during these studies in order to adequately evalwatcine efficacy. In addition, the
results of these trials may also suggest that Waéuation of additional viral antigens for
inclusion of vaccines may lead to more robust imenuasponses that increase the

protective effects of vaccination.

Implications for vaccine design

Information gained from studies characterizing ithenune response to CMV infection in

transplant recipients may be useful for guidingcuae design and development efforts for
a number of reasons. Perhaps the most obviousvyeoagpect associated with using data
from these studies is that they provide informatiegarding the immune response to CMV

infection in humans. Vaccine development often meguthe extensive use of data
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generated in animal models for identifying candedantigens and evaluating their ability
to provide protective immunity. The extent to whigiccines based on these antigens will
behave similarly in humans often remains unknowtil tine completion of early stage
clinical trials, which are typically performed ongfter considerable time and financial
resources have been invested in a vaccine candithataddition, due to the fact that
transplant recipients represent one of the targpulations for CMV vaccination, data
regarding components of the antiviral immune respothat correlate with protective
immunity in this population may be of special valltds important to note, however, that
these studies do have limitations. Due to the tfaat these studies are often observational,
in many cases they yield data describing corraiatizetween immune variables and virus
replication, and therefore do not provide mechanistformation regarding immune
control of virus replication. A second importannsaeration is the immune status of the
patients included in studies evaluating the immrgsponse to CMV infection during the
post-transplant period. Since these patients anglmeonitored in the context of potent
immunosuppressive therapy, the results obtained these studies may not be directly
transferable to healthy, immune competent indivislua

The components of the immune system that must ipeulsted in order to achieve
protective immunity against CMV, specifically thge of immune response that must be
elicited and the antigens targeted by this respdmse& not been well defined. The type of
immune response required for disease preventiondepgnd upon the disease type and
the target population, given suggestions that adiégs may be more effective at
preventing primary infection whereas a cell mediatesponse may be more effective at
suppressing viral replication in previously infetiadividuals [61]. Studies characterizing
immune control of CMV replication in seropositiversplant recipients during the post-
transplant period support this idea given data fromltiple studies showing that the
acquisition of CMV-specific cell mediated immunitgs protective effects [23-26, 31]. It
Is important to note that the majority of studidentifying a correlation between cellular
immunity and suppressed viral replication quantifitequencies of IE1- and pp65-
specific T cells in peripheral blood. These findirghould not be interpreted as meaning
that these two antigens are the most suitable &mcime design, although they may
contribute to a protective response. In these stuttie cellular response to IE1 and pp65
were used as markers, whereas the frequenciescafating T cells specific for other viral

antigens were not characterized. Thus, while theaw strongly suggest that the
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stimulation of cell mediated immunity would likelge a desirable characteristic of
vaccines for use transplant patients, which virdigens elicit the most effective cellular
response is a topic that remains to be fully suiditudies in transplant patients have
provided somewhat less information regarding théemal role of vaccine induced
antibodies in preventing infection and suppressingl replication. The phase Il clinical
trial with the MF59-adjuvanted gB vaccine demorigitaa correlation between anti-gB
antibody titers and reduced duration of virus gilon episodes suggests that virus
specific antibodies may contribute to protectivamiomity. However, the finding that the
presence of antibodies able to neutralize fibrabtd#sction did not correlate with reduced
infection rates or survival in hematopoetic sterft transplant recipients [13], together
with the results of two of the vaccine trials désed in the previous section indicating that
some benefits were observed in the absence obrgshumoral response may suggest that
a cellular response alone provides some proteafiects. As with the cell-mediated
response, relatively few antigens have been claraet with respect to their ability to
induce antibodies capable of neutralizing viruseatibn. It is therefore possible that
antibodies against other antigens or antigen coxepleanay more effectively prevent
infection and/or suppress viral replication. Theer@ characterization of the potent
neutralizing activity of antibodies directed agaitiee gH/gL/pUL128-130-131 pentameric
complex in both experimental and clinical studiegorts this idea [15-17, 62].

Clinical trials evaluating the efficacy of CMV vanes have employed endpoints that can
be difficult to measure for multiple reasons. Dsebased endpoints, such as end organ
disease in transplant patients or sensorineuraingeboss in children, can be difficult to
measure due to low disease incidence or the négdesilong follow up periods [61].
Infection-based endpoints, such as CMV viral loeal) be more readily measured, but
require that numerous samples are characterizeddier to detect the presence of viral
DNA. In this context, the identification of immumgjical correlates of protection that a
vaccine candidate must achieve in order to be densil effective is desirable. A number
of studies characterizing viral replication and #uisition of cell-mediated immunity
during the post-transplant period have identifietl aff values for the frequency of virus
specific T cells that correlate with the abilitydoppress virus replication in the absence of
antiviral therapy. A study by Gerna et al. 2011atiéed that a high frequency of CMV-
specific T-cells (>0.4 cells/l) conferred protection from CMV disease in SOTRa@v
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risk, while Benmarzouk-Hidalgo et al. defined a-offtvalue of 0.25% of CD8+-IFN-g T
cells that correlated with spontaneous clearancmfettion [4, 63]. These studies may
thus provide information that can be used to idgntational immune correlates of

protection that can serve as endpoints in clirstadlies.

Using novel technologies for antigen identification

Only a small subset of predicted CMV open readirgmes have been evaluated as
potential vaccine candidates in preclinical andicél studies, raising the possibility that
antigens that have yet to be characterized couldukite protective cellular and/or
humoral immune responses. Due to the large nunfbredicted open reading frames in
the CMV genome, a detailed characterization of ithenune response elicited by all
individual protein antigens would be costly anddioonsuming. In this context, the use

of emerging genomic, transcriptomic and proteongachhologies may be useful for
identifying viral antigens that have desirable eutéeristics for vaccine design (Figure 3).
Transcriptomic techniques, for example, can be wgedentify viral genes that are highly
expressed during infection of different cell typas,evidenced by recent studies employing
RNA-Seq to characterize global transcriptomes fathlhuman and murine CMV during
infection [64, 65]. These highly expressed genedpcts may be of interest for vaccine
development as antigens for stimulating a cell-@iedi response targeting virus infected
cells. The idea that highly expressed genes mayf beerest for development as antigens
is supported by transcriptomic studies employingroarrays that have demonstrated that
the genes encoding IE1 and pp65, both of whichdaducell-mediated immune response
with correlates with the ability to control virugplication [4, 30, 63, 66], are highly
expressed during infection [67].

Proteomic techniques also hold potential for idgmtg antigens of interest for vaccine
development. Mass spectrometry-based analysesusf particles have not only identified
the virus proteins associated with infectious phe, but have also provided quantitative
information regarding the relative abundance ohgaotein in virion [68].

These finding may facilitate the identification ahtigens that produce an antibody
response aimed at neutralizing virus infection.thsse examples demonstrate, emerging
“‘omics” technologies may have a role in identifyihggh value antigens for vaccine

design.
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Conclusions

The morbidity that continues to be caused by CMédhion in multiple patient

populations clearly demonstrates the potentialadirbenefit that vaccination could

afford. As described above, CMV vaccine developmerdgrams face a number of
challenges during both pre-clinical and clinicavelepment stages. In this context, the
wealth of information that has emerged from recg&mtdies aiming to characterize the
Immune response to virus replication in transpfaatients has provided insights that can
be used to respond to these challenges. Most iantbrt these studies have characterized
multiple aspects of the immune response to virtection in humans, and have identified
immunological variables that correlate with theligbto control virus replication. These
findings can be used to guide vaccine developmegninforming decisions regarding
antigens selection and the type of immune resptivademust be elicited by these antigens
in order to promote protective effects. In addititrese studies have provided information
that may facilitate the identification of immunologl endpoints in vaccine clinical trials,
thus facilitating their design and implementatibnsummary, CMV infection in transplant
patients provides a unique “model system” for stagythe viral immunity and will likely
continue to provide information that can be appt®#accine design.
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Figure Legends

Figure 1. Immune response to CMV primary infection.A) CMV infection first occurs

in epithelial cells, and disseminates to other tghes. Professional antigen presenting
cells (APC) process and display CMV antigens in andgistocompatibility complexes
(MHC) on their surfaces. B) The APCs can stimu@i8+ T-cells in the context of MHC
class I. The activated CD8+ T-cells can eitheraliyelyse virusinfected cells by cytolysis
through the secretion of granzymes and perforineyoinducing the supression of virus
replication through the secretion of IRMNr TNF-a. C) The APCs can also promote
adaptative immunity in the context via MHC clasgpitésentation that are recognized by
CD4+ T-cells. Following activation of B cells andoduction of CMV-specific antibodies,
extracellular virus can be controlled through amdiyp mediated neutralization by blocking
the infection of new cells. In addition, cytokin@sg. IL-2) secreted by CD4+ T-cells can

also lead to the proliferation of CD8+ T-cells andcrophages.

Figure 2. Correlation between the acquisition of CNW-specific cellular immunity
and virus suppression during the post-transplant peod. The figure represents the
typical evolution of the frequency of CMV-speciftD8+ T-cells (blue line) and CMV
viral load (red line) after transplantation in artsplanted patient. Note the decreased
frequency and lower peak viral load of virus reglion episodes following the

acquisition of cellular immunity.

Figure 3. New technologies for vaccine developmeritise of genomic, transcriptomic,
and proteomic technologies can be used to idemtdw antigens for CMV-vaccine
development. The schematic represents the diffetectinologies and the types of

information that can be gained from the use of each
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Introduction

Human cytomegalovirus (CMV; speciétuman herpesvirus)sinfects most humans
during their lifetime and establishes a life-lorageht infection in myeloid progenitor
cells [1]. Although CMV infection is mainly asymptmtic in immunocompetent
individuals, primary infection during pregnancyaissociated with neurological damage
to the fetus [2] in addition to be a major causenairbidity and mortality among
immunocompromised individuals such as solid organdplant recipients [3]. For this
reason, the U.S. Institute of Medicine has idesdifthe development of a vaccine for
the prevention of CMV disease as a public healtloripy [4]. Several vaccine
candidates have been developed since the 1970sdingl live attenuated virus
vaccines, peptides or recombinant proteins, DNAsmplds, virus-like particles and
vectored envelope proteins [5, 6]. Most of thesecwees, except for the live attenuated
vaccines, have been formulated using the viral lepeeglycoprotein gB [7] to promote
a humoral response and pp5 and IE-1 to promotdl@areresponse mostly a T-cell
response [8]. Unfortunately, none of these vaccihes been licensed to date
highlighting the necessity of evaluating additionatal antigens as candidate for
vaccine that may lead to more robust immune responseasing the protective effects
of vaccination. Only a small subset of predicted\Cbpen reading frames have been
evaluated as vaccine candidates in preclinical @dimical studies [7-11]. Due to the
large number of predicted open reading frameserXMV genome, a detailed
characterization of the immune response elicitedabyindividual protein antigens
would be costly and time consuming. In this contélké use of emerging genomic,
transcriptomic and proteomic technologies may lefulior identifying viral antigens
that have desirable characteristics for vaccinegdefRNA-seq techniques have been
used to characterize global transcriptome for Hmtman and murine CMV during
infection [12, 13] and have identified highly exgsed gene products that may be of
interest for vaccine development. This idea is sujgol by transcriptomic studies that
employing microarrays demonstrated that genes emgoldEl and pp65 are highly
expressed during infection [14] and both induce aell-mediated immune response
which correlated with controlling virus replicati¢h5-18].

Because of its complexity, CMV genetic repertosenot completely understood, and
presents a number of challenges for understandMy @athogenesis including the

number of genes products, their function during@atibn and their interaction with the
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cellular host. The introduction of Next Generatiddequence technology has
revolutionized the study of genomic and moleculamldgy and has significantly
improved the identification of ORFs [19]. RNA-Seqatysis of infected fibroblasts
with the HCMV Merlin strain (72h post infection, ihglemonstrated that transcription
of HCMV is more complex and multifaceted than whatl been described to date with
a large number of protein coding regions, splicamgl non coding RNAs such as non-
coding , overlapping transcripts and antisensestmdpts [12]. Previous transcriptional
studies have focused on the characterization oé gapression during infection and
they have provided important but partial insight@CMV transcriptome. For instance
microarrays studies has measured the relative @amaedof RNA transcripts but only
those included in the designed array [20], in additesults of RNA-Seq studies have
identified transcript profile at different phasasridg CMV replication but only using
fibroblasts [21]. Although fibroblasts has been thoased as cellular model of CMV
infectionin vitro, CMV infects a wide broad target type of cellsabishing a complex
interaction with the human host [22-25]. For ins&@nepithelial cells play an important
role during host-to-host transmission since comtitthe first physiological barrier
encountered by CMV during natural infection [26). &ddition, we and other have
found that neutralizing antibodies specifically dding CMV infection of fibroblasts
are present at low level after a course of CMV dtiten, while CMV specific humoral
response is mainly directed to blocking infectioinepithelial cells [27-29]. These
results are in agreement with those reporting ntioa@ 128-fold neutralizing activity
against CMV in epithelial cells compared to fibradts using serum from 18 pregnant
women with primary CMV infection and 5 SOTR [30J.ogether these evidences may
indicate that epithelial cells may play a majorerduring infection and spread of CMV

in vivo.

The goal of the present study was to analyze antpace the transcriptional profile of
CMV during the infection of fibroblast and epittadlicells to identify the most
expressed viral genes that are differentially twabged in both cell types and to identify

potential antigens for vaccine development.
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Material and methods

Cells and viruses.MRC-5 human fetal lung fibroblasts (ATCC CCL-17Tidahuman
ARPE-19 retinal pigment epithelial cells (ATCC CRBO2) were cultured in high
glucose Dulbecco’s modified Eagle medium-DMEM- (GBRL) supplemented with
10% fetal calf serum (HyClone Laboratories), 10,000L penicillin, 10 mg/L
streptomycin (Gibco-BRL). CMV strain AD169 (ATCC VB38) was propagated in
MRC-5 cells. CMV strain BADrUL131-Y4 (kindly provat by Dr. T. Shenk Princeton
University, USA) is a derivative of a BAC clone thfe AD169 HCMYV in which the
UL131 ORF has been repaired. The BAC CMV DNA wamsfected into MRC-5
fibroblast cells and the viral progeny was propadah ARPE-19 cells [27]. Viral titers
were determined by limiting dilution in 96-well pés using MRC-5 cells.

Western Blot analysis.For western blot analysis 75 cm2 flasks of MRC-8 aRPE-
19 were infected with 3 MOI of AD169 and BADrUL13¥¥ strains of HCMV,
respectively. Cells were harvested in 1 ml of El1Afér (50 mM HEPES, 250 mN
NaCl and 1% protease inhibitor cocktail; Sigmakafiwo washes with 1X PBS at
different time points after infection (1, 2, 4, 85, 24, 36, 48 hours post-infection).
Mock-infected cells were used as negative cont@slls were spun down for 10
minutes at 1000 rpm and resuspended in | #00f cold EIA lysis buffer (E1A buffer,
0.1% NP40). Following centrifugation at 2500 rpmm &% min, 15ug of the protein
supernatants were loaded into a SDS-PAGE gel aatsferred to a nitrocellulose
membrane (GE Healthcare, Life Sciences) for wedtéwh analysis. Membranes were
blocked in blocking buffer (PBS, 0.1 % Tween 20, 8%) nonfat dry milk) for 1h at
room temperature and incubated with 1:200 anti [B4AB810R, Millipore), 10 mg/ml
anti-ICP36 (ab53482, abcam), 1:1000 anti-pp65 (ab4&bcam) and 1:5000 anti-
GAPDH (GTX627408;GeneTex) as primary antibodies.rddmdish peroxidase
conjugated goat anti-mouse IgG (PIERCE) dilute @0 was used as secondary
antibody.

Preparation of RNA from mock and HCMV-infected cells. For RNA isolation,
duplicate 75 cm2 flasks of MRC-5 and ARPE-19 cellre infected at 3 M.O.I of
AD169 and BADrUL131-Y4 HCMV strains, respectivelgdaRNA were harvested at
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8, 24 and 48 hpi for MRC-5 and 16, 36 and 48 hpiARPE-19. As a mock infection
control duplicate 75 cm2 flasks of MRC-5 and ARPEE€Ells were harvested at 48h.
Total RNA was extracted using Trizol Reagent (LTechnologies) and purified using
RNeasy resins and the RNA cleanup kits (Qiagen)ordong to manufacturer's
recommendations. The quality and purity of RNA @rgpion were tested by measuring
absorbance at 260 nm and 280 nm in addition t@dhérmation of the integrity of the
28S and 18S rRNA by electrophoresis.

Preparation of the transcriptome library. The whole transcriptome library was
prepared by adding universally accepted transctpthe isolated RNA to control for
external sources of variability (ERCC RNA SpikeNfix, Thermofisher). Ribosomal
RNA was depleted from the RNA library using the &¥bnusTM Concentration
Module (Invitrogen). 250 ng of the rRNA-depletettddRNA was fragmented using the
RNase lll (Thermofisher ), and yield and size dwition of the fragmented RNA was
assessed using the Quant-iTTM RiboGreen® RNA Agsiay(Invitrogen) and the
Agilent® RNA 6000 Pico Chip Kit (Agilent) with thégilent® 2100 BioanalyzerTM
Instrument. Hybridation and ligation of 120ng oé tfinal product to the adaptors was
performed using components fro8OLID™ Total RNA-Seq Kit (Appplied
Biosystems). Reverse transcription of #i@NA was performed using ArrayScriptTM
Reverse Transcriptase (Thermofisher) emdeparate amplicons from contaminahts
resulting cDNA were bound to magnetic beads ushggncourt® AMPure® XP
(Beckman Coulter)cDNA was amplified using th&OLID PCR Primer Seand the
amplified DNA was purified usinghe PureLink® PCR Micro Kit (Invitrogen). Yield
and size distribution of thepurified DNA was analyzed using the NanoDrop®
Spectrophotometer and using the DNA 1000 Kit (Agi® in the Agilent 2100
BioanalyzerTM Instrument

Next generation sequencing- Alignment and analysidJnique reads were mapped
against a reference sequence formed by the Humaon@e(build GRCh37, hg19) and
the Virus genome (HCMV AD169 strain, GenBank acoessno. X17403). Two

mapping rounds were run: first mapping step wasezhout by using TopHat v1.4.1
[31]. Then, unmapped reads were then remapped SHRIMP v2.2.3 [32]. Results

provided by both mappers were merged and read sdoineéach gene obtained by using
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the HTSeq-count package (intersection-nonempty madéh human ENSEMBL
annotation (release 82) and virus genome annotdbata regarding mapped reads and
proportion of readsnapping to a coding DNA sequences (CDS), intergesgoons or
non-coding genes are expressed as minimum to maximalues of the duplicate for

each time point after infection.

Identification of Most Abudant Transcripts (MAT). RPKM values were calculated
from gene read counts [33]. Then, the list of MA&sxcalculated for each pair (sample
type, time point) as follows. Recall here that adtgted samples were available for each
pair (sample type, time point). First, for each pnthe 10% most expressed genes
was selected. Then, the two resulting sets of "ragptessed-genes” from duplicated
samples were intersected, thus obtaining the fisiabf MAT for a given pair (sample

type, time point).
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Results

Identification of timing after CMV infection in MRC -5 and ARPE-cells.Since the
rate of cell growth is different in epithelial afidroblast cells, we compared the protein
level of expression of three different proteins wnao be expressed at immediate early
(IE-1 protein), early (ICP36 protein) and late (pg&otein) phase after CMV infection
of MRC-5 and ARPE-19 cells. We determined the hqast-infection (hpi) that had
peak level of protein expression in both cell typ&s shown in Figure 1 the following
times were determined to have the same level ofessmpn for fibroblast MRC-5
infection: 8 hpi for IE-1, 24 hpi for ICP36 and #®i for pp65 (Figure 1A), and for
epithelial cell ARPE-19 infection: 16 hpi for IE-26 hpi for ICP36 and 48 hpi for pp65
(Figure 1B).

Overview of the viral transcriptome analysis. To describe the most expressed
transcripts over the course of CMV infection, hunfémmoblast (MRC-5) cells were
infected with the AD169 CMV strain and human keeiial (ARPE-19) cells with the
BADrUL131-Y4 CMV and harvested at the indicated dinpoints post-infection.
Biological replicate experiments were performed &ach time point. RNAs were
pooled, converted to cDNA, and sequenced on th&IGSRNASeq 454 system (Life
Science). For MRC-5 infected cells, between 321,0236,200 reads aligned to
annotated regions of CMV genome (Table 1). Of thanproportion between 63.6-
89.0% mapped to coding DNA sequences (CDS), 8.2984mapped to intergenic
regions and 1.6-3.5% non-coding genes (Figure ZAe ranges depended on the
duplicate sample and the time post infection. F&RPE infected cells, between
313,621-2,310,159 reads aligned to annotated regddrCMV genome (Table 1). Of
them, a proportion between 60.9-76.3% mapped tongddNA sequences, 22.8-37.4%
to intergenic regions and 0.8-2.4% to non-codingegg Figure 2B).

We assessed experimental reproducibility of the itva@pendent biological replicates
for each time point and for each cell line and RMA measurements were highly

reproducible in all cases demonstrating consistémtlye methods (Figure 3).

Most abundant transcripts (MAT) after HCMV infectio n. We found that a high
number of viral genes were differentially transedlcomparing fibroblast and epithelial
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cells. Overall, 34 genes were highly expressed RPE-19 compared with MRC-5 in
IE phase, 129 genes in E phase and 94 genes iadegiost-infection. Regarding those
genes most expressed in MRC-5 than ARPE-19, wedfddd genes in IE, 14 genes in
E, and 49 genes in L phase. To identify the moptessed viral transcripts during the
course of infection of both cell types we deterrditiee 10% most expressed genes for
each time point and compared the profile of expoesbetween the two cell types
(Figure 4). During the infection of MRC-5 cells, imimediate early phase the most
abundant transcripts were genes involved in imnmevasion (US3 and US2) [34, 35],
inhibition of apoptosis (UL36) [36], immediate gagene activation (UL26 and UL29)
[37-39], replication and encapsulation of the vibMA (UL51 and UL112) [40, 41],
virus structure (UL4, UL48A and UL74A)[42, 43] andther proteins with
uncharacterized functions (UL13, UL17 and US9)[44}.them, proteins UL4, UL13
and UL36 were also detected at high abundance IREAR9 infected cells at immediate
early phase, while other proteins detected wereluwad in immune evasion (US20,
US18, US11, UL40, UL42 and US10) [35, 45-47], vistsucture (UL78) [48] and
other proteins with unknown functions (UL5, UL418$19, and US34A; Figure 4A).
During the early phase of infection of MRC-5 calie MAT detected were involved in
inhibition of apoptosis (UL36) [36], viral struceur(UL22A and UL78, US9) or
unknown function (UL1 and US19). Other 5 differ¢MAT were found during the
infection of ARPE-19, UL21A and RL13 with unknowantctions, UL44 and UL74A
structural genes and US28 involved in immune evagd9]. In addition, the
glycoprotein UL4, and the genes UL17, UL40, UL41A,42 and US18 were the most
abundant genes in both cell types (Figure 4B).I§induring the late phase of infection
we found the following MAT: UL13 and UL22A for MRG-while UL21A, UL74A
and UL100 (glycoprotein M) for ARPE-19. In additioblL4, UL5, UL17, UL40,
UL41A, UL42, UL44, UL48A, US20, US28, and RL13wesinultaneously identified
as MAT in both cell types (Figure 4C).

We also compared the differential expression ohed&T of MRC-5 and ARPE-19
infected cells for each time point (Table 2). lesgmgly, we found that most MAT
were significantly different (log2 fold change >fLllog2 fold change <-1) between both
cell types. In fact, UL5, UL40, US10, US11 and spke US18 had always higher

expression in epithelial infected cells (log2 faldange >1) for all three time points
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despite of the fact that UL5, UL40 and US18 were mhost abundant transcripts of
infected fibroblasts.

Identification of MAT of proteins known to induce a CMV-specific immune
response.We next selected the transcripts that were moshddnt for all three time
points. These genes were UL4, UL13, UL17 and UL#8avIRC-5 infected cells, and
UL4, UL5, UL40, UL41A, UL42, US18 and US20 for ARFAB. We compared the
level of transcript expression between these ifledtiMAT and the genes that have
previously been used for CMV vaccine formulatioctsas pp65, gB, gH, gL, and IE-
1[7, 8, 50]. In all cases, the expression of thenidied MAT in MRC-5 (Figure 5A)
and in ARPE-19 (Figure 5C) were higher than pratégsted in CMV vaccines.

In addition, we analyzed the transcriptional lesebenes that encode for proteins that
have been previously identified to induce a €D&ell immunity [51] such as UL48,
US32, US29, US3, UL94, UL69, UL105, UL44, UL86, W8,3UL49, US1, UL34,
IRS1,UL36,UL37, UL45,UL116 and UL54 (Figure 5A aBjl Overall, the genes able
to induce a CD8+ T-cell response had similar letledsn genes pp65, gB, gH, gL, and
IE-1 used for CMV vaccine, although less expredbatthe identified MAT. We found
similar results for genes that code for proteirad there identified to induce a CD4+ T-
cell immunity such as UL86, UL36, UL48, UL25, UL120S22, US23, UL69, US26,
UL16, US3, US18, UL78, UL18, UL17, UL100, UL45, UR4UL24, UL4, UL49,
UL102 and UL87 [51]. Similarly to those genes ratagd by CD8 T-cell, most of the
transcripts identified as potential inductor of GDZ-cell were detected at similar
abundance than the previously used CMV vaccine$odr that the MAT (Figure 5B
and C).

We found that three of the identified MAT (in aa$ one of the time points after
infection) encode for proteins that elicit a CD8-€dll response: UL44 MAT at 36 and
48 hpi of ARPE-19 cells, UL36 MAT at 8 hpi of MRCe®lls and at 16 hpi of ARPE-
19 cells and US3 MAT at 8 hpi of MRC-5 cells (Figws A and B). We also found that
three of the MAT identified for all three time ptsnafter infection encode for proteins
that were described to induce a GD#cell immunity: UL17, UL4 and US18, and
UL36 that was identified as MAT only at 8 hpi of MRS cells and at 16 hpi of ARPE-
19 cells (Figure 5).
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Discussion

An extended knowledge of CMV genome expressiorgl yiroducts and their function
may help to develop effective antiviral drugs addntify new vaccine candidates. The
introduction of high-throughput sequence technigiwesbtain genomic information of
microorganisms has revolutionized vaccine reseafed. Traditionally, the
identification of potential vaccine targets has rbgerformed based on the level of
conservation of the antigens. However, furthertsti@s have also been taken into
consideration with the use of RNA-Seq [52] or DNAecmarray [53] to determine the
transcription profile of antigens and its expressievel in different conditions or
tissues. Genes that are highly expressed durirgtioh and have an important role in
the pathogenesis are generally considered as [@iterdccine candidates [54].
However, these approaches have not been applibe tevelopment of a virus vaccine
to date. This is the first study that using highetighput sequence techniques as RNA-
Seq analyzes the most abundant transcripts of GMulifferent cells lines at different
times after infection to search for new antigendidates for an effective vaccine
against CMV infection.

Most of the transcriptome of CMV data available éndween performed using fibroblast
as model of infection [12, 21]. However, epithekalls have been described as the first
physiological barrier encountered by CMV during umat infection, most of the
neutralizing antibodies found in serum samplesMManfected patients were involved
in blocking epithelial cell infection but not fiblotasts and additionally some studies
have suggested that viral gene expression areeimfked by host cell factors [20]. Based
on these premises, we analyzed differences in Ckaistriptional profile at three
different time points during the course of infeatiof fibroblast and epithelial cells.

In agreement with previous studies we found thatgh number of viral genes were
differentially transcribed in fibroblasfs. epithelial cells, which support the influence of
the host cell factors in the viral gene expressibowler et al. found that of the 165
known CMV protein-coding genes, 41 and 48 were ed#tially regulated in
pigmented epithelial and astrocyte cells, respeltivcompared with fibroblast cells,
and 22 of these were regulated in both epithefidlastrocyte cells.[20].

A number of recent advances in the study of théeptive cellular and humoral specific

Immune response against CMV [15, 28, 55] and tlagadterization of antigens able to
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induce both types of response have been imporfgprbaches for the identification of
novel potential vaccine targets. A relatively exiga group of antigens have shown to
be recognized by CD4-cells or/and CD8T-cells in CMV-seropositive healthy adults
[51] or recognized by human sera from differenmickl setting [56, 57]. Consequently,
they may be potential inductor of the cytotoxic iomme response by the CBPB-cells or
the production of neutralizing humoral responseubgh the activation of CD4T-cells
and B lymphocytes. However, very few of these amsgydetected in 100% of the serum
samples from naturally infected individuals anatyteve been taken into account for
vaccine design: IE-1 and pp65 used as inducereotéfiular immune response [58, 59]
or glycoprotein B (which is only involved in fibrtdst cell entry) used to induce an
antibody response [7]. In addition, the pentamegomplex involved in
epithelial/endothelial cell entry was recently ddesed as potential target to improve
the clinical efficacy of the future CMV vaccine chgiates [60]. These antigens, in
addition to be main targets of the cellular or humhoesponse, were considered due to
their substantial abundance in the virion, the hitggree of expression or protein
accumulation during the infection. These facts supfhe idea that highly expressed
proteins if they play a role in stimulating proiget host immunity may be of interest
for vaccine development. In the present work weehdentified different transcripts as
potential vaccine candidates based on the highsdrgotional level and their
immunogenic properties since they were identifiedhtiuce a CD4+ and CD8+ T-cell
immune response [51]. Of them, UL4, UL17, UL36, US®l US18 may be potential
candidates to elicit a CDB4T-cell immune response and UL44, US3 and UL36
candidate to elicit a CD&-cell immune response.

Previous evidences support that the CMV-specifientwal response after natural
infection is directed to block epithelial cell but fibroblast infection. For this reason,
the activation of a CD4T-cell response targeting a protein highly exprdsse
epithelial cells may be a good alternative to irelacmore protective specific humoral
response. In this sense, the US18 also identisddkaevasion function [45] may be the
most desirable since is the most expressed indhese of epithelial infection and is
frequently recognized by CD4+ T-cells . Furtherdstgs are necessary to elucidate the
function of the unknown proteins as UL17 as welk@sest their capacity to evoke a

strong humoral or T-cell responseiinvivo studies.
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In addition, the antigens encoded by UL36 and US¥ be specially interesting since
they activate both CD4+ and CD8+ T cells, which measult in the activation of both
the cytotoxic response against infected cells andrdibody response directed against
the free extracellular virions. The UL36 gene ersothe viral inhibitor of caspase-8
related with the activation of apoptosis proceg64$ whereas US3 is a glycoprotein
residing in the endoplasmic reticulum that modulegé surface expression of MHC
class | molecules and it is related with virus-naéelil class | degradation during early
times of infection[34]. Although it may seem paragal the use of a protein
responsible for the immune evasion as an indudttineoimmune system, other studies
have also proposed this type of proteins to aaivhé T-cell immune response [62].
One of the best example is the tegument proteirbpfitat despite of preventing the
recognition of immediate-early proteins by compdaesf the immune system and in
addition to inhibiting the synthesis of various gmnents involved in the host immune
response [63], pp65 is one of the protein most usewccine development because of
its capacity to induce a specific T-cell respor®4. [

In conclusion, using the transcriptional profile@¥V during the infection of fibroblast
and epithelial cells we identified the most transed viral genes that are involved in

activating T-cell response as potential novel amtgyfor vaccine development.
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Table 1. Global overview of the RNASeq data of uniected and infected cells

126

Sample (replicate)

CMV mapped reads

Uninfected control (1) 1,287
Uninfected control (2) 747
AD169-8 hpi (1) 419,318
" AD169-8 hpi (2) 321,025
é AD169-24 hpi (1) 347,312
AD169-24 hpi (2) 365,638
AD169-48 hpi (1) 1,307,679
AD169-48 hpi (2) 1,116,200
Uninfected control (1) 5,770
Uninfected control (2) 4,777
CMV BADrUL131 -16 hpi (1) 313,621
o CMV BADrUL131 -16 hpi (2) 427,743
I;é CMV BADrUL131 -36 hpi (1) 1,797,717
<
CMV BADrUL131 -36 hpi (2) 1,589,482
CMV BADrUL131 -48 hpi (1) 2,119,769
CMV BADrUL131 -48 hpi (2) 2,310,159
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Table 2. Differential transcription (fold change) d MAT during the infection of
ARPE-19vs.MRC5

IE E L

GENE | (log,FoldChange) | (log,FoldChange) | (log,FoldChange) Function

uL4 0.298 2.215 0.204 Glycoprotein

uL13 -1.729 0.376 0.225 Unknown

uL17 -1.366 1.349 1.731 Unknown
UL48A -1.871 1.397 0.083 Structural
UL74A -1.416 2.369 1.542 Structural

us3 -3.263 1.000 0.437 Immune evasion

us2 -0.773 1.475 1.199 Immune evasion
UL51 -0.741 0.201 -0.741 Replication/encapsulation
UL112 -1.668 1.094 0.964 Replication/encapsulation
UL26 -1.373 1.069 1.194 Impact IE gene expression

uUs9 -1.046 1.488 0.963 Unknown

UL36 -1.026 0.618 0.984 Apoptosis
uUL100 -0.840 3.623 2.602 Glycoprotein M
uUL29 -2.205 -0.455 -0.110 Impact |IE gene expression
Uldla 0.646 2.305 1.383 Unknown

uLs 1.057 3.432 1.213 Unknown

Us20 1.195 1.424 0.910 Immune evasion
uL40 1.097 2.575 1.799 Immune evasion
uL42 0.770 2.408 1.400 Immune evasion
Us18 1.751 2.068 1.513 Immune evasion
US34A 1.869 1.599 0.753 Unknown

Us10 1.896 2.154 2.702 Immune evasion
Us11 1.283 1.339 1.831 Immune evasion
Us19 0.724 1.337 0.794 Unknown

UL78 0.674 1.642 1.307 Structural
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Figure 4
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Figure 5
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Figure Legends

Figure 1. Timing identification of the immediate-ealy (IE), early (E) and late (L)

phases of infection by Western blotProteins from mock and infected MRC-5 (A) or
ARPE-19 (B) cells at the indicated time post-ini@ctwere subjected to western blot to
analyze the level of expression of three proteiisl, ICP36 and pp65, known to be

expressed at immediate early, early and late plagatection, respectively.

Figure 2. Viral transcriptome analysis overview Pie chart showing th@roportion of
reads obtained from RNA-seq that were assigned M/ Ginnotated CDS (pink),
intergenic region (green) and non-coding gene Jldueing the infection of MRC5 (A)

and ARPE19 (B) in the duplicate experiments (l1).

Figure 3. Reproducibility of RNA-sequencing.The correlation ofeads per kilobase
per million (RPKM) values from thesiral RNA measurements of the duplicated
experiments was analyzed for both MRC5 (A, B a@)l ARPE19 (D, E, F) infection.

The variability of the regression model is repréedrby the R square value.

Figure 4. Most abundant transcripts (MAT) after HCMV infection. The 10 % most
abundanttranscripts at immediate early (A), early (B) aradel (C) phases during
infection were selected. The RPKMg éxig obtained for each gen& (@xig are

represented for the infection of MRC5 (blue linejigARPE-19 (red line).

Figure 5. Identification of MAT levels of proteins known to induce an CMV-
specific immune response.MAT levels were compared with those antigens
traditionally used in the formulation of CMV vaceirand other antigens identified as
antigenic in the bibliography. A, B) Transcription levels expressed as reads per

kilobase per million (RPKM;y axig for MAT (UL113, UL17, UL4 and UL48a),
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antigens that have previously been used for CM\&iv&cformulation (pp65, gB, gH,
gL, and IE-1) and other open reading frames (OR&s)gnized by CD8T-cells (A)

and CD4 T-cells (B) during infection of fibroblast cellMRC5). C, D) Transcription
levels expressed as RPKMsdxi9 for MAT (UL4, UL40, UL41A, UL42, UL5, US18,
US20) traditional CMV antigens (UL83, UL123, UL5&JL75,) and other ORFs
recognized by CD8T-cells (C) and CD4T-cells (D) during infection of epithelial

cells (ARPE19).
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V. Resumen de resultados



A continuacion, se presentan los resimenes dedssadiculos incluidos en esta tesis

doctoral.
Articulo 1
Titulo

Use of Antibodies Neutralizing Epithelial Cell Infection to Diagnose Patients at Risk
for CMV-Disease After Transplantation. Blanco-Lobo P, Cordero E, Martin-Gandul C,
Gentil MA , Suéarez-Artacho G, Sobrino M, AznaP8rez-Romero P.

Introduccién

La infeccion por CMV continda siendo una de lasgpales causas de mortalidad y
morbilidad tras el trasplante de organo sdlido (Y@&B16]. Aunque la utilidad de la
monitorizacion de la respuesta celular T especdeEe&€ MV ha sido investigada en varios
escenarios tras el trasplante, es necesario estabfmintos de corte de parametros
inmunoldgicos que puedan ser usados para determinagsgo de infeccion por CMV
para su utilidad clinica [133, 134, 247]. En estatislo, el papel que juegan otros
componentes del sistema inmune, como la respuestaral, se ha caracterizado poco
[175-177] y la mayoria de datos relacionados corncdpacidad de los anticuerpos
neutralizantes de controlar la infeccion por CM\byienen de estudios de infeccidon
congénita [176]. Aunque la deteccidn pre-trasplaletegG especificas de CMV se utiliza
para establecer el riesgo de los pacientes queerecin trasplante de desarrollar infeccion
por CMV postrasplante, la relacién entre la sergemsion y los niveles de IgG tras el
trasplante y el riesgo de desarrollar infecciénsaocha estudiado en profundidad. En un
meta-analisis, en el que se analizaron 698 reaptr TOS, se relaciond el aumento de la
supervivencia global y la reduccion de la enferrdeplar CMV tras la administracion de
inmunoglobulinas [178]. La mayoria de estudios daticuerpos neutralizantes se han
realizadoin vitro en modelos celulares de infeccion por CMV utildarfibroblastos,
aungue las células epiteliales y endoteliales doget la primera barrera durante la
infeccion natural de CMV. Por este motivo el uso fieoblastos como modelo de
infeccién podria estar proporcionando resultadasiglas de la respuesta de anticuerpos
especificos de CMV, y seria de interés evaluar dadyccion de anticuerpos que
neutralizan la infeccion de CMV en células epiteBay su relacion con la evolucion

clinica de los pacientes durante el primer afiot@splante [187-190]. De hecho, Geeta
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al. en un estudio con 18 mujeres embarazadas coociafe primaria por CMV y 5
receptores de trasplante de érgano sélido mosted lguactividad neutralizante de la
infeccion por CMV era 128 veces mas elevada cuasdtestaba en células epiteliales

comparado con fibroblastos [190].

La infeccion por CMV en receptores de TOS de alésgo de infeccion por CMV
(pacientes seronegativos que reciben un 6rganm gaciente seropositivo (D+/R-), es un
contexto ideal para la caracterizacion de la respu@mune especifica de CMV por un
namero de razones. En primer lugar, los pacierddsan tenido infeccion previa por CMV
y aproximadamente un 50% de ellos desarrollan eidaecprimaria tras la discontinuacion
de la profilaxis [130]. Por tanto, la respuesteeesiica de CMV puede ser caracterizaea
nova Ademas, en un estudio previo se ha demostradtogymacientes TOS de alto riesgo
de infeccion por CMV que reciben tratamiento apticio son capaces de controlar la
infeccidn tras la adquisicion de una respuesta memeelular T especifica de CMV [133,
167, 177, 194, 248], por tanto seria ideal estudsiparametros de la respuesta inmune

gue se relacionan con la proteccion frente a kcibn.
Objetivo

El objetivo de este estudio fue definir parametdesla respuesta humoral y celular
especifica de CMV relacionados con el control defiaccion por CMV y enfermedad en
una cohorte de pacientes TOS de alto riesgo dedidie por CMV (D+/R-).

Metodologia

Se llevé a cabo un estudio prospectivo observacemal que se incluyeron pacientes de
alto riesgo (D+/R-) de infeccién por CMV desde Aliel 2007 a Diciembre del 2014. El
seguimiento de los pacientes se realizO mediant@oeon de muestras de sangre de
forma semanal durante los 3 primeros meses traasglante, cada dos semanas entre los
meses 3 y 6, y mensualmente hasta finalizar el goriaiio pos-trasplante. Todos los
pacientes recibieron terapia anticipada, que ctasen valganciclovir (900 mg/12hr)
cuando el resultado de la monitorizacion virologicat PCR a tiempo real era superior al
limite de deteccion de la técnica. El tratamiergotinuaba durante dos semanas o hasta
finalizar el episodio de replicacion, definido coreb periodo de tiempo con viremia
detectable (por encima del limite de deteccionk &pisodios de replicacion que ocurrian

tras la deteccion de una respuesta celular especi@i fueron tratados y pacientes fueron
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monitorizados [133]. Sin embargo, si se produciangremento significativo de la carga
viral (duplicada en un periodo de 24 horas) losgudes fueron tratados para evitar un

aumento incontrolado de la misma.

La monitorizacion de la respuesta celular T seizéahediante la cuantificacion de los
linfocitos CD4 y CD8" especificos de CMV productores de HyNbor citometria de flujo.
Los porcentajes de CD4 CD8" activados fueron normalizados al control negayivae
consideraron positivos aquellas muestras cuyo ptajgede CD8CD69" que expresaban

IFN-y superaba el 0,25%.

El titulo de anticuerpos neutralizantes se dete’n2rsemanas después del trasplante, 5
semanas después de cada episodio de replicacidingladel seguimiento por ensayo de
microneutralizacion [249]. El titulo de anticuerposutralizantes fue definido como el
titulo del suero del paciente que reducia en un BOifeccion comparado con un control
infectado. De esta forma, los titulos de anticuenmpeutralizantes se determinaron usando
la siguiente formula: [(media DO de células VC)-@iaeDO de células CC)]/2.

Finalmente, los anticuerpos IgG fueron cuantifieadeando Elecsys 2010 (Roche) y las

muestras fueron consideradas positivas cuandoneaigares de 1 1U/ml.

La significacion estadistica de las diferentes eeak se realiz6 aplicando el test de
Mann—Whitney y Wilcoxon. Para el andlisis de Valea categoricas se realizaron el test
de Chi-cuadrado o test exacto de Fisher. Las diéeme fueron consideradas
estadisticamente significativas para valorep deenor de 0.05. Para determinar el punto
de corte de anticuerpos neutralizantes que coroelaica con proteccion frente a CMV se
realizé una curva ROC. La sensibilidad, especiéidid®PV y NPV se obtuvieron mediante
el software G-Stat (version 2.0). Finalmente larelacion entre variables se analizd
mediante el test de correlacion de Pearson y mediEaegresion logistica se usaron para
estudiar el efecto de la respuesta inmune en taqoion frente a CMV. Todos los analisis

estadisticos se realizaron con ayuda de la vetdidhdel SPSS.
Resultados y discusion

Aunque varios estudios han demostrado que la retpuelular T especifica de CMV se
asocia con la aclaracion espontanea de la viremi€MV, un pequefio porcentaje de
pacientes con una respuesta celular T positivaneatin en riesgo de desarrollar
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enfermedad tardia por CMV. Por ello en este estwaializamos pardmetros de la
respuesta inmune humoral especifica de CMV comaatdguerpos IgG o anticuerpos
neutralizantes tras el trasplante. En concordaoaia estudios previos, encontramos un
perfil de seroconversion muy heterogéneo en elgegem con niveles de IgG altamente
variables tras el trasplante que no se relacioméetmimero de eventos de replicacion y
con la carga viral. Por tanto, concluimos que lalsgia tiene una escasa utilidad clinica

como predictor de desarrollo de enfermedad por GiY¥ el trasplante.

Una de las principales novedades de nuestro estsdijoe demostramos que los pacientes
con serologia pretrasplante negativa para CMV dakar de novouna inmunidad
humoral mediada por un amplio rango de anticuergagralizantes. Nuestros resultados
corroboran una asimetria en la cinética de produode anticuerpos neutralizantes, con 64
veces mas anticuerpos neutralizantes de la infea®dcélulas epiteliales en comparacion
con anticuerpos neutralizantes que bloquean irdaate fibroblastos en estos pacientes al
final del seguimiento. Aungque no encontramos réla@ntre los titulos de anticuerpos
capaces de bloquear la infeccién de fibroblasttss proteccion frente a la infeccién o la
progresion clinica del paciente tras el trasplasitélimos capaces de definir un punto de
corte de titulos de anticuerpos neutralizantes rdeccién de epitelio 480) que se
correlaciona con la disminucién de la infecciorayptoteccion frente a la enfermedad por
CMV.

Nuestros resultados sugieren que la cuantificadi@n los titulos de anticuerpos
neutralizantes de la infeccion de células epitdigtitul®480), ademas de la respuesta
celular T (CD8 IFN-y ">0,25%), podria ser Gtil para distinguir entre paigie que
requieren una monitorizacion mas cercana y aqupl presentan un menor riesgo de
desarrollar enfermedad por CMV. De esta forma,dmlinacion de la monitorizacion
virologica e inmunolégica de los pacientes podgtngizar la administracion de la terapia
anticipada en pacientes de alto riesgo de infeq@adrCMV. Sin embargo, sera necesario
llevar a cabo estudios prospectivos con cohortespa@entes mas numerosas para

confirmar los resultados presentados.
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Articulo 3
Titulo

Using Transcriptional Profile During Cytomegalovirus Infection of Human
Fibroblast and Epithelial Cells for Antigen Identification . Blanco-Lobo P, Rueda A,
Lépez FJ, Vela-Boza A, Pérez-Romero P

Introduccién

La infeccion por CMV es una de las principales aaude morbilidad y mortalidad en
individuos inmunodeprimidos como son los pacietri@splantados de 6rgano sélido [246]
ademas de estar asociada a dafios neurologicodetn elando se produce una infeccion
primaria durante el embarazo [250]. Por ello, stitnto de medicina americano (IOM) el
ha identificado el desarrollo de una vacuna fren€MV como una prioridad de salud
publica. Desde los afios 70, se han desarrolladosveandidatos de vacunas incluyendo
vacunas de virus atenuados, péptidos o proteir@sni@nantes, plasmidos de ADN,
particulas viricas no infectivas (tétmino en inglésis like particlg, y vectores con
proteinas de la envuelta [149]. EI nimero de antgede CMV evaluados como
candidatos de vacuna en ensayos preclinicos ycatiniha sido relativamente bajo. La
mayoria de estas vacunas, excepto la vacuna basadeaus atenuados, se han formulado
usando la glicoproteina gB [230] para promover i@spuesta humoral y las proteinas IE-1
y pp65 para promover una respuesta celular, esdpenige de linfocitos T [231]. Sin
embargo, ninguna de ellas ha llegado a ser licdacleasta la fecha para su uso en
humanos, por lo que sigue existiendo la necesigdadvaluar nuevos antigenos virales
como candidatos de vacuna frente a CMV que puadthrcir una respuesta inmune mas

robusta aumentando los efectos protectores declaaaion.

Debido a la gran cantidad de ORFs del genoma de dd&aracterizacion de la respuesta
inmune inducida por cada una de las proteinas dwafandividual requeriria mucho
tiempo y un coste elevado. En este contexto, edesias nuevas tecnologias emergentes,
genomica, transcriptomica y proteOmica, podrian (gdes para identificar antigenos
virales con las caracteristicas deseables paiaefi@ide una vacuna. Las técnicas basadas
en el analisis de transcriptoma, pueden identifipanes virales altamente expresados
durante la infeccidén de diferentes tipos celulacespo han sugerido estudios recientes en

los que se empleaba el RNA-Seq para caracterizimaretcriptoma de CMV humano y
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murino durante la infeccion [232, 233]. Los prodigctde estos genes podrian ser
interesantes para el desarrollo de vacunas congeants capaces de estimular la respuesta
celular dirigida a células infectadas. El hechagde estudios de transcriptomica basados
en microarray demuestren que los genes que codifican para Ipgby, que inducen una
respuesta celular que correlacionada con el cod&da replicacion viral [251-253] estan
altamente expresados durante la infeccién [254yapesta hipétesis.

La introduccion de la tecnologia de Secuenciaci@rNdeva Generacion (NGS) para la
secuenciacion de ADN y ARN ha revolucionado el distude la biologia molecular y
genomica y ha permitido la identificacion de nue@&d-s o no anotadas [255]. El analisis
del transcriptoma de fibroblastos infectados coredéirpe Merlin (a las 72 horas pos-
infeccién) utilizando RNA-Seq demostré que la taipeion del genoma de CMV es mas
compleja y multifacética que lo que se habia desbadsta la fecha con un gran nimero de
regiones codificantes de proteinas, eventosptieing alternativo y ARNs no codificante

como transcritos solapados y antisentido [232].

Aunque los estudios transcripcionales realizados GV se han centrado en la
caracterizacion de la expresion de genes viraleantkila infeccién y han proporcionado
informacion importante aunque parcial. Por ejemm@o, estudios en los que utilizan
microarray se ha determinado la abundancia relativa sélosi&rdnscritos incluidos en el
disefio delrray. Por su parte, los estudios de transcriptoma d¥ @Mizando RNA-Seq
se realizaron utilizando Unicamente el modelo deoblasto. Aunque el modelo de
infeccion por CMV de fibroblastos ha sido el matiaado, CMV es capaz de infectar un
gran numero de tipos celulares estableciendo ueeastion compleja con el hospedador.
Por ejemplo, las células epiteliales juegan un lpag@ortante durante la transmision inter-
hospedador de la infeccion por CMV ya que constitlay principal barrera de entrada
durante la infeccion natural. Ademas, nuestros sdgtmtros de estudios previos han
demostrado que los anticuerpos neutralizantes éispscde CMV que bloguean la
infeccidn de fibroblastos estan presentes a bayetes en el suero de pacientes durante el
curso de la infeccién, mientras que la mayoria mé&cw@erpos neutralizantes detectados
estan principalmente dirigidos a bloquear la inf@tae células epiteliales. En conjunto
estos resultados podria indicar que las célulasliges pueden jugar un papel esencial

durante la infeccion y diseminacién de la infecga@n CMV in vivo.
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Objetivo

Analizar y comparar mediante Secuenciacion de Nueeaeracion (NGS) el perfil de
expresion de los genes de CMV durante la infecd@ribroblastos y células epiteliales
para identificar los transcritos virales mas y mifecialmente expresados durante la
infeccidn de ambos tipos celulares, para identificdigenos potenciales para el disefio de

una vacuna.
Metodologia

La identificacion del mejor tiempo pos-infeccionegqepresentara las tres fases temporales
de expresion de los genes de CMV (inmediatamentprana IE, temprana E y tardia L)
tanto en fibroblastos MCR-5 como en epitelio ARFEsE realizé detectando el pico de
expresion de proteinas expresada en las fasesdteifm IE-1), E (ICP36), y L (pp56) en
ambos tipos celulares por western blot.

Para preparar el ARN de células infectadas y nectaflas por CMV para el analisis por
RNA-Seq, las células MRC-5 y ARPE-19 en frascouévo de 75cm fueron infectadas

a 3 M.O.I con las estirpes AD169 y BADrUL131-Y4spectivamente y el ARN fue
extraido a las 8, 24, y 48 horas pos-infeccion [s&RC-5y a las 16, 36 y 48 horas para
ARPE-19, todas ellas por duplicado. La calidad sepa de las preparaciones de ARN fue
determinada por absorbancia y la integridad del AR&comprobada por electroforesis
previamente a la construccion de las librerias paranalisis por RNA-Seq.

Para realizar los analisis bioinformaticos, lasuexs oreadsunicas se mapearon frente a
una secuencia de referencia formada por el GenamaaHho(build GRCh37, hgl9) y el
Genoma del virus (HCMV AD169 strain, GenBank aciess0. X17403). Se realizaron
dos rondas de mapeo: el primer paso de mapeo\s8e dleabo usando TopHat v1.4.1
[256]. A continuacion, laseadsque no mapearon fueron re-mapeadas usando SHRIMP
v2.2.3 [257]. Los resultados obtenidos de ambosewspfueron fusionados y el conteo de
lasreadspara cada gen se obtuvo usando el paquete HT Sedq{@atersection non-empty
mode) con las anotaciones de humano (ENSEMBL) y gerioma del virus. A
continuacion, se identificaron los transcritos rasndantes (MAT). Para ello, los valores

de RPKM fueron calculados desde los conteos de gadd258]. La lista de MAT fue
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calculada basandonos en el 10% de transcritos maglantes para cada tipo de muestra
(MRC-5 0 ARPE-19) en cada tiempo (IE, E, L).

Resultados y discusion

Determinamos los tiempos a los que los nivelesrdeeimas fueron similares para ambos
tipos celulares siguientes: 8hpi (IE-1), 24 hpiRBB) y 48hpi (pp65) para MRC-5; y 16
hpi (IE-1), 36 hpi (ICP36) y 48hpi (pp65) para RR-19.

Los resultados de las réplicas biolégicas de RNéy&&a cada uno de los tiempos durante
la infeccion de ambos tipos celulares fue altameapeoducible. Nuestros resultados
demuestran que una gran cantidad de transcrit@desirdiferian entre ambos tipos
celulares infectados por CMV, fibroblastes células epiteliales. Los niveles de los MAT
expresados ereads per kilobase of transcript per million mappedds(RPKM) eran en
general siempre mayores comparados con los RPKIlslsdeoteinas utilizadas en estudios
previos como vacunas. Ademas, observamos que lo§ MB4, UL17 y US18 son
inductores de una respuesta de células T'Ciientras que UL44, UL36 y US3 inducen
una respuesta de células T CD8Postulamos que los genes mas expresados dimante
infeccibn por CMV si ademas tienen un papel impudgaen la estimulacion de una
respuesta inmune especifica frente a CMV podrinbsenos candidatos para el desarrollo
de una vacuna frente a CMV. En base a esta hippt#ls36 y US3 transcritos altamente
expresados podrian ser de especial interés pamcidad de activar tanto una respuesta
de células T CD4como CDS8, activando tanto una respuesta citotoxica, como de
anticuerpos neutralizantes especificos de CMV. Adendebido a que las células
epiteliales son la primera barrera biolégica enemla por CMV y que la respuesta
humoral especifica de CMV tras la infeccion natesth dirigida especialmente a bloquear
la infeccion de células epiteliales, US18, detextaa nuestro estudio como el mayor MAT
durante las tres fases de infeccién por CMV delaglepiteliales, podria ser un buen
candidato a vacuna ya que ademas presenta la dagaide activar la respuesta celular

mediada por células T CD4
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A pesar del desarrollo de nuevas técnicas de d&ligo y las ventajas aportadas
por las diferentes estrategias de tratamientamféecion por CMV continla siendo una de
las principales causas de morbilidad y mortalidad €l trasplante. Los receptores de
trasplante seronegativos (R-) que reciben un OrgEnan paciente seropositivo (D+)
presentan un mayor riesgo de desarrollo de infacgiéenfermedad por CMV en
comparacion con los trasplantes realizados en atexth de otras combinaciones
serologicas. Los pacientes D+/R- pueden considerarontexto ideal para el estudio de
la infeccion y de la inmunidad especifica frent€MV por varias razones. En primer
lugar, estos pacientes no han desarrollado infequiévia por CMV y aproximadamente
el 50% de ellos desarrollan infeccion primaria dteael primer afio pretrasplante tras la
discontinuacion de la profilaxis [130], por tanto ihmunidad especifica frente a CMV
puede ser caracterizada novo Ademas, estudios previos en estos pacientesadesdgo
gue reciben tratamiento anticipado han demostraddrgs la adquisicion de una respuesta
de células T especificas de CMV son capaces deotania infeccion por CMV sin
necesidad de tratamiento lo que supone un marcal die estudio de la capacidad
protectora de la inmunidad [133, 167, 177, 194] 248

Una limitacion sin embargo es la baja incidence tlasplante de alto riesgo
(D+/R-), que dificulta considerablemente la indunsde los pacientes en este tipo de
estudios. En general, de las estrategias empl@adagprevenir la enfermedad por CMV la
profilaxis universal es la recomendada por lasgdmtratamiento actuales para prevenir
la infeccion por CMV en receptores TOS de altogiede infeccion por CMV (R-/D+)
[80, 259-261]. Por este motivo la mayoria de estgiublicados en pacientes de alto
riesgo utilizan profilaxis universal para prevelirinfeccion por CMV. Se han realizado
un numero relativamente bajo de estudios en el exgtmt de terapia anticipada,
probablemente también debido a la complejidad géeimentar esta estrategia en la rutina
clinica. En estudios previos realizados en nuggipo demostramos que la estrategia de
tratamiento anticipado es segura y efectiva papadaencion de enfermedad por CMV en
pacientes TOS de alto riesgo [138, 262-265]. Adeemasstos pacientes, la adquisicion de
la inmunidad especifica de células T frente a CMMre de forma temprana tras el
trasplante probablemente como resultado de laaict&m entre el sistema inmune del
paciente y el virus durante los periodos de viremanitorizadas [133, 134, 266]. Esta

respuesta se relaciond con una menor incidencraglieacion por CMV, un aumento de
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los casos de aclaracion espontanea de la viremi@aymenor incidencia de enfermedad
por CMV postrasplante [133]. En este contexto,addbatido ampliamente la posibilidad
de utilizar la determinacion de la respuesta delagIT (CD8IFN-y") especifica frente a

CMV para la monitorizacion tras el trasplante duso en el periodo pretrasplante para
predecir el riesgo de infeccion por CMV y de enfedad tardia postrasplante [167, 169,
170, 194, 247]. A pesar del efecto terapéutico presenta la inmunidad celular frente a
CMV, una minoria de pacientes de hasta el 10% maatdesarrollando enfermedad tardia
por CMV a pesar de contar con inmunidad espedifezge a CMV [167, 247]. Este hecho

podria sugerir que el punto de corte para defmirespuesta celular especifica de CMV
positiva debe ser incrementado, o bien, que deabeciansiderarse ademas otros
marcadores del sistema inmune adaptativo, comoejgnplo el nivel de anticuerpos

neutralizantes, para monitorizar a los pacientesptantados.
Las principales novedades este trabajo son:

1) Se trata de un estudio en el que los paciemesnmunidad celular no reciben
tratamiento anticipado para promover el aclaramiergpontaneo siendo monitorizados

para evitar eventos incontrolados de replicacion.

2) Es el primer estudio en el que se caracteramdl trasplante la cinética de la
adquisicién de la respuesta inmunidad humoral dicwsrtpos neutralizantes, de la
seroconversion y la inmunidad celular en una cehdetreceptores de trasplante de 6rgano

sélido de alto riesgo de infeccion por CMV (D+/R-).

3) Es el primer estudio en caracterizar la retacié la respuesta inmune celular y
humoral y su relacién con la proteccion frente anfaccion postrasplante y proponer

puntos de corte de proteccion frente a la enferchpdaCMV.

En el estudio desarrollado en esta tesis en umarteode receptores de TQS/R-
confirmamos que el tratamiento anticipado es segueficaz ayudando al desarrolide
novode una respuesta inmune litgocitos CD8 IFN-y* especifica de CMV. Ademas, en
concordancia con los datos publicados anteriormentauestro laboratoriencontramos
una correlacion inversa entre la cinética de adtaisde novode una respuesta celular

especifica de CMV vy la incidencia de episodio daicacion, con un menor niamero de
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episodios, de menor duracidon y por tanto una disoidm en la administraciéon de
tratamiento antiviral. Adicionalmente, para amp&aestudio de la inmunidad especifica y
como principal novedad de este estudio se analiztética de adquisicion de la respuesta
humoral mediada por anticuerpos neutralizantes.e@bmos que la adquisicion de
anticuerpos neutralizantes frente a la infeccion@dV es mas tardia comparada con la
respuesta de células T, y se relaciona con la quidte frente a la infeccion y
especialmente frente a enfermedad por CMV. Asimjdogramos establecer un punto de
corte de titulos de anticuerpos que neutralizaninfeccion de células epiteliales
(AbNEI>480) que se asocid con la proteccion frente afec@ndn por CMV vy frente al
desarrollo de enfermedad. En la cohorte estudradguno de los pacientes corspuesta
inmune delinfocitos CD8 IFN-y" especifica de CMVy con titulos de anticuerpos
neutralizantes de infeccion de células epitelia@gerior al punto de corte establecido

desarrollé enfermedad por CMV.

Los resultados obtenidos en esta tesis doctorh skscutidos en detalle a continuacion.

Infeccion y enfermedad por CMV en el paciente trasantado de alto riesgo (D+/R-)
que recibe tratamiento anticipado.

Como se ha introducido previamente los receptee®rgano solido seronegativos,
sin inmunidad especifica frente a CMV, que reciberdrgano de un donante seropositivo
para CMV son especialmente vulnerables a la inbecpor CMV. Concretamente, los
pacientes trasplantados de rifion, corazén o higadalto riesgo{+/R-) presentan una
probabilidad de entre un 30-75% de desarrollarinfezcion por CMV tras discontinuar la
profilaxis [130, 267]. En el presente estudio €/69% de los pacientes de alto riesgo que
recibieron tratamiento anticipado desarrollaroimahos un episodio de replicacion, una
incidencia similar a la publicada por otros estadia los que se describe la prevalencia de
infeccién en torno al 80% en estos pacientes [®B].2El andlisis de la cinética de
replicacibon de CMV en la cohorte estudiada demosué la infeccion primaria se
producia con una mediana de 4 semanas postrasplzintadiendo con otros resultados
publicados por otros autores [133, 268, 269]. Desatn a la bibliografia [37, 138, 270],
estos episodios de infeccion primaria se caraetenz por desarrollar picos de cargas
virales mas elevados y por tanto, una mayor dunage tratamiento comparado con los

episodios de recurrencia. Por otro lado, un 38%lodeepisodios de recurrencia no
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necesitaron tratamiento, probablemente debidoadmisicién previa de una inmunidad
especifica frente a CMV. Aquellos episodios reaquters en l0s que se necesitd tratamiento,
se caracterizaron por cargas virales inferioreslgsiepisodios de infeccion primaria, lo

que explica la menor duracion de los tratamientdsiaistrados.

Respecto a la enfermedad por CMV, se ha estimaden pacientes de alto riesgo
la incidencia de enfermedad tardia tras discontiteuprofilaxis puede ser incluso de entre
el 30% vy el 40% [130]. En la cohorte estudiada ste érabajo identificamos 4 (8.5 %)
casos de enfermedad, uno de los cuales podriaxgkcaglo por el incumplimiento del
protocolo de monitorizacion por parte del pacieftedos los casos identificados tuvieron
una evolucion favorable. La incidencia de enferage@s variable, y depende de la
estrategia de tratamiento utilizada asi como detdalogia del receptor [129, 167]. La baja
tasa de enfermedad encontrada en nuestro estudiont® que la monitorizacién de los
receptores de TOS de alto riesgo (que recibennratdo anticipado), mediante la
determinacion de la inmunidad especifica en paradl monitorizacion de la infeccion
como guia de administracién del tratamiento es esteategia segura y efectiva en la
prevencion de enfermedad por CMV y que promuewdesérrollo de una inmunidad con

efecto terapéutico.

Papel de la inmunidad celular especifica de célulak en el control de la infeccion y
enfermedad por CMV.

Los resultados obtenidos demuestran que la admaicidn del tratamiento
anticipado en una cohorte de pacientes de altgaide infeccion por CMV promueve la
adquisiciéon de una respuesta celular especificgldéas T protectora frente a la infeccion.
Tomando como punto de corte un porcentaje de lito®d CD8 activados que expresan
IFN-y de 0,25 %, el 89,3% de los pacientes desarrollanarrespuesta celular positiva a lo
largo del seguimiento. Tratando de profundizar érpapel de la respuesta celular
especifica de células T frente a la infeccion deMCNumerosos trabajos han revelado que
los linfocitos T CD4 y T CD§ tienen un papel fundamental en la respuesta ddapta
frente a CMV [266, 271-273]. Recientemente, Oagblal [167] demostraron que los
niveles de IFNy medidos tras la estimulacidn vitro en pacientes de alto riesgo D+/R-

(que recibieron la estrategia profilactica frentia anfeccion por CMV) se correlacionaba
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con el riesgo de desarrollar enfermedad por CMV wea finalizado el periodo
profilactico. Los pacientes con un test positivo idmunidad presentaban una menor
incidencia de enfermedad por CMV cuando lo compmaralcon pacientes cuyas
determinaciones eran negativas o indeterminadaé¢ %, vs 22,2 % vs 58,3%,
respectivamente; p<0.001). Sin embargo, este tsntam@rovertido ya que otros estudios
no han encontrado asociacion entre la producciofFNey por células CD4+ y CD8+
especificas de CMV vy la protecciéon frente a ladofén o enfermedad por CMV [171,
274]. A pesar de ello, numerosas evidencias aptgyanonitorizacion de la respuesta
inmune celular como estrategia de control del dedg infeccion y enfermedad en el
periodo postrasplante [275, 276]. Sin embargo,texipocos estudios de intervencion en
los que se demuestre que efectivamente la addinsiie la inmunidad especifica frente a
CMV es protectora frente a subsiguientes eventagpmleeacion. En el presente estudio de
intervencion confirmamos que la adquisicion de déspuesta inmune especifica de
linfocitos T CD4 y CD8' tiene un efecto terapéutico frente a la infeccion@MV ya que

se relaciona con un numero elevado de eventos gdica@on que aclaran
espontaneamente, ademéas de una menor incidenagi@plieacion postrasplante, y con
cargas virales pico menores. Como consecuenciajreero de pacientes tratados tras la
adquisicion de la respuesta inmune es menor, yogrcdsos en los que los pacientes

reciben tratamiento, el periodo de administrac®de menor duracion.

A pesar del efecto terapéutico observado, Kuehat[247] y Oriolet al.[167] han
descrito desarrollo de enfermedad en el 10 % y fé%pectivamente de los pacientes
trasplantados de alto riesgo estudiados, a peseordar con una inmunidad de células T
CDS'IFN-y" especifica frente a CMV, y en el presente estadib4,2 %. En nuestra
cohorte, dos de los cuatro pacientes que desaoollanfermedad presentaban una
inmunidad especifica de células T CIFN-y" positiva con niveles superiores al 0,25%.
Es probable, por tanto, que en base a los difeygnietos de corte de células reactivas a
antigenos de CMV establecidos hasta la fecha padeg@r proteccion frente a CMV,
entre un 4-10 % de los pacientes D+/R- continlUenesgo de desarrollar enfermedad por
CMV. Estos resultados invitan a la reconsideradémos aspectos no planteados hasta el
momento: la posibilidad de incrementar el puntcaolée de linfocitos T CD3FN-y" para
asegurar la proteccion del 100% de los pacienezdera enfermedad por CMV o bien la

consideracion de otro tipo de respuesta adaptativanarcadores inmunoldgicos
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alternativos que puedan estar actuando de fornaepmicomo mediadores importantes en
la proteccion frente a la infeccion y enfermedad @bIV. En este sentido, un incremento
del punto de corte de adquisicion de una respuestspecifica podria no ser la opcién
mas eficaz, dado que en los pacientes que desarreihfermedad con inmunidad
especifica de células T COBN-y" positiva tuvieron niveles altos de IFNO,3% y 0,9 %,
respectivamente. Para establecer un punto de dartdinfocitos T CDS8IFN-y" de
proteccion frente a la enfermedad por CMV mayod,@8% seria necesario considerar dos
aspectos: que el punto de corte sea lo suficiememestrictivo que asegurara que la
inmunidad protege de enfermedad, pero que a sineveka demasiado elevado para evitar
gque pacientes que no estan en riesgo de enferroestadcapaces de controlar la infeccion
por si mismos recibieran tratamiento por no habdquigido el punto de corte de linfocitos

T CDS'IFN-y" establecido.

En el siguiente apartado se analiza la considerai®ootro tipo de respuesta adaptativa o

marcadores inmunoldgicos alternativos.

Papel de la inmunidad humoral en el control de lanfeccidon y enfermedad por CMV.

El estado seroldgico del donante y del recepttnaees de la cuantificacion de
anticuerpos 1gG especificos de CMV es utilizadoleemactualidad como marcador para
predecir el riesgo de enfermedad por CMV trasadpiante como indicador de infeccién
previa y desarrollo de inmunidad frente a CMV. Esteecontexto, Humaet al.
defendieron la utilidad de la medicién de IgG effjps de CMV a los 6 meses
postrasplante en pacientes de alto riesgo de idfecpor CMV, en los que la
seroconversion se relacion6 con un menor riesgenfermedad [106]. No obstante, la
relevancia clinica de la monitorizacion de la say@ tras el trasplante ha sido cuestionada
por diversos estudios que describen una respuestanticuerpos IgG semejante entre
pacientes sintomaticos y asintomaticos [277-2791. rdestro estudio investigamos la
seroconversion y los niveles de IgG especificaGM¥ tras el trasplante y su relacién con
la proteccion frente a la infeccion por CMV en pates TOS de alto riesgo. En
concordancia con estudios previos, encontramos enfil pde seroconversion muy
heterogéneo en el tiempo y con niveles de IgG altaenvariables tras el trasplante que no

se relacioné con el nimero de eventos de repliocaciéon la carga viral [106]. Ademas,
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un 42,6% de los pacientes tuvieron una serocordrerauly temprana tras el trasplante en
alguno de los casos incluso anterior a eventost@deles de replicacion lo que evidencia la
falta de relacion entre la seroconversion y laicaplon por CMV. No encontramos
diferencias en la incidencia de infeccién entredasientes con seroconversion temprana
respecto a los que seroconvirtieron de forma nré@éatani en el nimero de episodios de
replicacion totales durante el seguimiento, o srckxgas virales pico. En este sentido, no
se encontré relacion entre los titulos de IgG giedarrollo de enfermedad, ya que tres de
los cuatro pacientes que desarrollaron enfermedaseptaban serologia positiva para
anticuerpos IgG con niveles entre 3,7 Ul/ml -154mll Por tanto, concluimos que la
serologia tiene una escasa utilidad clinica corediptor de desarrollo de enfermedad por
CMV tras el trasplante.

El conjunto de resultados expuestos hasta el mmnedican que seria de utilidad
definir nuevos marcadores de proteccion frente avQdara identificar pacientes con
menor riesgo de desarrollo de enfermedad por CM¥syque requieren un seguimiento

mas estrecho tras el trasplante.

Los anticuerpos neutralizantes y su relacién eoprbteccion frente a la infeccién
por CMV ha sido estudiado de forma mas secundanda mayoria de trabajos en los que
se estudia los anticuerpos neutralizantes frenteMd/ se han utilizado estirpes de
laboratorio en el contexto de fibroblastos [280in @mbargo, CMV establece una
interaccion compleja con el hospedador, infectandogran numero de tipos celulares
distintos in vivo, entre ellos no solo fibroblastos, sino tambiénuledl epiteliales,
endoteliales, células del musculo liso y macrofdd83]. De ellas, las células epiteliales
juegan un papel central por ser la primera barderanfeccion a partir de la cual la
infeccibn se disemina a otras células adyacent8%, [281]. Estudios recientes han
demostrado que el mecanismo de entrada de CMV wariduncion de la célula
hospedadora. Durante la entrada en fibroblastoglit@proteina gB y los complejos
gH/gL/gO y gM/gN del virus participan en el recomoiento y unién a los receptores
celulares [14, 183, 282], mientras que en las aslebiteliales el complejo pentamérico
gH/gL/pUL128-131a es indispensable para la infet¢ik84-186, 283]. Sin embargo, en
las estirpes de laboratorio como AD169 usada coreatenpara la cuantificacion de
anticuerpos neutralizantes este complejo no esdnak ya que contiene una mutacién

gue implica un cambio en la pauta abierta de laaflet locus UL128-131, y le impide la
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correcta formaciéon del complejo y por consiguidatefeccion de células epiteliales [12,
284]. Por este motivo, los estudios previos, erglos se han utilizado suero de pacientes
para determinar los anticuerpos neutralizanteseptes, han utilizado un modelo de
fibroblastos para la infeccion por CMV. Por tartiasta la fecha existe pocas evidencias
sobre el espectro de anticuerpos presentes eerel da pacientes tras la infeccion capaces
de reconocer las proteinas pUL128, pUL130 y pUL18LA participan en la infeccién del
epitelio. En el presente estudio ademas del madielmfeccion de fibroblastos utilizado
como referencia, hemos utilizado un modelo de woifec de células epiteliales para
estudiar la cinética de anticuerpos neutralizaptesentes en el suero de los pacientes tras
el trasplante.

Una de las principales novedades de nuestro esasdgue demostramos que los
pacientes con serologia pretrasplante negativa @a& desarrollande novo una
inmunidad humoral mediada por un amplio rango dew@erpos neutralizantes. Como se
ha apuntado previamente los datos previos dispEmiblemuestran que el titulo de
anticuerpos neutralizantes en un grupo de mujeneSamzadas y de receptores de
trasplante de 6rgano solido era 128 veces masdadrente a células epiteliales que frente
a fibroblastos [190]. En esta linea, el estudidizado por Cuiet al. demostré que la
vacunacion de individuos seronegativos con la depene atenuada (carente del complejo
pentamérico gH/gL/pUL128-131a requerido para l@dofon de células epiteliales) y la
gB adyuvantada con MF59 inducia un titulo de aefigos capaces de neutralizar la
infeccidon de células epiteliales entre 28 y 15 gands bajo que la infeccion natural, en la

que si estaria presente el complejo pentaméricglgpl)L128-131a [249].

Nuestros resultados del analisis comparativo décuampos neutralizantes de
células epiteliales y fibroblastos, corroboran aganetria en la cinética de produccion de
anticuerpos neutralizantes. De hecho, al finalsdgluimiento, los pacientes de alto riesgo
tenian 64 veces mas anticuerpos neutralizantea d#dccion de células epiteliales en

comparacion con anticuerpos neutralizantes queubbginfeccion de fibroblastos.

Aunque no encontramos relacion entre los titules adticuerpos capaces de
bloquear la infeccion de fibroblastos y la protéocirente a la infeccion o la progresion

clinica del paciente tras el trasplante, definimogunto de corte de titulos de anticuerpos
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neutralizantes de infeccion de epitel@80) que se correlaciona con la disminucién de la

infeccion y la proteccion frente a la enfermedad@ulV.

En conjunto, todos estos resultados sugieren guantk la infeccion natural por
CMV la respuesta de anticuerpos neutralizantes psticipalmente dirigida a los
receptores virales involucrados en la infeccidreélalas epiteliales y en menor medida de

fibroblastos.

Estudios previos en individuos inmunocompetentesmasktraron que los
anticuerpos cuya diana era el complejo pentameégeiigl/pUL128-131a estaban
directamente relacionados con el control de lactif®m en un grupo de 44 individuos
sanos (13 seronegativos, 20 seropositivos y 11 resljembarazadas con infecciéon
primaria) [285]. Ademas, se demostré que el poolimmunoglobulinas (CMV-IG
Cytogam), cuya administracion a pacientes traspitnst de 6rgano solido se asocio con
una menor incidencia de enfermedad [286], estabaipalmente formado por anticuerpos
dirigidos al complejo gH/gL/pUL128-131a y no a ldicgproteina B [178, 287].
Finalmente, en el contexto de la infeccibn congértdmbién se ha valorado la
contribucién de los anticuerpos que neutralizaadabn de células epitelial@s vitro en
la proteccion frente a infeccion congénita. Sigderen este contexto, Gerniei al.
usando suero de 23 mujeres embarazadas observa@saociacion entre altos niveles de
anticuerpos que bloqueaban la infecdioritro de células epiteliales y un menor riesgo de
infeccidn congénita por CMV sugiriendo de nuevo gueomplejo pentamérico es una de

las dianas principales de la inmunidad maternaliadedpor anticuerpos [188].

Nuestros resultados han demostrado por primeraquez durante la infeccion
primaria del receptor de 6rgano solido de altogameda interaccidn entre virus y
hospedador durante la estrategia de tratamienicigatto no s6lo promueve una respuesta
celular temprana (con una mediana de 15 semanag)también una respuesta de
anticuerpos neutralizantes un poco mas tardia (o@n mediana de 31 semanas). La
incidencia de infeccién por CMV tuvo una relaciémérsa con la adquisicion de un titulo
de anticuerpos neutralizantes de células epitsl@d80. Solo un 22,9 % de pacientes
desarrollaron episodios de replicacién posteri@da adquisicion de un titulo igual o
superior a 480 que se caracterizaron por teneomerga viral pico y menor duracion

del tratamiento. Este punto de corte se relacial®inas con ausencia de enfermedad por
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CMV, aunque es cierto que en nuestra cohorte hobospcasos de enfermedad. Por tanto
serian necesarios ampliar el estudio con seriepatdentes mayores 0 con mayor
incidencia de enfermedad para corroborar la retaeitire el punto de corte definido y la

ausencia de enfermedad por CMV.

En conclusién, este es el primer estudio que dstraula escasez de utilidad clinica
de los anticuerpos que neutralizan infeccion defilastos y al mismo tiempo demuestra
la importancia que los anticuerpos neutralizantedadinfeccion de células epiteliales
podrian estar teniendo en el control de la infecgiénfermedad por CMV.

Nuestros resultados indican que la cuantificaadénlos niveles de anticuerpos
neutralizantes de células epiteliales, ademas det&aminacion de la respuesta inmune de
células T, puede ser utiles como marcadores pacaiinar entre aquellos pacientes que
requieren una monitorizacion mas cercana y losegtén en menor riesgo de enfermedad
por CMV. La combinacién de la monitorizacion virgiéa e inmunoldgica de los
pacientes podria permitir ademas una administraci@s eficiente del tratamiento

anticipado en receptores de TOS de alto riesgolaanéeccion por CMV.

Como aplicar lo aprendido sobre infeccion por CMV a pacientes trasplantados en el

disefo de una vacuna

Debido a que la infeccion por CMV continda sienoia de las principales causas
de morbilidad en recién nacidos y trasplantados dgano sélido y células
hematopoyéticas, el Instituto de Medicina (IOM)pnapuesto como prioridad el desarrollo
de una vacuna para CMV [288]. Aunque se han ddkatoodiversos ensayos clinicos
algunos con resultados prometedores, hasta el niomamguna vacuna ha sido licenciada
para su uso en humanos [230, 231]. Los ensayoBnices y clinicos realizados hasta el
momento se han visto obstaculizados por variosoffest incluyendo la carencia de
modelos animales que mimeticen la infeccion y enéglad producida por CMV en
humanos; la falta de correlacion entre el nivelitaunidad considerado protector en
animales y humanos, y la falta de consenso respedts endpointsde los ensayos
clinicos. En este contexto, los datos obtenidosstadios recientes que caracterizaban la
infeccidbn por CMV en pacientes trasplantados hampliado el conocimiento sobre la

respuesta celular durante la infeccion activa pptVCy su papel en el control de la
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infeccion, lo que podria ser aplicado en el deflarde vacunas. En la pasada década,
varios estudios han caracterizado variables inndgicds que se correlacionan con la
prevencion de la enfermedad por CMV en pacientesimodeprimidos. En general, han
identificado la respuesta celular y humoral efextocomo los principales brazos del
sistema inmune que contribuyen al control de ldigagion virica, por lo que han sido
herramientas utilizadas para guiar la administradé terapia antiviral en el periodo pos-
trasplante[133]. Estos estudios podrian ser apikah los esfuerzos actuales y futuros
dirigidos hacia el disefio y desarrollo de vacunais pa prevencion de enfermedad por
CMV.

Ensayos clinicos de vacunas de CMV en pacientesdpantados

El conjunto de resultados de los tres ensayoscofinde fase 2 en la poblacién
trasplantada mencionados sugieren que la vacuneiote a CMV puede proporcionar
efectos protectores en pacientes trasplantadossemiogia positiva y negativa. Estos
estudios destacan las dificultades asociadas cewvdlacion clinica de las vacunas de
CMV con respecto a la seleccion de émglpointsde los ensayos clinicos y la necesidad de
identificar aspectos del sistema inmune que seelamionen con proteccion y puedan ser
medidos para cuantificar la eficacia de la vacunaeasayos clinicos. Ademas, los
resultados de estos ensayos también podrian sugegirla evaluacion de vacunas
formuladas con nuevos antigenos virales podridittacla induccién de una respuesta
inmune que incrementara los efectos de protececgntd a la infeccion por CMV tras la

vacunacion.
Implicaciones para el disefio de vacunas

La informacién obtenida a través de los estudesatacterizacion de la respuesta
inmune frente a la infecciéon por CMV en pacientasplantados puede ser Gtil como guia
para el disefio y desarrollo de una vacuna por orenaide razones. El primer aspecto mas
importante es el conocimiento generado sobreslauesta inmune a la infeccion de CMV
en humanos. El desarrollo de vacunas requiere eeldesdatos generados en modelos
animales para identificar antigenos candidatos aluev su habilidad de promover una
respuesta inmune protectora. Posteriormente, gaifécar si estos antigenos se comportan

de forma similar en humanos se necesitan ensaytsod de fases tempranas. Ademas,
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debido a que la poblacién diana de la vacunaciora gaMV son los pacientes
trasplantados, los datos que describen los compsselel sistema inmune relacionados
con el control de la infeccidn en esta poblaciéaedautener un valor especial. Sin embargo,
es importante mencionar que estos estudios tiemeitadiones. En primer lugar, la
mayoria de ellos son observacionales, en muchass adascriben correlaciones entre
variables del sistema inmune y la replicacion siripero no proporcionan informacion
sobre el funcionamiento del control inmune en lalicacion virica. Una segunda
consideracion importante es que los pacientesidasien estos estudios estan sometidos a
terapias de inmunosupresion, por lo que los redodtaobtenidos podrian no ser

directamente extrapolables a individuos sanos @matompetentes.

Hasta el momento, los componentes del sistemanamue deben ser estimulados
para conseguir una inmunidad protectora frente avGMlos antigenos a los que va
dirigida dicha respuesta no han sido bien defini@sipo de respuesta inmune requerida
para la prevencion de enfermedad puede dependetipdelde enfermedad y de la
poblaciéon diana, de forma que los anticuerpos padser mas efectivos previniendo
infeccidn primaria, mientras que la respuesta aelpbdria ser mas efectiva en suprimir la
replicacion viral en individuos previamente infelia[289]. Los estudios que caracterizan
el control inmunoldgico de la replicacion de CMV macientes trasplantados seropositivos
durante el periodo postrasplante apoyan esta d#agstrando que la adquisicion de una
inmunidad especifica de células T tiene efectoegtot en la infeccion por CMV [201-
203, 205, 249]. Es importante destacar que la niaye estudios que identifican una
correlacion entre la inmunidad celular y la sughesie replicacion viral cuantifican las
frecuencias de células T especificas de IE-1 y mp6Sangre periférica. Esto no deberia
significar que los antigenos IE-1 y pp65 son los rmadecuados para el disefio de una
vacuna, aunque es cierto que podrian contribuina nespuesta protectora. En estos
estudios la caracterizacion de la respuesta cdigdarpre se ha basado en la determinacion
de de células T circulantes especificas para IEph65, mientras que la respuesta a otros
antigenos no ha sido analizada. Por consiguienentras estos datos sugieren que una
vacuna que estimule la inmunidad mediada por cgltlpodria ser adecuada para el uso
en pacientes trasplantados, aun deben de serfickiis aquellos antigenos virales que

puedan inducir una respuesta celular mas efectiva.
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Por otro lado, el papel potencial de los anticagrimducidos por las vacunas en
prevenir la infeccién por CMV ha sido un aspectochmmenos estudiado. El ensayo
clinico de fase 2 con la vacuna formulada con ilkogloteina B adyuvantada con MF59
demostré una correlacion entre el titulo de antjwoe dirigidos a la glicoproteina B y la
reduccion de la duracion de los episodios de ragln viral sugiriendo que los
anticuerpos especificos del virus podrian contribaila inmunidad protectora. Sin
embargo, varios estudios han demostrado que lamriesde anticuerpos neutralizantes de
la infeccion de fibroblasto no se correlaciona eora reduccion en la infeccion ni
supervivencia en pacientes trasplantados con séhglaatopoyéticas [175], lo que podria
sugerir que la respuesta celular podria proporci@gin efecto protector de forma
individual. Al igual que para la respuesta celulan numero relativamente bajo de
antigenos han sido caracterizados con respecto halslidad para inducir anticuerpos
capaces de bloquear la infeccibn de CMV. Es pasimbe tanto, que los anticuerpos
dirigidos a otros antigenos o complejos antigénprasian prevenir de forma mas eficiente
la infeccion y/o suprimir la replicacion viral. Bsidea ha sido corroborada por recientes
estudios experimentales y clinicos en los que s@diEaban que los anticuerpos dirigidos
contra el complejo pentamérico gH/gL/pUL128-130-18esentaban una gran actividad
en la neutralizacion de la infeccién por CMV [1886, 252, 290].

En general, los ensayos clinicos que evallanitac® de las vacunas de CMV
empleanendpointsque pueden ser dificiles de medir por diversasnez. Losendpoints
basados en enfermedad como enfermedad de érgaeiganiente trasplantado o pérdida
auditiva neuro-sensorial en nifios, pueden serildgide medir debido a la baja incidencia
de enfermedad o a la necesidad de periodos mégsslatg seguimiento [289]. Los
endpointsbasados en infeccién, como la carga viral de Chléden ser mas facilmente
analizados, pero requieren que un numero consigedgomuestras sean analizadas para
detectar la presencia de ADN viral. En este contes¢ria necesaria la identificacion de
variables inmunolégicas que se correlacionaran lagproteccion que una vacuna debe
conseguir para ser considerada efectiva. Variaglest han caracterizando la replicaciéon
viral y la adquisicion de inmunidad de células Trashte el periodo postrasplante,
identificando valores de puntos de corte para dauencia de células T especificas de
CMV que se correlacionan con la habilidad de suiptisreplicacion del virus en ausencia
de terapia antiviral. Un estudio realizado por Gaxhal. describié que una frecuencia de
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células T especificas de CMV mayor de 0,4 célulasinferia protecciéon para enfermedad
por CMV en pacientes TOS de bajo riesgo de infecq@@r CMV, mientras que
Benmarzouk-Hidalg@t al. definieron un punto de corte de 0,25% de célll&DS IFN-

y" que se correlacionaba con el aclaramiento espemtd la infeccion [133, 252]. Todos
estos estudios podrian, por tanto, proporcionarimécion util para la identificacion de
variables inmunoldgicas que se correlacionen castepcion y puedan servir como

endpointsen estudios clinicos.

Proteinas altamente expresadas durante la infecciépor CMV como antigenos de

CMV para el disefio de una vacuna.

El nimero de antigenos de CMV evaluados como data$ de vacuna en ensayos
preclinicos y clinicos ha sido relativamente bajaegiriendo que existen antigenos que
aungue no han sido caracterizados, podrian termpacidad de estimular una respuesta
celular y/o humoral. Debido a la gran cantidad @RF© presentes en el genoma de CMV,
una caracterizacion mas detallada de la respuastanie inducida por todas las proteinas
antigénicas de forma individual requeriria muchamipo y un coste elevado. En este
contexto, el uso de las tecnologias de gendmiaasdriptomica y proteOmica emergentes
podrian ser Utiles para identificar antigenos gsafjue tengan caracteristicas deseables
para el disefio de una vacuna. Las técnicas basadgsandlisis de transcriptoma, pueden
ser usadas para identificar genes virales que estamente expresados durante la
infeccidn de diferentes tipos celulares, como hagesdo estudios recientes en los que se
empleaba el RNA-Seq para caracterizar el transenatde CMV humano y murino
durante la infeccion [232, 233]. Los productos ake genes altamente expresados podrian
ser interesantes en el desarrollo de vacunas cortigeaos capaces de estimular la
respuesta celular dirigida a células infectadada kdea es apoyada por estudios de
transcriptomica basados emicroarray que demuestran que los genes que codifican para
IE-1 y pp65, que inducen una respuesta celulareleamionada con la habilidad de
controlar la replicacion viral [251-253] son altartee expresados durante la infeccién
[254]. Por otro lado, los estudios protedmicos t@émipresentan el potencial de identificar
antigenos de interés para el desarrollo de unanaadtl analisis basado en espectrometria
de masa de las particulas viricas no solo ideatiéis proteinas estructurales del virus, sino

gue también permite la cuantificacion respectoablandancia relativa de cada proteina en
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el virion [34]. Estos resultados podrian facili@identificacion de antigenos que producen
una respuesta de anticuerpos dirigida a neutradlizanfeccion por CMV. En conjunto,
estos ejemplos demuestran que las tecnologiasaémadrian tener un papel importante
en la identificacion de antigenos para el disefiordevacuna.

Tradicionalmente, la identificacion de antigenosapa disefio de vacunas se ha basado en
el nivel de conservacion de los antigenos, de fajueaquellos altamente conservados se
han considerado mas apropiados para la induccidanderespuesta inmune especifica
frente a la todas las estirpes circulantes de tdgpao. Sin embargo, el uso de técnicas
transcriptomicas como RNA-seq [291] microarray de ADN [292] han facilitado el
conocimiento del perfil transcripcional de las pfoais en condiciones que mimetizan la
infeccion en diferentes condiciones o tejidos. Bt dorma, aquellos mas expresados
durante la infeccibn que ademas tienen un papebriapte en la patogénesis podrian
considerarse candidatos potenciales de vacunas[EBBtesente estudio es el primero en
utilizar esta estrategia de blusqueda de antigemaiidatos para una vacuna frente al virus,
en concreto la utilizacion de ARN-Seq para deteamlas transcritos mas abundantes de
CMV en diferentes lineas celulares a tiempos diteie tras la infeccion. Aunque la
mayoria de los datos de transcriptoma de CMV digbes provienen de estudios basados
en modelo de infeccidén de fibroblastos [232, 2@lestudio de células epiteliales podria
ser de gran relevancia por ser la primera barrgrangipal diana de infeccion durante la
infeccion natural de CMV. Ademas, varios estudi@ Isugerido que la cinética de
expresion de los genes virales pueden ser infladosi por factores celulares, de forma
gue dependiendo del tipo de célula infectada legles transcripcionales de genes de
CMV pueden verse alterados.

Partiendo de estas evidencias, en este estudidizaanas diferentes perfiles
transcripcionales durante la infeccion de fibrotaasy células epiteliales durante las tres
fases de infeccion caracteristicas de CMV (inmadiante temprana, temprana y tardia).
Nuestros resultados confirman la influencia dedias celulares en la expresion de genes
virales ya que el nivel de transcripcion de umgramero de genes de CMV es diferente
en funcion del tipo celular infectado. Este halaegta, por tanto, en concordancia con los
publicados por Towleet al.,en el que de los 165 genes codificantes de pesteia CMV,

41 y 48 estaban diferencialmente expresados deafestlusiva en epitelio y astrocitos,
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respectivamente, comparados con fibroblastos, maigue 22 de ellos coincidian tanto en
epitelio como en astrocitos [240].

En los dltimos afios se han realizado avances iamed en la caracterizacion de la
respuesta humoral [285] y especialmente la respusstilar especifica frente a CMV
protectora frente a la infeccion por CMV [133, 298flemas, los esfuerzos dirigidos a la
caracterizacion de antigenos capaces de induciositigns de respuestas han ayudado a la
identificacién de nuevos antigenos potencialespygelan ser dianas de una vacuna frente
a CMV. En un estudio realizado por Sylwesterl se identificaron un gran nimero de
proteinas de CMV con capacidad de inducir una estpude células T CD4 CDS8 en
adultos sanos seropositivos para CMV [157]. Delmnmoismodo, varios estudios han
identificado un gran namero de proteinas que sconaidas por anticuerpos especificos
de CMV presentes en el suero de los sujetos edgl@arovenientes de distintos contextos
clinicos [207, 210]. Sin embargo, hasta la fecHa s€e han tenido en cuenta un nimero
muy reducido de todos estos antigenos para elrdsate una vacuna frente CMV. En
concreto, se han utilizado IE-1 y pp65 que indugencipalmente una respuesta celular
[296, 297], y la glicoproteina B (implicada en latrada de fibroblastos durante la
infeccién) que induce principalmente una respuestiada por anticuerpos [230].
Ademas, el complejo pentamérico implicado en laraglst de células epiteliales y
endoteliales se ha propuesto recientemente conem@@at diana para mejorar la eficacia
clinica de futuras vacunas frente a CMV [298]. oEsintigenos, ademas de ser una de las
principales dianas de las respuesta celular y halimwoan sido considerados para el disefio
de una vacuna por ser abundantes en el viriondepeion de IE-1), por su alto grado de
transcripcion durante la infeccion de CMV y por pesteinas altamente acumuladas en la
célula hospedadora durante la infeccion, lo queeatianla probabilidad de ser presentada
por los MHC | y Il y dar lugar a una respuesta immuobusta. Esta iniciativa esta en la
misma linea de que los genes altamente expresadastel la infeccion, si ademéas poseen
un papel importante en la estimulacion de sistemmaune del hospedador podrian ser
buenos candidatos en el desarrollo de una vacuna.

En el presente trabajo, identificamos los transsnihas abundantes (MAT) en cada fase de
replicacion y entre ellos seleccionamos diferergesteinas basandonos en sus altos
niveles de transcripcion y en su capacidad de induma respuesta inmune mediada por

linfocitos T a CD4 y CD8" [157]. Entre ellas hemos seleccionados los sigesen
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candidatos: UL4, UL17, UL36, US3 y US18 capacemdacir una respuesta de células T
CD4" y UL44, US3 y UL36 capaces de inducir una respuesidiada por células T CD8

Ademas, debido a que las células epiteliales sqmitaera barrera biolégica encontrada
por CMV y que la respuesta humoral especifica devGMs la infeccion natural esta
dirigida especialmente a bloquear la infeccion élelas epiteliales, US18, involucrada en
la evasion de las células NK [299], detectado eestma estudio como el mayor MAT
durante las tres fases de infeccién por CMV delaglepiteliales, podria ser un buen
candidato a vacuna ya que ademas presenta la dagaide activar la respuesta celular

mediada por células T CD4

Ademas y en base a la hipotesis de que los geregxpéesados durante la infeccién por
CMV si ademas tienen un papel importante en lanedticion de una respuesta inmune
especifica frente a CMV podrian ser buenos canuidpara el desarrollo de una vacuna
frente a CMV, UL36 y US3 transcritos altamente espdos podrian ser de especial
interés por su capacidad de activar tanto una esspule células T CD4omo CDS,
activando tanto una respuesta citotoxica, comatieleerpos neutralizantes especificos de
CMV. El gen UL36, codifica la proteina viral de ibition de la caspasa-8 relacionada con
la activacion de procesos apoptoéticos [300] misnttae la US3 es una glicoproteina
residente en el reticulo endoplasmatico que mddutxpresion de MHCI en la superficie
celular y se relaciona con la degradacion de estgplejo durante etapas tempranas de
infeccién[301]. Aunque puede parecer paradgjicasel de una proteina responsable de la
evasion del sistema inmune como inductor del misohms estudios han propuesto este
tipo de proteinas para la activacion de una respusiune de células T [302]. Uno de los
mejores ejemplos es la proteina del tegumento ppé®& a pesar de prevenir el
reconocimiento de las proteinas inmediatamente riemap por los componentes del
sistema inmune y ademas de inhibir la sintesisali®s’ componentes involucrados en la
respuesta inmune del receptor[303], es una de Hdakeipas mas utilizadas hasta el
momento en el disefio de vacunas frente a CMV peeapacidad de inducir una respuesta

especifica de células T [206].
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Limitaciones

Los resultados mostrados en esta tesis presexgdimitaciones que se describen a

continuacion.
Limitaciones del Articulo 1

a) La cohorte de pacientes estudiada de recepder@©S de alto riesgo tiene un tamano
muestral relativamente bajo (n=47) esto se ha dgliehicipalmente a distintos factores: i)
La dificultad de reclutar receptores de trasplacie serologia negativa por su baja
incidencia. ii) Ademas, dado que segun las guiasprdetica clinica el tratamiento
anticipado no es la estrategia de tratamiento eéatgoara el control de la infeccion por
CMV en el paciente de trasplante de 6rgano sééidm ha limitado la ampliacién también
del tamafio muestral a través de la colaboraciorotros hospitales en los que la estrategia
de tratamiento utilizada es la profilaxis universgl Por otra parte, también ha dificultado
la colaboracién a nivel logistico, ya que el protoade medicion de repuesta de células T
por citometria de flujo implica el procesamientolaenuestra en las siguientes 24 horas.
Por tanto, este hecho dificulta la inclusién deigr@es de regiones lejanas a nuestro

hospital.

b) Otras de la limitaciones que presentan los t@&s$o$ obtenidos del punto de corte en la
cohorte de pacientes de alto riesgo, es que essaftados podrian no ser extrapolables a
pacientes con profilaxis universal o con regimed#srentes de inmunosupresion o

pacientes que reciben timoglobulina como trataroidetinduccion.

c) Probablemente debido a la monitorizacion estrab estos pacientes y a la pronta
administracion de tratamiento antiviral de estasgrdes, en nuestra cohorte hemos tenido
una baja ocurrencia de enfermedad. Este limitadoendl de casos de enfermedad dificulta
el establecimiento de una relacion inversa entexistencia de una inmunidad celular y

anticuerpos neutralizantes y el riesgo de enfercheldar tanto seria necesario ampliar el

estudio con series de pacientes mayores o con agarrmncidencia de enfermedad para

corroborar la relacion entre el punto de corterdgdi y la ausencia de enfermedad por
CMV.

d) Finalmente, debido a que no existe un puntoodie cle carga viral para CMV para el
inicio del tratamiento anticipado de los episodiesreplicacion detectados, el personal

clinico es el responsable de instaurar el trataimisagin su propia experiencia y criterio.



Limitaciones

En este contexto, es posible que en algunos pasisathaya administrado tratamiento con
cargas virales no muy elevadas que podrian halblarado espontdneamente una vez

detectada la respuesta inmune especifica frenid\a C

Limitaciones del Articulo 3

a) En este estudio se ha realizado el analisistrdakcriptoma de CMV durante la
infeccidon de fibroblastos y células epitelialeseyhs observado que el nivel de expresion
de los genes virales es altamente influenciablesptipo de célula hospedadora. Por ello,
el perfil de expresion de los genes virales dascipara estos tipos celulares puede no ser
extrapolable a otro tipos celulares.

b) Ademas, es probable que la expresion de algyess de CMV varien su expresian

Vivo.

c) El hecho de que se haya detectado una alta stdéprele ciertos genes durante la
infeccidn in vitro no necesariamente implica una alta producciéragedteina. Por ello,

futuros estudios de protedmica serian necesarrasveaficar los niveles de las proteinas.

d) En este estudio sugerimos que los genes altanespresados durante la infeccion de
CMV podrian ser buenos candidatos para la forméihade una vacuna. Sin embargo, no
hemos incluido aquellos genes que aun siendo prpesados podrian ser altamente

antigénicos suficiente para promover una respuestane robusta.
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V1.

VII.

Conclusiones

Las conclusiones de este trabajo son las siguientes

El tratamiento anticipado de la infeccion por CMViaglo por los resultados de la
QRT-PCR es una estrategia segura y eficaz en e¢jmde los pacientes receptores de
TOS de alto riesgo para la infeccién por CMV.

El contacto entre el CMV y el sistema inmune desgeslador favorecido por la
administracion de tratamiento anticipado facilith desarrollo temprano de una
respuesta inmune especifica frente a CMV en paderdceptores de TOS de alto

riesgo de infeccion.

El desarrollo de una respuesta inmune celular Bafpa frente a CMV aunque se
relaciona con una disminucion de la incidencia dplicaciéon y con un efecto

terapéutico, no elimina la incidencia de enfermedad

El desarrollo de una respuesta inmune celulamp&aBca frente a CMV se relaciona

con la adquisicién de anticuerpos neutralizantpe@ficos de CMV.

Los niveles de IgG especificos de CMV o los antipas neutralizantes capaces de
bloquear la infeccion en fibroblastos medidos déspdel transplante no son buenos
indicadores de proteccion frente a la infeccion @btV en la poblacion con trasplante

de organo solido.

El desarrollo de titulos de anticuerpos neutratesutapaces de bloguear la infeccion
de células epiteliales superior a 480 se relachmmauna disminucion de la infeccién y

es un marcador protector de enfermedad por CM\a @ollacion estudiada.

El desarrollo de la respuesta inmune especificaCi®/ de células T junto con
anticuerpos neutralizantes de células epiteliales titulos superiores a 480 se
relaciona con la proteccion frente a la enfermguadCMV en los receptores de TOS

de alto riesgo para la infeccion por CMV.



Conclusiones

VIII.  La monitorizacion conjunta de la respuesta inmwspeeifica de CMV de células T y
de anticuerpos neutralizantes capaces de blogaéaietcion de células epiteliales es
una estrategia Util para diferenciar pacientes wormenor riesgo de enfermedad y

aquellos a los que puede realizarse un menor senioriras el trasplante.

IX. Una respuesta especifica celular T de GBS8" superior al 0,25% y un titulo de
anticuerpos neutralizantes de infeccion de epitdBo480 podrian ser objetivos a

cumplir por una vacuna efectiva.

X. Los niveles transcripcionales de gen@€M" durante la infeccién difieren altamente

entre células epiteliales y fibroblastosatdos por CMV.

XI. Los genes US18 altamente transcrito en célulaglghits con capacidad de inducir
una respuesta CD4 UL36 y US3 con capacidad de inducir una respudstcélulas
T CD4" y CD8 podian ser nuevos candidatos potenciales para el alidefiuna

vacuna de CMV.
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