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Introduccion

INTRODUCCION

El descubrimiento de la estructura del ADN en 1953' supuso un cambio radical
en el planteamiento de la genética moderna, influyendo en la direccion de muchas otras
disciplinas e impulsando un gran avance tecnologico en investigacion biomédica.
Recientemente se ha llegado a completar la secuencia del genoma humano®”,
facilitando a su vez un conocimiento mas completo de las bases de la diversidad
gendmica entre individuos.

Estas diferencias en las secuencias de ADN, estimadas en un 0,1%, estan
constituidas por los denominados polimorfismos genéticos y son los responsables de la
variabilidad genética entre individuos. La mayoria de estas diferencias son neutras, sin
efecto alguno sobre la informacion hereditaria, ya que afectan a secuencias no
codificantes o no funcionales del ADN, o bien afectan a secuencias codificantes que no
modifican la estructura de la proteina. El resto pueden ser responsables de gran parte de
las variaciones de los rasgos fenotipicos, bien sean diferencias hereditarias entre
individuos o bien determinando diferentes respuestas ante factores ambientales y
farmacoldgicos, lo que puede dar lugar a individuos mdas susceptibles que otros a
desarrollar una determinada enfermedad o bien responder de forma wvariable a
determinados fArmacos.

Dentro del trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos, determinados
polimorfismos pueden dar lugar a un comportamiento diferente en la evolucion del
trasplante asi como a una mayor predisposicion a complicaciones derivadas del mismo.
Por ejemplo, dentro de los sistemas polimorficos, uno bésico y el de mayor importancia
en el trasplante hematopoyético es el sistema HLA (de Human Leukocyte Antigen),

implicado en el reconocimiento y presentacion de antigenos extrafios a los linfocitos T y
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punto de partida de la respuesta inmunitaria. La ausencia de identidad HLA entre
donante y receptor puede favorecer el rechazo o fracaso del injerto, o el contribuir a la
recaida de la enfermedad de base o al desarrollo de la principal complicacion derivada
del trasplante alogénico, la enfermedad injerto contra huésped (EICH). Por otra parte,
ya que los polimorfismos muestran diferencias entre individuos podemos emplearlos
para determinar el origen de las células hematopoyéticas (donante o receptor). Con ello
se puede evaluar la eficacia del prendimiento del injerto asi como su monitorizacion, lo
que nos permite predecir eventuales recaidas. Sin embargo, una de las principales
dificultades para determinar el verdadero valor de cada polimorfismo en la evolucién
del trasplante reside en las diferentes condiciones en que se efectia cada trasplante, ya
que variables clinicas como la enfermedad de base, el estado de la enfermedad, el
régimen de acondicionamiento, la edad o el sexo de paciente y donante, el tipo de
donante o la fuente de células progenitoras que se infunden influyen en la respuesta y

evolucion del trasplante.

En el presente trabajo de tesis doctoral hemos analizado el valor de algunos
sistemas polimorficos (sistema HLA, regiones microsatélite y polimorfismos en dos
genes codificantes de moléculas de adhesion) en un grupo de pacientes receptores de un
trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos de sangre periférica de un
donante emparentado HLA idéntico. Igualmente se analizara la influencia del sistema
HLA en el desarrollo y evolucion clinica de pacientes con mieloma multiple sometido a

diferentes esquemas terapéuticos incluido el trasplante alogénico.

En la introduccion repasaremos brevemente la organizacion del ADN para

conocer los distintos tipos de polimorfismos genéticos, centrdndonos en aquellos que
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presentan mayor variabilidad e importancia clinica, revisando su estructura y funciones.
A continuaciéon resumiremos las bases bioldgicas del trasplante, incidiendo en la
principal complicaciéon post-trasplante, la enfermedad injerto contra huésped.
Finalmente, comentaremos la importancia y aplicaciones de distintos grupos de

polimorfismos genéticos con el comportamiento del trasplante.
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1. Estructura del ADN y polimorfismos genéticos

1.1. Organizacion del ADN

El ADN es la molécula que contiene toda la informacion genética del individuo.

El conjunto de esta informacion presente en las células es el denominado genoma vy,

segln su localizacion, podemos identificar un genoma complejo nuclear y un genoma

mitocondrial simple.

El genoma humano haploide esta constituido por aproximadamente 3.3x10°

pares de bases (pb)’. Se pueden distinguir dos tipos de ADN, segun la funcion bioldgica

que desempefien (Figura 1, modificado de Fowler et al y Venter et al #*):

| Genoma Humano |
I

v v
ADN codificante 20-30% ADN no codificante 70-80%
[ [
v v v ¥
R_e_glones Intrones, Copia Copia
codificantesy |[2-3%| promotoresy 23% s 40-50% Mg 35%
multiple Unica
reguladoras pseudogenes
I
v v
ADN repetido en tdndem 5-10% ADN repetitivo disperso 35.3%
[ [
v v v v v v v v
ADN Satélite| | Microsatélites Minisatélites LINE SINE LTR MIR Transposones
5% 3% 1% 16% 10% 5.3% 2.3% 1.7%
GENES
ENE ADN TOTAL (JANDEM
ﬂﬂmﬂﬂ COPIA UNICA
ADN CODIFICANTE ADN NO CODIFICANTE

Figura 1. Organizacion del genoma humano segln su estructura y funcion.
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A-

ADN codificante (30%). Tiene una funcion conocida, cominmente la expresion
de un gen, cuyo producto final es una proteina. Soporta gran presion selectiva, lo

que se traduce en una variabilidad de regiones limitada.

ADN no codificante (70%). Comprende secuencias de ADN
transcripcionalmente inactivas de funciones diversas (como por ejemplo,
promotores de genes o reguladores de transcripcion) y, en otros muchos casos,
de funcién desconocida o sin funcidén aparente. Este tipo de ADN, por ser
altamente polimorfico, tiene un gran interés de cara a la identificacion de

individuos. A su vez, se puede dividir en:

- B.1 - ADN de copia Unica (40-50% del genoma). Estd compuesto por
secuencias que se encuentran representadas una o muy pocas veces en el

genoma. Se cree que puede actuar como espaciador entre regiones

codificantes de ADN.

- B.2 ADN de copia multiple (35% del genoma). Las secuencias de este
tipo de ADN, también denominado ADN repetitivo, pueden ser altamente,
moderadamente o poco repetitivas. Podemos clasificarlas en base a sus dos
caracteristicas mas importantes: su disposicion a lo largo del genoma y el
tamafio de la unidad de repeticion. Se pueden reconocer dos grupos

principales:

- B.2.1 ADN repetido en tandem (5-10% del genoma). Se compone

de bloques de secuencias repetitivas agrupadas de manera
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consecutiva (tandem). Se distinguen tres tipos: ADN satélite (5%),

ADN minisatélite (1%) y ADN microsatélite (3%).

- B.2.2 ADN repetitivo disperso (35.3% del genoma). Las unidades
de repeticion no se agrupan, sino que aparecen dispersas a lo largo
del genoma. Comprende los LINEs (16%), SINEs (10%), secuencias

LTR (5.3%), MIR (2.3%) y transposones de ADN (1.7%).

1.2. Polimorfismos genéticos

Dentro de la semejanza entre los individuos de una misma especie, estimada en
un 99,9% del genoma humano, existen variaciones individuales en la secuencia del
ADN, muchas de ellas neutras, es decir, sin efecto alguno sobre la informacion genética,
ya que afectan a secuencias no codificantes ni funcionales del ADN. Este 0,1% de
variaciones de secuencias de ADN entre individuos es lo que se conoce como
polimorfismos genéticos. Los polimorfismos consisten, por tanto, en variaciones en la
secuencia del ADN, tengan o no consecuencia bioldgica selectiva alguna, que se
detectan en al menos el 1% de los individuos de una poblacion. En la practica, para que
un locus sea considerado polimorfico el alelo mas comun de dicho locus debe tener una
frecuencia poblacional menor del 99% y, de acuerdo con la ley de Hardy-Weinberg, al
menos un 2% de la poblacion debe ser heterocigota para ese locus.

Desde hace casi un siglo se utilizan los polimorfismos genéticos para estudiar
las variaciones entre individuos. Son caracteres estables que se transmiten por herencia
mendeliana simple y constituyen una expresion de la diversidad genética entre

individuos de la misma especie.
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Las primeras variaciones genéticamente determinadas se hallaron en proteinas,
los antigenos encontrados en los eritrocitos, denominados por ello antigenos de grupos
sanguineos. Hace pocos afios los analisis forenses estaban basados fundamentalmente
en el estudio de marcadores genéticos convencionales (antigenos eritrocitarios y
leucocitarios, proteinas séricas y enzimas eritrocitarias). En la década de los 80 se
consigue un avance espectacular en el campo de la genética forense a raiz del
descubrimiento de las regiones hipervariables del ADN°. A partir de este momento, la
utilidad de los polimorfismos clasicos va disminuyendo conforme se generaliza el
estudio de estos nuevos marcadores, mucho mas informativos, debido principalmente a
la gran variabilidad y estabilidad quimica del ADN, asi como a la alta sensibilidad de
las técnicas que lo analizan. Los polimorfismos de ADN hipervariables poseen tal
capacidad de identificacién que son considerados hoy en dia un instrumento de eleccion
en multiples disciplinas cientificas®"”.

En el ADN codificante existe poca variabilidad individual, exceptuando la
region HLA. El margen de variacion permitido es muy bajo y los polimorfismos suelen
acompafarse de modificaciones fenotipicas. Por ejemplo, si se producen diferentes
formas de una proteina se puede condicionar su funcién o actividad, bien de forma
intrinseca, bien por influencia ambiental. El ADN no codificante, por el contrario, al no
estar sujeto a presion selectiva intensa, puede soportar grandes niveles de variabilidad
sin que se produzca una repercusion fenotipica. Esta caracteristica ha convertido a este

tipo de ADN en la mayor fuente de investigacion de polimorfismos.

Los polimorfismos pueden ir desde la modificacion de una sola base hasta
cambios en nimero y/o tamano en la unidad de repeticion. Podriamos denominarlos en

funcioén del tipo de cambio que se produce:



Introduccion

- Polimorfismos de secuencia. Se producen por el cambio de uno o mas
nucledtidos en una secuencia del ADN, sin modificacion de tamaiio. Suelen ser
poco polimorficos y son tipicos del ADN codificante, como por ejemplo el
sistema HLA.

- Polimorfismos de longitud. Se producen por la insercién o delecién de uno o
mas nucleotidos. Este tipo es el mas abundante en el ADN repetitivo, sobre todo

en el ADN mini- y microsatélite.

Se puede hacer otra denominacion en base al nimero de alelos que presentan:

- Polimorfismos bialélicos. Aquellos que se presentan Unicamente con dos
variantes posibles. Ejemplo de ellos son los polimorfismos de nucledtido simple
(SNP, Single Nucleotide Polymorphism), alelos nulos y polimorfismos de
insercion / delecion.

- Polimorfismos multialélicos. Aquellos que presentan mas de dos variantes para
el mismo locus. Algunos ejemplos son el ADN repetitivo (minisatélites,

microsatélites) o el sistema HLA.

A continuacion describiremos con mayor detalle los polimorfismos mas

variables y de mayor aplicacion clinica en la actualidad.

1.3 Polimorfismos de nucleétido simple — SNP

Los SNP (Single Nucleotide Polymorphism) consisten en la sustitucion de un

nucledtido por otro y pueden dar lugar a variaciones en la secuencia del ADN. Se
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localizan por todo el genoma. Son tipicamente bialélicos, si bien cabe mencionar que
muy raramente pueden observarse SNP tri- y tetraalélicos. No obstante, algunos SNP
que al principio se consideraban bialélicos posteriormente han demostrado ser
trialélicos, como el SNP G2677/T/A en el gen de resistencia a drogas MDR1 (Multi
drug resistance 1)'°. En conjunto, constituyen hasta el 90% de todas las variaciones
genéticas humanas, estimandose que uno de cada 200-300 nucleotidos varia entre los
distintos individuos. Actualmente estan identificados mas de 9 millones'’. Aunque la
mayoria de los SNP se encuentran en regiones no funcionales del ADN o son sinénimos
(se produce un cambio de nucleétido que genera el mismo aminoéacido, sin alterar por
tanto la cadena de ADN), careciendo de efecto biologico, también los hay que afectan a
regiones codificantes o funcionales del genoma, pudiendo modificar el sentido de un
codon o alterar la expresion de un gen. Se ha propuesto la hipdtesis de que estos ultimos
polimorfismos son los responsables de gran parte de las diferencias hereditarias entre
individuos, pudiendo determinar la respuesta individual a factores ambientales y
farmacoldgicos y la predisposicion genética a muchas enfermedades, especialmente
complejas. Ademas de su creciente interés y utilizacion para los estudios de asociacion
entre factores genéticos y enfermedad'®*', los SNP también son de gran interés en

rot . - 10;22
genética de poblaciones y evolutiva .

1.4 ADN repetitivo en tAndem

Entre los polimorfismos que presentan gran variedad de alelos se encuentran las
secuencias satélite, los minisatélites o niumero variable de repeticiones en tandem
(VNTR, variable number of tandem repeats) y los microsatélites o repeticiones cortas
en tandem (STR, short tandem repeats). La tabla 1 resume sus principales

caracteristicas.
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Estos tres componentes del ADN repetitivo adoptan un patrén de distribucion

cromosdmica diferente: el ADN satélite se sitia en la region centromérica, el ADN

minisatélite en los teldémeros o en sus proximidades, y el ADN microsatélite aparece

disperso por todo el cromosoma.

Las secuencias satélite son secuencias
poco polimérficas entre  poblaciones, a
diferencia de mini- y microsatélites. Las
unidades de repeticion pueden tener una longitud
similar a las de mini- y microsatélites, 5-10pb, o
ser mucho mayores, >200pb, y se organizan
tipicamente en grandes clusters (mas de 100 Mb)
en las regiones heterocromaticas de los

cromosomas. No tienen transcripcion a ARNZ.

Tabla 1 — Tipos de ADN repetido en

tandem

ADN SATELITE — Repeticiones de
5 a>200 pb, longitud final de
10°-10® pb, la menos polimérfica
de las tres.

MINISATELITES — Repeticiones de
7-100 pb, longitud final de 500-
30.000 pb, localizada en
eucromatina, en genomas de
vertebrados, hongos y plantas.
MICROSATELITES — Repeticiones
de 2-6 pb, longitud final de 100-
500 pb, localizada en
eucromatina, en genoma de
insectos, vertebrados y plantas.

Tanto los mini- como microsatélites consisten en repeticiones consecutivas de

un numero determinado de nucledtidos, diferenciandose tanto por el tamafio de la

secuencia como por el numero de nucleotidos que constituyen el nucleo repetitivo. No

existe una delimitacion consenso en cuanto al tamafio del nucleo repetitivo o la longitud

final del segmento para que un polimorfismo sea considerado mini- o microsatélite.

Debido a la ausencia de una definicion precisa, los datos apuntados se refieren a los

valores extremos encontrados en la literatura.
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El nimero de veces que se repite este nicleo en un mini- o microsatélite
particular constituye los distintos alelos del locus, y puede diferir entre los dos
cromosomas homoélogos de un individuo y de un individuo a otro. Estos marcadores son
altamente informativos, ya que presentan gran numero de alelos, siendo muy elevada la

probabilidad de encontrar dos alelos diferentes (heterocigosidad) en el mismo individuo.

-
311.2] 111 T BN EEOW o-2.1f RN BN

[ W PN |

[ - 355 35+ ERa56. ]

1
61
121
181
241
301

aatttttgta
tattttaagg
ctaacgatag

ttttttttag
ttaatatata
atagatagat

agacggggtt
taaagggtat

agatagatag

tcaccatgtt ggtcaggctg
gatagaacac ttgtcatagt
atagatagat agatagatag

actatggagt
ttagaacgaa
atagacagat

tgatagtttt
gtgcaattct
cctctgagtt

tttttatctc

gtcaatgagg
tttgatacct

actaaatagt
ataaatgtgg
cagattttaa

ctatagtaaa catttaatta
aatcgttata attcttaaga
ggcc

ccaatatttg
atatatattc

Figura 2. Ejemplo de secuencia de uno de los alelos del microsatélite D7S820, en posicion 7q21.11, en la que se

aprecian 15 repeticiones del motivo “GATA?”, subrayadas.

En los minisatélites el nucleo repetitivo presenta entre 7 y 100 nucledtidos,

llegando a alcanzar una longitud total de 500 a

30.000 nucledtidos. Por su parte, los

microsatélites presentan un nucleo repetitivo Minisatélites (VNTR D1S820)

entre 1 y 6 nucledtidos y la longitud final Ay o

| GAGGACCACCAGGAAG |

puede variar entre 100-500 pb (Figura 2).

Podemos observar una comparativa de los

Microsatélites (STR THO1)

tamafios de fragmentos de mini- y

microsatélites en la figura 3 (Modificado de

24
Butler et al"). Figura 3. Esquema del ADN repetido en

tandem. En el esquema superior esta

representado un minisatélite, con un niicleo de

Los  minisatélites se  localizan

repeticion de 16 pb repetido en 3 bloques. En la

parte inferior, un microsatélite, con un niticleo

mayoritariamente en las regiones

de 4 pb repetido 9 veces consecutivas.
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subteloméricas de los cromosomas, y suelen estar implicadas en la replicacion de esta
region terminal. A diferencia de los minisatélites y el ADN satélite, los microsatélite se
encuentran ampliamente repartidos por todo el genoma, pero no se localizan en los
genes sino en regiones intergénicas o en intrones. Aquellos que se encuentran en
intrones se transcriben en ARNm, si bien no se traducen a ningun tipo de proteina,
mientras que los de regiones intergénicas no llegan siquiera a transcribirse”°. Su
funcién se desconoce, aunque algunos autores sugieren que algunos microsatélites
concretos pueden tener algun papel en la regulacion de la expresion génica e incluso

participar en la patogenia de algunas enfermedades®®’.

Los loci microsatélite tienen muchos alelos presentes en las poblaciones,
teniendo por tanto una elevada variabilidad entre individuos y haciendo que la
probabilidad de que un individuo sea heterocigoto para un locus dado normalmente sea
superior al 70%. Esta variabilidad permite a los microsatélites ser la base de la mayoria

de sistemas de tipificacion de ADN utilizados en la metodologia cientifica

1.5 Sistema de Histocompatibilidad

Generalidades

El sistema HLA (Human Leukocyte Antigen) constituye el complejo principal de
histocompatibilidad humano. Estd compuesto por un conjunto de proteinas
denominadas antigenos de histocompatibilidad presentes en la membrana celular, que se
caracteriza por su extraordinario grado de variabilidad de unos individuos a otros. Esta
variabilidad depende de dos factores: 1) poligenia (diversos antigenos codificados por

distintos genes) y 2) polimorfismo (cada uno de los genes presenta multiples alelos). La
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combinacion de ambos hace del sistema HLA el sistema genético mas complejo del ser
humano.

En realidad, el término “antigenos de histocompatibilidad” no es del todo
correcto ya que en realidad son presentadores de antigenos. Sin embargo, antes de que
se conociera su verdadera funcion fisioldogica se observd que, en animales de
experimentacion, la supervivencia de los trasplantes era mayor cuanto mayor fuese la
similitud entre donante y receptor en relacién con estos antigenos, y de ahi su nombre.
En el ser humano se descubrieron en los leucocitos y por eso se denominaron antigenos
leucocitarios humanos. En general, el sistema genético que codifica a este tipo de
antigenos, observado en casi todos los vertebrados, se conoce como complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC, de major histocompatibility complex). Las moléculas HLA
juegan un papel central en la respuesta inmunitaria frente a antigenos extrafos asi como
en la seleccion positiva y negativa de los linfocitos T inmaduros frente a péptidos
propios (autoantigenos); los linfocitos T s6lo reconocen y pueden responder frente a
antigenos peptidicos que se han generado en el interior de las células. Estos antigenos
derivan de patogenos que se replican dentro de las células o de patégenos externos que
luego las células internalizan. En todos los casos, y por mecanismos distintos, los
patogenos sufren en el interior de la célula un proceso de degradacion del que derivan
fragmentos peptidicos. A medida que se van formando, estos péptidos extrafios se
combinan en el citoplasma con los antigenos de histocompatibilidad formando
complejos que se transportan a la superficie celular para su presentacion y
reconocimiento por los linfocitos T, lo que constituye el punto de partida de la respuesta

inmune.
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Estructura, organizacion genética y funcion del complejo HLA

Todos los genes del sistema HLA se hallan situados en una region cercana al
centromero en el brazo corto del cromosoma 6 (6p21.31-6p21.32). La regién abarca una
distancia de unos 4.1 Mb y contiene mas de 200 loci. Los loci estan agrupados
fisicamente en tres regiones, llamadas clase I, clase 11 y clase III (Figura 4). Los loci de
clase I se hallan mas cerca de la zona telomérica que los de clase II.

HLA
(6p21.3)

LT

———

Clase Il Clase Il Clase |
] ] L]
L ! = I m << BCEAGEF
fmx B 2 S
nx 83 23 53380 4 & 33
88 AR AnB
mnn L]
N —— N~ N N ened = o S ooy
A <o < ;m & e nE<RNL @ JF
o} P oQoQoo0Y K & "@@é
5888 R AR EEE E RRRAAR O é‘éaao
a8
HLA-DP HLA-DQ HLA-DRB

Figura 4. Representacion de los distintos genes situados en la region 6p21.3. Se
muestran en negrita los genes empleados en el transplante alogénico (-A, -B, -

DRBI1, DQB1 y DPBI1), resaltandose en rojo los tres empleados en el emparentado.

La region de clase I codifica genes de la cadena pesada de las moléculas clasicas
de trasplante, HLA-A, -B, -C, los genes no clasicos HLA-E, -F, -G, MICA, MICB, un
nimero largo de pseudogenes de clase I y otros genes, algunos de los cuales tienen una
funcion desconocida (IMGT/HLA*?', mas detalles en el anexo I). La region de clase II
contiene los genes que codifican las cadenas o y 3 de los cinco tipos de moléculas de

clase II: HLA-DR, DQ, DP, DP y DM. En esta region hay también otros 4 genes que
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intervienen en el procesamiento de antigenos; PSMB8 y PSMB9Y codifican componentes
del proteosoma responsables de transformar proteinas en péptidos; TAP1l y TAP2
participan en el transporte de estos péptidos del citosol al reticulo endoplasmatico para
su unién a las moléculas de HLA y la formacion del complejo proteico HLA-péptido.
Finalmente, la region de clase III codifica varias moléculas estructural y funcionalmente
distintas, incluyendo las fracciones del complemento C4, C2 y el factor Bf, la 21-
hidroxilasa, el factor de necrosis tumoral (TNFa) y la proteina de choque térmico
Hsp70 (Heat shock protein 70). El gen del locus de la cadena asociada a la cadena o de
clase I, la B-2-microglobulina (M), esta en el cromosoma 15.

Este grupo de genes

. . . A*02 A*O1 A*29 A*03
tiene herencia mendeliana como

Cw*04 Cw*03 Cw*04 Cw*01
caracteres codominantes

B*27 B*08 B*44 B*07
simples. La region genética de DR*01 DR*03 DR*O7 DR*5

un cromosoma que contiene

todos  los  genes  HLA T
transmitidos en un mismo : E L
g . . "
bloque se denomina haplotipo i ; ; i
HLA (Figura 5). " " .=
: - ..
a c a d b c b d

Todas las proteinas del
A*02 A*29 A*02 A*03 A*O1 A*29 A*O1 A*03

sistema HLA se localizan en la ¢y x04Cu*04 Cw*04Cw*01 Cw*03Cw*04 Cw*03CwW*o1
membrana plasmatica en forma B*27 B*44 B*27 B*07 B*08 B*44 B*08 B*07
DR*01DR*07 DR*01DR*15 DR*03DR*07 DR*O3DR*15

alc ald b/c b/d

Figura 5. Herencia de haplotipos HLA.

de dimeros, presentando su

mayor parte al exterior de la
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célula. La relevancia practica del HLA se basa principalmente en aquellos loci cuyos
productos génicos son proteinas heterodiméricas que se expresan en la superficie
celular, jugando un papel critico en el reconocimiento y en la respuesta inmune. Las
estructuras de las proteinas de clase I y II estan relacionadas, aunque tienen distintos
componentes.

Las moléculas de clase I consisten en dos cadenas polipeptidicas, una larga de
346 aminodacidos (cadena pesada) y una corta (cadena ligera) de 99 aminoacidos, la B-2-

microglobulina.

La cadena pesada consiste en 5 regiones principales o dominios: Tres dominios
extracelulares, designados como a; (incluye el N’-terminal), o, y o3; un dominio
transmembrana donde la cadena polipeptidica pasa a través de la membrana de la célula;
un dominio citoplasmatico (donde esta el C’-terminal) dentro del citoplasma celular.

Los dominios externos al y o, contienen dos segmentos de hélice alfa que
forman dos cadenas con un surco entre ellas. Los péptidos (de un tamaiio entre 8-19 aa)

presentados por las moléculas de HLA de clase I son de origen endogeno y se une no

A

=l AL LIRS o B Lugar de union al TCR™ —. o Rt

Dominios de unién
al péptidoy al TCR

Dominios del tipo
inmunoglobulina

a3 posee el lugar de
unién para CD8

Dominio
transmembrana

Dominio
citoplasmatico

~90Aa

=100 Aa

~ 90 Aa

Carbohidratos

Dominios de union
al péptido y al TCR

Dominios del tipo
inmunoglobulina

b2 posee el lugar de
union para CD4

\ b & 66) d) d d CS ;j trani):;l::;{:ana
W’f Réé% Dominio

citoplasmatico

HOOC

COOH

- 90 Aa

Carbohidratos

Figura 6. Estructura polipeptidica de las moléculas HLA clase I (A) y clase II (B)
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covalentemente en el surco entre las dos cadenas alfa. La cadena ligera, constituida por
la molécula B-2-microglobulina, se une mediante interacciones no covalentes al
dominio a3. Este dominio contiene una region conservada de union a la molécula CD8

del linfocito T. Un esquema de esta estructura puede observarse en la Figura 6A™.

Las moléculas de clase II, a diferencia de las de clase I, estdn constituidas por
dos polipéptidos transmembrana, cada una con dos dominios extramembrana (al y a2,
B1 y B2) unidos mediante enlaces no covalentes. Interactian para formar un surco a la
cara exterior (formado por los dominios al y B1) que, al igual que en las moléculas de
clase I, es el lugar de union del péptido, si bien estos son de mayor tamafio (12-24 aa).
Asimismo, el dominio 32 contiene una region conservada de union a la molécula CD4
del linfocito T (Figura 6B). Al contrario del origen endégeno de los péptidos unidos a
moléculas de clase I, los fragmentos antigénicos (péptidos) unidos a moléculas de clase
Il derivan de antigenos de origen exdgeno. Las moléculas extracelulares son
internalizadas por endocitosis. Los endosomas se fusionan con lisosomas y su contenido
es digerido parcialmente. Los fragmentos resultantes se colocan en moléculas de clase 11

y retornan a la superficie celular.

Presentacion de antigenos

Las moléculas HLA de clase I se encuentran en casi todas, si no en todas, las
células nucleadas. Por el contrario, las moléculas de clase II s6lo se expresan en ciertos
tipos de células especializadas en el procesamiento y presentacion extracelular de
antigenos a los linfocitos T, tales como macrofagos y linfocitos B. Ademas, los

fragmentos de antigenos mostrados por las moléculas de clase I se generan por
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macromoléculas sintetizadas dentro de la célula, mientras que las de clase II son
moléculas adquiridas en el exterior de la célula.

Las moléculas HLA presentan fragmentos de antigenos a diferentes
subpoblaciones de linfocitos T, la mayoria de los cuales pertenecen a uno de los dos
subtipos CD4+ 6 CD8+. Ambos subtipos de linfocitos tienen un receptor de antigenos
(TCR) que reconoce un epitopo del antigeno presentado. Ademas de la interaccion de la
molécula de HLA con el TCR, es necesaria la participacion de las moléculas CD4 y
CDS8. Asi, las moléculas CD8 de los linfocitos T CD8+ se unen a un sitio localizado

unicamente en las moléculas de histocompatibilidad de clase I (dominio o3), mientras

HLA-Clase | HLA-Clase I
1 polimérfica a. 2,0yp,
Cadenas poumartiea o y yP
1 no polimorfica ambas polimorficas
Tipos A,ByC DR, DP y DQ
Presentan | Antigenos intracelulares (virus) Antigenos extracelulares
5 Todas las células Macréfagos, dendriticas,
Expresion , Langerhans, Kupffer, algunas
excepto hematies . . .
endoteliales, linfocitos B
Inducen Respuesta citotoxica Activacion células colaboradoras

Tabla 2. Breve descripcion de las moléculas clasicas del sistema HLA.

que las moléculas CD4 de los linfocitos T CD4+ se unen al dominio 2, exclusivo de
las moléculas de histocompatibilidad de clase II. Un resumen de las principales
caracteristicas de las moléculas clasicas de clase I y II que intervienen en el

reconocimiento y respuesta inmune se encuentra en la tabla 2.

Nomenclatura
En la actualidad hay en uso dos formas de nomenclatura HLA: Serologica:
establecida en 1975 y modificada en 1984, se basa en las especificidades (epitopos) de

los productos de los genes HLA definidos por técnicas inmunologicas serologicas o
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celulares. 2) Molecular: establecida en 1987 y se basa en alelos definidos por
secuenciacion.

Las técnicas serologicas y celulares son técnicas inmunologicas que detectan
determinantes o epitopos de los productos genéticos del HLA. Cuando un epitopo se da
en mas de un producto genético HLA se definen grupos de alelos mas que alelos
individuales. Este fenomeno cre6 al principio un proceso denominado “splitting”.

Por ejemplo, el HLA-A10, reconocido como nueva especificidad en 1970, fue
considerado como un producto genético distinto. De hecho, el antisuero que definia el
HLA-A10 en realidad reconocia un epitopo publico o con reactividad cruzada, comtn a
varias especificidades mas concretas. Después se vio que el suero reaccionaba con
varias subpoblaciones especificas de células A10 que se podian distinguir unas de otras
con otros antisueros (A25, A26, A34 Y A66). Estas subpoblaciones fueron
“splits” o

denominadas especificidades

Individuos caucasicos
“subtipicas” que quedaban incluidas en la

Al10
— ——
especificidad A10, mas amplia (Figura 7). /26
_ mm— A25
Los splits en realidad son productos genéticos m A66
HLA concretos que parecen compartir Individuos de raza negra
, . , . Al10
epitopos comunes definidos serolégicamente. I ~——
 A26
m A25
I A 34

Asi, podemos definir al splitting como
el descubrimiento de productos genéticos que
previamente se creian eran unicos que en
realidad son multiples mediante el empleo de
moleculares

procedimientos genéticos 0

bioquimicos con  mayor poder de

m AG6

Figura 7. Splits definidos serologicamente para
el HLA-A10. Las lineas gruesas representan la
frecuencia relativa del A10 y de sus splits en
poblaciones norteamericanas. La frecuencia del
antigeno A10 en blancos y negros
norteamericanos es del 15% y 28%,

respectivamente.
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discriminacion. Este proceso todavia continua.

En la nomenclatura molecular los alelos especificos son designados mediante un
asterisco seguido de un numero de hasta 7 digitos (Tabla 3). Los dos primeros digitos
indican la especificidad serolégica mas estrechamente relacionada, si bien
recientemente se utilizan para indicar la similitud estructural de nuevos alelos con los
miembros de un grupo ya definido, incluso aunque estos puedan no ser serolégicamente
similares o la serologia no esté clara. Los digitos tres y cuatro definen la especificidad
alélica. Por ejemplo, la especificidad serolégica HLA-A1 en realidad comprende mas de
45 alelos distintos’', que se denominarian desde HLA-A*0101 hasta HLA-A*0145. Hay
que destacar que estas variantes alélicas diversas, definidas por secuenciacion, son
andlogas al proceso de “splitting” previamente descrito para las especificidades
descritas por serologia. La nomenclatura de ciertos alelos contienen un 5° y 6° digito,
como el HLA-Cw*020201 y *020202, en la que dichos digitos indican que hay dos o
mas variantes por una sustitucion nucleotidica silente, en la que se cambia una base sin
que tenga repercusion en la secuencia aminoacidica. La nomenclatura de algunos alelos
puede tener un 7° y un 8° digito para indicar que hay polimorfismos en una regiéon no
codificante del alelo. Cuando se encuentra una variante alélica por alteracion de la
secuencia en una region nucelotidica no codificante los digitos 02 se afiaden a la
designacion, quedando la 01 como la normal y la 02 como la polimérfica. Por tltimo, se
pueden anadir una N o una L de forma opcional en algunos alelos, en los que la N
indica que el producto no es expresado (N) o es expresado con un nivel muy bajo (L).

En la tabla 3 se puede ver un ejemplo de esta nomenclatura.
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Nomenclatura Indica
HLA Region HLA y prefijo para un gen HLA
HLA-DRBI1 Un locus particular de HLA, por ejemplo, DRB1
HLA-DRBI1*13 Un grupo de alelos que codifican el antigeno DR13
HLA-DRB1*1301 Un alelo especifico HLA.

HLA-DRB1*1301N Un alelo nulo

HLA-DRB1*130102 Un alelo que difiere por una mutacion sindnima

HLA-DRB1*13010102 [Un alelo que contiene una mutacion fuera de la region codificante

HLA-DRB1*13010102N |Un alelo nulo que contiene una mutacion fuera de la region codificante

Tabla 3. Ejemplos de especificidad en funcion del nimero de digitos en la nomenclatura.

Cuando se lleva a cabo un tipaje HLA molecular en ADN, la nomenclatura
molecular deberia asignarse de acuerdo con el nivel de discriminacion del
procedimiento empleado. Si el procedimiento no es capaz de discriminar entre variantes
moleculares del HLA-A2, por ejemplo, lo apropiado es asignar al resultado la
nomenclatura HLA-A*02. El estudio con los dos primeros digitos se denomina baja
resolucion, ya que no llegan a discriminar entre alelos, pero permite definir entidades de
similitud estructural. Los estudios de alta resolucion permiten discriminar entre alelos, y

se identifican con el tercer y cuarto digito.

Molécula Locus Espec[flc.ades Alelos (ADN)
serologicas
HLA-A A 28 893
HLA-B B 59 1431
HLA-C C 10 569
HLADR DRA+DRBI1 21 3+814
HLA-DP | DPAI+DPBI 6 28 + 136
HLA-DQ | DQA1+DQBI 9 35+ 106

Tabla 4. Numero de alelos descritos y validados a Octubre de
2009 de las moléculas clasicas de HLA de Clase I y Clase 11
(datos de IMGT/HLA)
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El sistema HLA es probablemente el sistema genético mas polimorfico del ser

humano, y prueba de ello son los mas de 3.000 alelos descritos hasta la fecha (Tabla

430;33) .

Si hubiera una distribucion aleatoria de los alelos HLA, existirian unos 10%
genotipos unicos HLA-A, -B, -C, -DR y -DQ. Sin embargo, se sabe que los distintos
alelos HLA se heredan en haplotipos, por lo que los alelos de diferentes loci no se
asocian al azar. Asi, se observa una asociacién mas frecuente de ciertos alelos con otros
en comparacion con la frecuencia que cabria esperar si la asociacion fuera aleatoria en
base a sus frecuencias alélicas, lo que se conoce como desequilibrio de union. Este
hecho permite la presencia de haplotipos mas frecuentes. Ademas, la frecuencia de los

distintos alelos varia entre poblaciones.

2. Trasplante de progenitores hematopoyeticos
2.1. Generalidades

El trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) es una modalidad
terapéutica util que permite potencialmente curar enfermedades neoplésicas, asi como
enfermedades no malignas de células sanguineas tanto hereditarias como adquiridas™
(ver Anexo II).

El TPH ha revolucionado el tratamiento de las hemopatias malignas ya que
constituye la mejor opcion terapéutica para numerosos pacientes con estas
enfermedades® (ver Anexo IIl). Su eficacia se basa en la erradicaciéon de las células
tumorales mediante la administracion de altas dosis de quimioterapia y/o radioterapia
previa a la infusion de progenitores hematopoyéticos sanos obtenidos de médula dsea

(MO), sangre periférica (CPSP) 6 cordon umbilical (CU) procedentes bien del mismo
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paciente (trasplante aut6logo)®, o bien de un donante familiar o no emparentado

37-39

(trasplante alogénico)’ ™", que a su vez, ejercen un efecto inmunomodulador sobre las

células neoplésicas residuales.

La base para la realizacion del TPH procede del laboratorio y de las
observaciones clinicas de que la mayoria de las neoplasias hematoldgicas presentan una
sensibilidad relacionada con la dosis de quimioterapicos o de radioterapia®. La
toxicidad medular es el limitante de dosis para la mayoria de estos tratamientos, lo que
hace que la infusion de células hematopoyéticas pluripotenciales de la MO, de SP o del
CU permita la administracion de dosis muy altas de quimioterapia o radioterapia, que en
otras circunstancias no seria posible. En los ultimos afios se ha demostrado ampliamente
en el trasplante alogénico que las células inmunocompetentes infundidas con las células
progenitoras hematopoyéticas o que se originan a partir de ellas, dan lugar a un potente
efecto injerto contra tumor que es independiente de los efectos de las altas dosis de
quimioterapia®®, si bien estas reacciones inmunologicas son reciprocas, del injerto
contra su nuevo huésped y las propias del huésped frente al injerto®’. En el caso del
TPH alogénico, la ausencia de identidad imunoldgica entre donante y receptor tiene tres

consecuencias fundamentales en el uso del trasplante alogénico como inmunoterapia:

1. Tras el trasplante, el receptor genera un ataque inmunolédgico contra el injerto, lo
que puede conllevar su rechazo.

2. Las células inmunocompetentes en el injerto reaccionan contra las células
normales de los tejidos del receptor, lo que puede desencadenar la enfermedad

injerto contra huésped (EICH). Para la aplicacion segura del trasplante alogénico
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esta reaccion tiene que ser controlada y por ello son imprescindibles las medidas
que lo garanticen (inmunosupresores).
3. Las células del injerto atacan a las células tumorales residuales, el denominado

efecto injerto contra tumor (EICT).

Por ultimo, se van a producir otros dos fendmenos alorreactivos: el
establecimiento de quimerismo, al existir en el receptor del injerto células provenientes

de dos individuos distintos, y la tolerancia post-trasplante.

2.2 Rechazo de injerto

El rechazo estd mediado primordialmente por células T residuales del receptor
con especificidad antidonante (anti-injerto). Estas células residuales del receptor son a
su vez diana de las células T del donante. Asi, al eliminar las células T residuales del
receptor se favorece el injerto (Figura 8a). En el caso de TPH alogénico (alo-TPH) con
deplecion de células T del donante o con regimenes no mieloablativos, el rechazo
puede prevenirse mediante acondicionamientos que incluyan terapias especificas
linfotoxicas (p.ej. anticuerpos especificos antilinfociticos, ciclosporina, prednisona,

anti-CD52 o fludarabina).

2.3. Enfermedad Injerto Contra Huésped
La enfermedad injerto contra huésped (EICH) -constituye la principal
complicacién del trasplante alogénico y es la responsable de la elevada morbilidad y

mortalidad que se observa tras este procedimiento.
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Las poblaciones de células T del donante en el injerto contienen células T
alorreactivas que se activan y proliferan al reconocer antigenos menores o mayores de
histocompatibilidad especificos en las células del receptor, produciendo una actividad
citolitica que contribuye al desarrollo de EICH (Figura 8b*}).

Hay dos principios fundamentales para situar la EICH en el contexto clinico en

el que se produce:

i)  La EICH no es una enfermedad per se sino que es la consecuencia de los
exagerados, aunque normales, mecanismos inflamatorios fisioldgicos que
ocurren en un marco en el que no son deseables. Los linfocitos que han sido
infundidos en el receptor se comportan de forma apropiada al ambiente en el
que han sido situados.

i)  En el alo-TPH, los linfocitos del donante son infundidos en un huésped que
previamente ha sufrido un dafio intenso: los efectos de la enfermedad de base,
las infecciones previas y los regimenes de acondicionamiento dan lugar a

cambios proinflamatorios sustanciales en las células endoteliales y epiteliales.

Asi pues, las células de los donantes encuentran no s6lo un ambiente extrafio
sino que ademés ha sido alterado debido al acondicionamiento, que favorece la
activacion y proliferacion de células inflamatorias mediante sobreexpresion de HLA,
moléculas de adhesion, citocinas y moléculas de reconocimiento de la membrana
celular.

Los organos diana de la EICH apoyan la intima relacion entre infeccion y EICH.
La piel, el intestino delgado y el higado comparten una importante exposicion a

endotoxinas y otros productos bacterianos que inician y aumentan la inflamacion local.
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Figura 8. Actividad especifica de antigeno de las
células T de receptor y donante en A) Rechazo de
injerto B) EICH C) EICT (Modificado de van den
Brink. 2002).

Esta exposicion los distingue de otros
organos como corazon o rifiones que
no son diana de la EICH. El pulmo6n
en cambio es un Organo en
controversia; aunque no es una diana
clasica de la EICH, hay muchas
evidencias de que comparte con piel,
intestino e higado cierta
susceptibilidad a este proceso. Estos
organos, por su situacidn como
primera barrera ante las infecciones,
tienen numerosas poblaciones de
células presentadoras de antigenos,
como  macréfagos y  células

dendriticas, que pueden realzar la

EICH.

Enfermedad injerto contra huésped aguda y crénica

Segun la secuencia temporal de aparicion hay dos formas de EICH: enfermedad

injerto contra huésped aguda (EICHa) y crénica (EICHc). La primera seria aquélla que

ocurre en la fase precoz postrasplante alogénico, clasicamente antes del dia +90

postrasplante, y la EICHc aquella que se desarrolla a partir del dia +90. Sin embargo, no

es solo el momento lo que distingue a estos dos procesos sino que las manifestaciones

26



Introduccion

son diferentes en una y otra, aunque afecten a los mismos o6rganos. Asi, los 6rganos
diana fundamentales de la EICHa son el intestino, donde se manifiesta en forma de
diarrea, nauseas y vomitos, la piel, donde se produce eritema y otras lesiones que
pueden abarcar casi toda la superficie cutanea, y el higado, con ictericia obstructiva,
identificable por un aumento importante de bilirrubina y discreto de transaminasas. La
afectacion mucosa y pulmonar en esta fase es muy rara. En la EICHc la piel se afecta de
manera similar a lo que ocurre en los procesos cronicos como la esclerodermia o el
vitiligo. Ademas se afecta el tejido subcutaneo en forma de tenosinovitis cronica, la
mucosa ocular en forma de queratoconjuntivitis sicca y la mucosa bucal en forma de

liquen. A nivel pulmonar se puede producir bronquiolitis obliterante.

Daio tisular por el acondicionamiento
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(2) Activacion de las
células T del donante

e inflamatorios

Figura 9. Representacion esquematica de los mecanismos moleculares implicados en la produccion
de la EICHa (Modificado de Ferrara, 2009)
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Las moléculas efectoras que intervienen en la EICHa y en la EICHc son
distintas. En la EICHa se conoce el papel fundamental del TNFa como citocina
inflamatoria, la interleucina 1 (IL-1), la IL-6 y la IL-8. Por el contrario, en el desarrollo
de la ECIHc se producen aumentos inusuales de citocinas como IL-4 e interferén
gamma (IFNy), en ausencia de IL-2, y todo a través de linfocitos T autorreactivos mas

que cé¢lulas T que reconozcan aloantigenos como ocurriria en la EICHa.

Fisiopatologia de la EICH aguda — Puede dividirse en tres fases consecutivas,

segtn el modelo de Ferrara*” (Figura 9):

I. Activacion de las células presentadoras de antigeno (APC) — La infusion se realiza
en un receptor que ha sido dafiado profundamente por la enfermedad de base, por
infecciones previas y por el régimen de acondicionamiento, que provocan cambios
proinflamtaorios sustanciales en células endoteliales y epiteliales. En particular, el dafio
tisular derivado del régimen de acondicionamiento permite liberar citocinas tales como
el TNFa, IL-1, IL-6 y factores de crecimiento como el GM-CSF que aumentan la
expresion de moléculas de adhesion, antigenos del sistema HLA y moléculas
coestimuladoras en células APC del huésped. Ello promueve el reconocimiento del
HLA del receptor o antigenos menores de histocompatibilidad (mHA) en los tejidos del
huésped por parte de los linfocitos T del donante. Ademas, el dafio ejercido en la
mucosa intestinal provoca el paso a la circulacion sistémica de productos microbianos
como lipopolisacarido (LPS), que favorecen la activacion de las APC del huésped,
aparte de actuar como potentes activadores de la liberacion de citocinas (ya en la fase
efectora). El tejido linfatico secundario del tracto gastrointestinal (GI) parece ser el sitio

inicial de interaccion entre las células APC activadas y los linfocitos T del donante.
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I1. Activacion de los linfocitos T del donante — Incluye la presentacion de antigenos
por las APC del huésped y el reconocimiento por las células T del donante, con la
consiguiente activacion, proliferacion, diferenciacion y migracion de las células T. En
esta fase juegan un papel fundamental las APC del huésped y la activacion de la
transcripcion de multiples citocinas y moléculas efectoras (la denominada tormenta de
citocinas), entre las que se encuentran IL-2, [L-12, IFNy, LFA, MIPa, CD44, B7-CD28,
protein kinasa C y tirosin kinasas. La migracion de los linfocitos T y otros leucocitos se
ve favorecida por el aumento de expresion de moléculas de adhesion por la liberacion

de quimiocinas producida por el dafio tisular de la primera fase™.

III. Fase efectora — Efecto citolitico de células citotoxicas (natural killer (NK) y
linfocitos T citotoxicos) y de efectores inflamatorios como TNFa e IL-1, mediado por 3
mecanismos efectores: ruta Fas/Fas ligando, ruta perforina/grancima B y dafio directo
mediado por citocinas:

- Ruta Fas/Fas ligando - La interaccion del ligando Fas expresado en la
superficie de los linfocitos T citotoxicos con el receptor Fas en la membrana
de la célula diana da lugar a la activacion de la cascada de las caspasas que
implica la muerte de la célula por apotosis.

- Ruta perforina/granzima B - La perforina forma poros en la membrana de la
célula que permiten el paso de la granzima B que provoca la muerte celular.

- Dafio directo mediado por citocinas - Por tultimo, citocinas como TNFa., IL-
1, IFNy y TRAIL pueden considerarse los mediadores finales de los

fendmenos de citotoxicidad.
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Por su parte, el LPS que liberan los microorganismos en la fase I promueve a los
tejidos del receptor y al sistema macrofagico previamente estimulado por IFNy a
secretar citocinas proinflamatorias como TNFa ¢ IL-1. El tracto GI es particularmente
susceptible al dafio mediado por TNFa, que actua a tres niveles: activando las APC
favoreciendo la presentacion de aloantigenos, induciendo al sistema macrofagico a la
liberacion de quimioquinas que activan neutrofilos, lo que aumenta la inflamacion, y
causando necrosis tisular directa.

Avances recientes indican que existen otras células que pueden intervenir y
modular la fisiopatologia de la EICH*°. Asi, se ha descrito que distintos subtipos de
linfocitos T reguladores (Tys) del donante ejercerian una funcion supresora de la EICH
por un mecanismo aun no bien definido, en el que inhibirian la proliferacion de
linfocitos T aloreactivos y la producién de citocinas®’. Asimismo, estos Ty modularian
la funcion de las células dendriticas (DC) deteniendo de forma directa su maduraciéon®.
Igualmente, se ha observado un efecto inmunosupresor de las células mesenquimales
(MSC) infundidas como tratamiento para la EICH. Al interaccionar con los linfocitos T
activados, las MSC aumentarian la expresion de oOxido nitrico (ON) que inhibe la
proliferaciéon de linfocitos T tipo Thl via inhibicion de la fosforilacion de STATS, sin
causar los efectos adversos del ON al producirse este de manera local y tener un tiempo
de vida reducido®. Finalmente, las células natural killer T (NKT) tipo 1 (invariante o
iINKT) tanto del receptor como del donante parecen proteger de la EICH mediante

secrecion de citocinas que induce la proliferacion de linfocitos T tipo Th2**°.

Fisiopatologia de la EICH crdénica — La fisiopatologia de la EICHc se conoce
peor que la de la EICHa. La EICHa se presenta como un sindrome inflamatorio que

afecta basicamente a piel, tubo digestivo e higado de forma restringida. Por el contrario,
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la EICHCc tiene caracteristicas clinicas que se parecen o imitan a las observadas en las
enfermedades autoinmunes como lupus eritematoso sistémico, sindrome de Sjogren,
esclerodermia y artritis reumatoide. La formacion de anticuerpos es un fendémeno
comun, lo que proporciona evidencia de que la EICHc se puede atribuir, al menos en
parte, a las células autorreactivas del donante. Aunque en la mayoria de los pacientes la
EICHc se desarrolla en el contexto de una EICHa preexistente, una cuestion ain por
resolver es como la EICHa que estd desencadenada por las células T alorreactivas del
donante evoluciona a la EICHc, donde se especula que son las células T autorreactivas
del donante las que juegan el papel protagonista en la fisiopatologia de este sindrome.
Asi, se cree que las células T CD4+ postimicas tienen un papel importante en la EICHc
y la activacion de distintos subgrupos de células T “helper” (Thl vs Th2) podria ser

responsable de las distintas manifestaciones de la EICHc.

2.4 Efecto injerto contra tumor

El efecto injerto contra tumor (EICT) parece estar mediado por las células T del
donante, ya que hay poblaciones que reconocen aloantigenos expresados en células
normales y malignas, y otras que reconocen antigenos especificos del tumor. Los dos
grupos, al reconocer las células tumorales ejercen una actividad citolitica mediando el
EICT (Figura 8c).

El EICT estd intimamente asociaado al desarrollo de la EICH. Dado que se
desea controla ésta ultima y potenciar el EICT, es necesario desarrollar estrategias que
desunan los dos efectos'™*. La separacion de los efectos letales ocasionados por la
EICH de los efectos beneficiosos y deseables del EICT representa el mayor desafio para

ampliar la utilidad del alo-TPH como tratamiento de las neoplasias hematologicas.
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Existen numerosos estudios que intentan caracterizar y separar la EICH del
EICT, bien abordando la identificacion de antigenos especificos de una y otro, bien
explorando posibles diferencias en las vias efectoras de la citotoxicidad. Hasta ahora los
experimentos en modelos animales se han basado en el disefio de ratones con
deficiencias en los mecanismos de vigilancia inmune mas relevantes en el desarrollo de
la EICH/EICT, a los que se trasplanta y posteriormente se manipula con multiples
citocinas. Asi, se conocen diferentes moléculas cuya inhibicion o incentivacion
conseguiria una disminucion de la EICH sin dafar o perjudicar el EICT. No obstante, la
aplicacion de resultados de modelos animales, disefiados para estudiar fendmenos
concretos, al modelo humano entraia una gran dificultad para interpretar en conjunto la
estrecha interrelacion de todos los fendmenos inflamatorios, citotoxicos y de apoptosis

que participan en la EICH/EICT*"*.

El centro del problema radica en si es posible favorecer una remision completa
de larga duracion para una enfermedad mortal aminorando los efectos de la EICH aguda
y cronica. Desgraciadamente, la separacion “limpia” del EICT y de la EICH ocurre en
una minoria de los casos, e incluso en los casos con separacion clinica, muchos autores
piensan que la repuesta anti-tumor procede de una “reaccion” EICH subclinica. Todo
ello contribuye a la necesidad de conocer mejor las moléculas y los mecanismos

celulares implicados en la produccion de la EICH y del EICT.
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3. Polimorfismos genéticos en el contexto del trasplante de

progenitores hematopoyeticos

3.1 Sistema HLA

HLA 'y trasplante

Debido a su papel relevante en la presentacion antigénica, la principal aplicacion
del conocimiento del sistema HLA desde su descubrimiento ha sido la seleccion de
donantes adecuados para trasplante tanto de progenitores hematopoyéticos como de
organos solidos y para transfusion.

En el contexto del alo-TPH lo ideal para los pacientes es localizar un donante
HLA compatible entre los familiares sanos mas directos, especialmente entre sus
hermanos. En caso de compatibilidad HLA, las células T alorreactivas del donante
presentan una menor actividad frente a las células del receptor, y por tanto el riesgo de
desarrollar EICH es mas reducido que cuando existe incompatibilidad cruzada. Pero
también el EICT es menos acusado y por tanto aumenta el riesgo de recaida respecto a
la incompatibilidad HLA (si bien todo ello depende de la intensidad de los vectores
injerto contra huésped, o huésped contra injerto)®**2. Ademas, los familiares directos
presentardn mayor similitud genética que individuos no emparentados, por lo que
portaran menor numero de incompatibilidades en antigenos menores de
histocompatibilidad (mHLA, ver seccion 3.3 Otros polimorfismos) y reduciendo por

tanto el riesgo de desencadenar la EICH.
La probabilidad teorica de tener un hermano HLA idéntico es de 1-0.75", siendo

n el namero de hermanos. Aunque en el calculo no se consideran factores tales como

posibles mutaciones y/o entrecruzamientos, en la practica estos son escasos (<1%). En
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caso de entrecruzamientos se heredaria un haplotipo que no estd presente como tal en
los padres y que es fruto de la uniéon complementaria de dos fragmentos de cada uno de
los haplotipos de uno de los dos progenitores. En la practica, inicamente un 30% de los
pacientes disponen de un donante emparentado compatible. Ello implica que el 70%
restante debe localizar un donante compatible entre donantes voluntarios no
emparentados. Sin embargo, la probabilidad de que dos personas no emparentadas entre
si sean compatibles se reduce a aproximadamente 1/10.000 (aunque la probabilidad
varia en funcion de la frecuencia de los haplotipos HLA). Para aumentar la probabilidad
de localizar un donante compatible no emparentado se hace fundamental la

implantacion de registros de donantes voluntarios de progenitores hematopoyéticos.

Registros de donantes voluntarios

Durante poco mas de una década, la mayoria de los tipajes HLA se han

|II||I|

Ndmero de donantes (x millén)

H HLA-A, -B
B HLA-A, -B, -DR

mnalﬁ!gll!!!!!!!!!!
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Octubre
Afio
Figura 10. Evolucion del niimero de donantes y tipajes realizados a nivel mundial de los polimorfismos
HLA-A y HLA-B (azul oscuro) y los que también tienen —DR tipado (azul claro). En los cuadros a pie de
columna, porcentaje de donantes con el tipaje HLA-A, —B y —DR realizados respecto del total (modificado de
BMDW, http://www.bmdw.org).
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desarrollado dentro del contexto de los trasplantes de progenitores hematopoyéticos con
el doble objetivo de construir registros de donantes voluntarios y desarrollar la
busqueda de pacientes que precisaran un donante compatible™. Asi, se cred la Bone
Marrow Donors Worlwide (BMDW)>, que recopila la informacién de todos los
registros nacionales y coordina la busqueda de donantes a nivel internacional, siendo la
red espafiola de donantes de médula 6sea (REDMO)>® la que ejerce estas funciones a
nivel nacional.

Hoy en dia estan tipados 13.981.906 donantes validos para HLA-A y HLA-B,
provenientes de 63 registros de células stem y 43 bancos de cordén en todo el mundo,
de los cuales poco mas de 10 millones también estan tipados para HLA-DR, y mas de
300.000 pertenecen a unidades de cordéon (de acuerdo con los datos publicados en
BMDW, datos actualizados a 22 de Diciembre de 2009), habiéndose realizado por tanto
mas de 10 millones de test HLA para las clases I y II en un periodo corto de afios
Ginicamente para este proposito™ (Figura 10).

Algunos registros reclutan sus donantes de una tUnica poblacidon bastante
homogénea, mientras que otros estdin compuestos de contribuciones de distinto origen
étnico. En cualquier caso, el conocimiento de las frecuencias de haplotipos y de
parametros genéticos relacionados con la poblacion son relevantes tanto para el
planteamiento estratégico de los registros de donantes®®, como para tomar decisiones en
el proceso de busqueda de donante para pacientes individuales en los que haya un
impacto potencial en su tratamiento. De esta manera, la descripcion de los haplotipos
mas frecuentes de cada region (frecuencia igual o superior al 1% en la poblacion) es
fundamental en la busqueda de donantes HLA compatibles, ya que cuando se prevén
dificultades para localizar un donante no emparentado compatible y el paciente presenta

un haplotipo frecuente, estd indicado realizar de forma simultinea a la busqueda
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internacional un estudio ampliado a los familiares de segundo grado (tios y primos) en
la rama correspondiente al progenitor que ha aportado el haplotipo menos frecuente (red
espafiola de donantes de médula 6sea, REDMO). Una vez disponibles, estos parametros
pueden ser también utilizados para otros propodsitos practicos y cientificos, como
estudios de genética de poblaciones entre otras aplicaciones’’.

Las recomendaciones del REDMO (documento consenso, Octubre 2005) para
trasplantes alogénicos incluyen los loci HLA-A, —B, y —DRBI1 (6 loci) para donantes
familiares, anadiendo el estudio del HLA-C para donantes no emparentados (8 loci). En
el caso de donante no familiar el grado de compatibilidad requerido es a nivel de alta
resolucion (cuatro digitos), aunque no es infrecuente que en trasplante con donante
familiar sea necesaria la alta resolucién también en uno o varios loci. Esto ocurre
cuando uno de los padres es homozigoto para un locus o bien si no se dispone de los
haplotipos de los padres, ya que hay comprobar la posibilidad de una recombinacién

(ver figura 11).

A*0201 [ B*2701/DRB1*0101 A*0201/B*2701/DRB1*0101 )
Padre Paciente
A*0102/B*4401/DRB1*1301
q A*0102/B*4401/DRB1*1301 /B*2701/DRB1*0101
M H
adre A*1801/B*0801/DRB1*0301 A*0102/B*4401/DRB1*1301 ermano

Figura 11. Ejemplo de un caso con aparente compatibilidad a nivel de baja resolucion (tanto del
paciente como del hermano se obtendria un tipaje A*02,B*27,DRB1*01) que resultan ser
incompatibles en el locus A (A*0201 vs. A*0204) por una recombinacion de los haplotipos paternos.

HLA y enfermedad

Ademas de su empleo en la seleccion de donantes apropiados para alo-TPH, se
ha demostrado que el sistema HLA desempefia un papel importante en la
susceptibilidad a diversas enfermedades, particularmente aquellas que cuentan con una

base inmunoldgica o autoinmune.
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Podemos utilizar como modelo la enfermedad celiaca (EC), ya que el desarrollo
de la misma esta estrechamente relacionado con genes especificos del sistema HLA. Se
cree que la causa de la enfermedad es una respuesta inmune anormal al gluten, muy
probablemente iniciada por la activaciéon de células T en la mucosa intestinal por
péptidos derivados del gluten. En este caso, los alelos HLA-DQ2 y HLA-DQS8
presentarian eficientemente el péptido dando lugar a la reaccion de las células T. Asi, el
90-95% de los pacientes con enfermedad celiaca tienen el alelo HLA-DQ2, y la mayoria
de los restantes el HLA-DQS. Sin embargo, en la poblacion general el 30-40% de los
individuos presentan uno de estos alelos, por lo que la presencia de estos alelos por si
misma no es suficiente para desarrollar la enfermedad, y por tanto existen otros factores
implicados atn desconocidos. Sin embargo, la ausencia de ambos alelos si es util por su
elevado valor predictivo negativo™.

Otro ejemplo contrastado es la asociacion observada entre el alelo HLA-B27 y el
desarrollo de espondilitis anquilosante (EA), siendo la asociacion mds fuerte descrita
hasta la fecha para cualquier locus HLA. El 90-95% de los pacientes con EA presentan
al menos un alelo HLA-B27, cuya presencia en poblacién sana tiene una frecuencia
inferior al 1%. Hay que afadir que la enfermedad puede darse aiin en ausencia del
HLA-B27, incluso otros alelos HLA pueden predisponer al desarrollo de la enfermedad
de manera independiente o conjunta con HLA-B27 (por ejemplo, HLA-B60). Asi,
existen otros genes fuera del HLA que confieren susceptibilidad a la enfermedad™”.

Del mismo modo, el sistema HLA podria intervenir en el desarrollo o control de
enfermedades neoplésicas, bien por una presentacion mas eficiente o defectuosa de los
antigenos tumorales por determinados alelos HLA. En este sentido, existen datos

preliminares que asocian la presencia de un determinado alelo de HLA y Ia
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predisposicion a padecer un determinado tumor asi como con la mayor o menor

agresividad clinica y el prondstico del tumor®®.

3.2 Microsatélites

Los STR son esenciales en la ciencia forense, siendo los marcadores aplicados
en la identificacion de individuos tanto en estudios de paternidad, como en casos
delictivos, desastres en masa o genética de poblaciones, entre otras aplicaciones. En
medicina, la principal utilidad de los microsatélites estriba en la monitorizacion de
trasplantes mediante el analisis del quimerismo hematopoyético, mostrandose util tanto
para estimar el correcto injerto de las células del donante como para evaluar una

potencial recaida.

Como hemos visto, el trasplante conlleva la interaccion de los sistemas
inmunolégicos de donante y receptor, y del resultado de la interaccién (grado de
quimerismo hematopoyético) depende en gran medida el éxito del mismo. Por una
parte, los linfocitos T del donante pueden reconocer como extrafias las células del
receptor, pudiendo atacar los tejidos sanos del receptor desencadenando la EICH. Pero
el ataque también se puede producir sobre las células tumorales residuales que puedan
permanecer, produciendo el EICT. Por otra parte, la coexistencia de células de donante
y receptor favorece la tolerancia inmunitaria reciproca donante/receptor y disminuye la
incidencia de la EICH. Sin embargo, la persistencia de células del receptor puede
provocar el rechazo del injerto. De la misma manera, un quimerismo inestable, con
porcentajes crecientes de células del receptor y/o la presencia de enfermedad minima

residual (EMR) se asocia a recaida hematologica.
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El seguimiento cuantitativo del quimerismo hematopoyético se ha mostrado util
para evaluar tanto el buen prendimiento del injerto como para la prediccion de recaida
de la enfermedad de base. Esto le confiere gran importancia para el correcto manejo
clinico del paciente transplantado, ya que permite el diagnostico precoz de fenomenos
que condicionan la morbi-mortalidad post-trasplante, favoreciendo una actuacion

terapéutica precoz y, por tanto, mas efectiva.

El grado de quimerismo hematopoyético depende de diversos factores, como la
intensidad del régimen de acondicionamiento, el empleo de estrategias de deplecion
celular, el nimero de células stem infundidas, la enfermedad de base, el momento en el
que se realiza el estudio, el tipo celular analizado o la sensibilidad de la técnica. Por
todo ello, la presencia de quimerismo mixto (denominado de esta manera cuando
coexisten células hematopoyéticas tanto del donante como del receptor) debe

interpretarse en relacion al contexto de cada paciente.

3.3 Otros polimorfismos

Los genes del sistema HLA son los principales genes polimorficos implicados
en el desarrollo de EICH. Sin embargo, aun en el contexto de una identidad HLA
completa, existen otros factores genéticos que pueden contribuir o favorecer la aparicion
de EICH. Dentro de estos factores genéticos podemos encontrar antigenos menores de
histocompatibilidad, citocinas proinflamatorias, enzimas implicadas en el metabolismo
de drogas, genes de receptores tipo inmunoglobulina de las células NK (complejo KIR)

y proteinas relacionadas con el sistema inmune innato®*®,
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Antigenos menores de histocompatibilidad (mHLA)

Los mHLA son péptidos procedentes de la degradacion natural de proteinas
endogenas del proteosoma que son capaces de generar respuestas inmunitarias en caso
de disparidad®*"°. Suelen tener dos alelos, uno de los cuales sera capaz de desencadenar
una respuesta inmunitaria cuando es presentado a los linfocitos del donante de forma
restringida por una molécula de HLA, siempre y cuando el donante no tenga este alelo
en su dotacion genética.

Tenemos el ejemplo del péptido HA-1, expresado en células presentadoras de
antigeno (células dendriticas, de Kupffer en el higado, de Langerhans en la piel o
macrofagos en el intestino delgado), presentado restrictivamente por las moléculas de
HLA-A*0201 y —A*0206"". Un polimorfismo situado en la posicion 504 del gen HA-1
modifica la estructura del péptido, codificando bien una histidina (HA-1") o bien una
arginina (HA-1%). Asi, la presencia de HA-1" en el receptor sin que esté presente en el
donante produce EICHa moderada (grados II-IV) sin que desencadene EICHc, siendo la
presencia de EICHa previa el principal factor de riesgo para desarrollar EICHc'”. Una
explicacion a este hecho podria ser la respuesta de linfocitos T citotdxicos que
reconocerian como extrafio el complejo HLA-A*0201-06/HA-1", produciendo una
respuesta inflamatoria mediante citotoxicidad directa y liberaciéon de citocinas
proinflamatorias (Thl), favoreciendo por tanto el desarrollo y la severidad de la EICHa
sin inducir una respuesta Th2, caracteristica de la EICHc">.

Se han descrito otros antigenos mHLA que podrian estar implicados en el
desarrollo de EICH, aunque la informacion disponible es escasa y aun no esta

contrastada®.
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Polimorfismos de citocinas pro- y antiinflamatorias

La liberacion de citocinas es un factor decisivo en el desarrollo de la EICH. En
la actualidad se sabe que una vez producido el fenomeno de alorreconocimiento, la
reaccion que da lugar a la EICH aguda esta mediada por la secrecion de citocinas, tanto
pro- como antiinflamatorias, como IL-1, IL-2, IL-6, IL10, TNFa., factor de crecimiento
tisular (TGFpB) o IFNy. En este sentido, se han descrito determinados polimorfismos en
los genes que codifican estas citocinas en el donante y/o en el receptor que pueden dar
lugar a un aumento o descenso en la secrecion de las mismas’, influyendo en el
desarrollo de la EICH™*".

Un ejemplo lo podemos ver en los polimorfismos localizados en la region
promotora del gen de la citocina antiinflamatoria IL-10, que es una potente supresora de
TNFa, IL-1, IL-1B, IL-6, IL12 e IFNy, por lo que favoreceria la induciéon de tolerancia
tras trasplante alogénico®. Asi, la presencia en el receptor del alelo A en el SNP-592
que identifica al haplotipo T-C-A-T-A%, se ha relacionado con una menor severidad de
EICH aguda y menor riesgo de mortalidad no relacionada con el trasplante tras alo-

TPH® .

Genes de receptores tipo inmunoglobulina de las células NK (complejo KIR,
de Killer Immunoglobulin-like Receptor)
Los genes del complejo KIR pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas y
codifican proteinas de membrana que se expresan en células NK. Son receptores de
alelos concretos de HLA I (basicamente HLA-B y HLA-C) y dan lugar a una senal de
regulacion (inhibicién o activacion) de las células NK'®. Asi, la célula NK se activara si
una célula presenta un alelo HLA de distinto grupo o bien carece de HLA de superficie

(mecanismo de escape tumoral a respuesta de linfocitos T). En alo-TPH con disparidad
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HLA (béasicamente HLA-C, en no emparentados) puede producirse una ausencia de
reconocimiento de las células del receptor por las células NK del donante. Esto activa
las células NK destruyendo las células del receptor, lo que favorece por tanto el
desarrollo de EICH como la eliminacion de EMR y reduciento la probabilidad de

recaida tras el trasplante’’,

Enzimas implicadas en el metabolismo de drogas
Dentro del campo de la inmunofarmacogenética se han estudiado polimorfismos en
drogas empleadas tanto en la profilaxis de EICH como en los regimenes de
acondicionamiento. Asi, SNPs dentro de la enzima 5,10-metilen-tetrahidrofolato
reductasa (MTHFR), una enzima central del metabolismo del acido folico, afectan a la
sensibilidad de los pacientes a drogas inhibidoras del metabolismo del acido félico
como el metotrexato. Ello puede modificar la respuesta a estrategias de profilaxis y por
ellos estos polimorfismos han sido relacionados con una mayor incidencia de EICH™*".
Otros polimorfismos, como los de los genes de la familia del citocromo P450 (como
CYP2B6, que altera el metabolismo de la ciclofosfamida,) o en el gen de resistencia a
drogas MDR-1 (que puede alterar la farmacocinética de la ciclosporina) se asocian a una

. . 9 . . 80
mayor toxicidad relacionada con el trasplante” o a una peor supervivencia®.

Proteinas relacionadas con el sistema inmune innato

Los componentes de la pared celular de bacterias se han identificado como
ligandos activadores de macrofagos y APCs, aumentando fuertemente la tormenta de
citocinas de la EICH. Se ha descrito un grupo de receptores de estos componentes,
formado principalmente por los receptores Toll-like y los NOD-like. Se han asociado

polimorfismos dentro de estos receptores con una alteracion de la funciéon y con una
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desrregulacion de la inflamacion, y parecen tener un papel principal en muchas
enfermedades inflamatorias®' . Recientemente se ha observado la relacion entre tres SNP
del complejo CARDI5/NOD2 (receptor NOD-like, relacionado previamente con la
presencia de enfermedades autoinmunes como la enfermedad de Crohn®*?) en el receptor
o en el donante con el desarrollo de EICH aguda, EICH intestinal y mortalidad no
relacionada con la enfermedad®”*’. Se especula que la inflamacién producida por la
alteracion de CARD15/NOD?2 podria afectar directamente a la reaccion alogénica via
APCs, o bien tener un efecto indirecto alterando la defensa epitelial contra bacterias.

Por otra parte, dentro de la superfamilia de de hormonas esteorideas se incluyen
el receptor de la vitamina D (VDR) y el receptor de estrégenos, que tienen marcados

. . 84-86
efectos sobre el desarrollo del sistema inmune

. Especificamente VDR se ha
asociado con enfermedaes autoinmunes®’. Se han descrito polimorfismos en el intrén 8
del gen del receptor de la vitamina D y en el intron 1 del receptor a de estrogenos que
se asocian a una mayor incidencia y severidad de EICH aguda y a una peor
supervivencia tras alo-TPH*%.

Ademas, la migracion de las células efectoras a través del endotelio vascular a
los distintos tejidos diana, un paso fundamental para el desarrollo de EICH, se debe a
las interacciones entre distintas moléculas de adhesion presentes en linfocitos y células
endoteliales. Se ha observado que polimorfismos en moléculas de adhesiéon como
LECAM-1 (CD62L 6 L-Selectina) o PECAM-1 (CD31) podrian aumentar el riesgo de
EICH aguda’™".

Por tultimo, la activacion de los linfocitos T requiere de la union de moléculas
coestimulatorias de APCs como B7 (CD80 6 CD86), con moléculas de linfocitos T

como CD28 (estimulando la activacion de linfocitos T) o CTLA-4 (inhibiéndola).

Ademas, existe una forma soluble de CTLA-4 (sCTLA-4) que parece unirse a B7 y
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bloquear por tanto la interaccion B7-CTLA-4, impidiendo la inhibicion de los linfocitos
T. Se ha observado una expresion diferente de sSCTLA-4 en funciéon del genotipo del
polimorfismo CT60 del gen CTLA-4. Asi, el genotipo AA produciria mayor expresion
de sCTLA-4, mientras que las combinaciones GA 6 GG mantendrian una expresion mas
reducida. Recientemente se ha observado en pacientes sometidos a alo-TPH que la
presencia del genotipo AA aumenta la severidad de EICHa. Por el contrario, el alelo G
aumenta las tasas de recaida y mortalidad. Estos resultados apoyan la hipdtesis de que el
sCTLA-4 bloquearia la interaccion B7-CTLA-4, impidiendo la inhibiciéon de los
linfocitos T, promoviendo su activacion y favoreciendo por tanto el desarrollo de

EICH®®,
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Hipdtesis de trabajo y Objetivos

HIPOTESIS DE TRABAJO

El trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos (alo-TPH) constituye
hoy dia una estrategia terapéutica clave para la curacion de numerosas hemopatias
malignas. El desarrollo de acondicionamientos con menor toxicidad y el mejor control
de la enfermedad injerto contra huésped (EICH), junto al desarrollo de herramientas
efectivas para monitorizar el trasplante y el conocimiento cada vez més exhaustivo tanto
de la EICH como del efecto injerto contra tumor (EICT), estan permitiendo mejorar los
resultados del alo-TPH, ampliando notablemente el nimero de indicaciones y de
pacientes que pueden beneficiarse de este procedimiento. Sin embargo, a pesar de los
avances en este terreno, cerca del 20-30% de los pacientes que reciben un alo-TPH
fallecen de complicaciones derivadas del procedimiento, principalmente EICH. Incluso
en el contexto del trasplante emparentado HLA idéntico, con una tasa de recividas no
especialmente elevada (en torno al 20%), hasta un 80% de pacientes desarrollan EICH
aguda y/o cronica.

El éxito del trasplante se basa en intentar obtener la mayor tasa de curaciones
posibles a la vez que se intenta minimizar la toxicidad y complicaciones del
procedimiento. Depende por tanto de la optimizacion de todos y cada uno de los
factores que se pueden manipular antes, durante y después del trasplante.

Si bien la ausencia de identidad HLA es el principal factor de riesgo para el
desarrollo de EICH, en el contexto de identidad HLA se incluyen factores clinicos de
riesgo tales como la fuente de progenitores hematopoyéticos, la edad del receptor o del
donante, donante mujer si el receptor es un varén, o el tipo de acondicionamiento
(mieloablativo vs no mieloablativo), entre otros. Estos factores clinicos de riesgo junto
con la inmunogenética podrian conducir al desarrollo de un indice clinico-prondstico

que ayude a la seleccion de los candidatos mas idéneos como donantes, asi como a
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modificar los regimenes de acondicionamiento y a desarrollar tratamientos
individualizados.

Ademas, un conocimiento mas exhaustivo del papel del genotipo de receptor y
donante en la aparicion y severidad de la EICH puede ayudar en la seleccion del
donante idoneo asi como en en el desarrollo de ensayos clinicos con nuevas drogas. Un
ejemplo es Etanercept, una molécula recombinante que se une a TNFa soluble
inhibiendo su accién, y que se muestra util para el tratamiento de EICH vy
complicaciones pulmonares’. La presencia del genotipo GG del gen TNFa. parece

determinar una mayor efectividad del farmaco’>**

, si bien se precisan estudios mas
completos que certifiquen este efecto’”. Por otra parte, el sistema HLA como sistema de
presentacion antigénica, podria tener importancia en el desarrollo y/o control de ciertas

neoplasias, por lo que se investigara su papel en los pacientes con mieloma multiple,

una de las neoplasias mas representativas de nuestro centro.

A través del estudio que constituye el presente trabajo de Tesis doctoral,
hemos pretendido contribuir a mejorar el conocimiento y optimizacion del trasplante
alogénico emparentado HLA idéntico, y para ello nos hemos planteado los siguientes

objetivos:
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OBJETIVOS

1. SISTEMA HLA

1.1

1.2

1.3

Describir las frecuencias genotipicas y haplotipicas de los polimorfismos HLA
de clase 1 y clase II en la poblacion de Castilla y Ledn a nivel de baja
resolucion (dos digitos). Este estudio permitird disponer de i) los haplotipos
mas frecuentes de nuestra region, de utilidad en la busqueda de donante HLA
compatible entre los familiares de segundo grado y ii) una poblacion control
de referencia para estudios de asociacion.

Comparar la distribucion de los polimorfismos HLA en la poblacion de
Castilla y Leon con las de otras regiones de la Peninsula Ibérica, asi como con
las de otras poblaciones mediterraneas y europeas.

Analizar la influencia del sistema HLA en la predisposicioén y pronostico de la
enfermedad en pacientes con Mieloma Multiple sometidos a distintos

esquemas de tratamiento incluyendo el alo-TPH.

2. MICROSATELITES (STRs)

2.1

2.2

Describir las frecuencias genotipicas de los polimorfismos STR en Ia
poblacion de Castilla y Ledn. Este estudio permitird disponer de una poblacion
control de referencia para estudios de asociacion.

Comparar la distribucion de los polimorfismos STR en la poblacion de Castilla
y Ledn con las de otras regiones de la Peninsula Ibérica, asi como con las de

otras poblaciones mediterraneas y europeas.
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2.3 Evaluar el valor de la monitorizacion del quimerismo hematopoyético
analizado mediante polimorfismos STR en pacientes sometidos a alo-TPH
emparentado HLA idéntico con acondicionamiento no mieloablativo.

2.4 Analizar el valor de la disparidad de microsatélites entre donante y receptor y
su relacion con la evolucion de los pacientes sometidos a alo-TPH

emparentado HLA idéntico.

3. OTROS POLIMORFISMOS

3.1 Analizar el papel de polimorfismos en las moléculas de adhesion PECAM1
(CD31) e ICAM1 (CD54) en pacientes sometidos a alo-TPH emparentado

HLA idéntico.
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1. SUJETOS DEL ESTUDIO

La descripcion de los pacientes y controles incluidos en este proyecto doctoral se

realizard de forma separada de acuerdo con el tipo de estudio realizado.

1. SISTEMA HLA

. POBLACION 1: Donantes sanos

Grupo de 1818 individuos caucdsicos sanos provenientes del registro de donantes de
médula 6sea de Castilla y Ledén. Estas muestras se emplearon para el estudio de
frecuencias de los genotipos y haplotipos HLA en la poblacion de Castilla y Leon, asi
como para las comparaciones con otras regiones de la Peninsula Ibérica, mediterraneas

y europeas (objetivos 1.1y 1.2).
o POBLACION 2: Pacientes con Mieloma Multiple (MM)

Esta poblacion incluye un grupo de 181 enfermos con dos formas clinicas evolutivas de
MM: 128 MM sintomaticos homogéneamente tratados segin el protocolo GEM-2000
del grupo espaifiol de mieloma (GEM/PETHEMA) y 53 MM quiescentes que no reciben
tratamiento. Como grupo control se tomara la poblacion 1 perviamente descrita. En
estos pacientes se analiz6 la distribucion y la influencia pronostica del loci de clase II en
estos dos grupos de enfermos con MM. Ademads, especificamente en el grupo de 34
MM sometidos a trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos (alo-TPH) se
analiz6 el papel del HLA de clase I y clase II en su evolucion clinica-pronostica

(objetivo 1.3).
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2. MICROSATELITES (STRs)

. POBLACION 3: Donantes sanos

Formada por 277 sujetos caucasicos sanos con nacimiento confirmado en alguna de las
provincias de la comunidad. Estas muestras se utilizaron en el estudio de frecuencias de
microsatélites en la poblacion de Castilla y Leon, asi como para las comparaciones con

otras regiones de la Peninsula Ibérica, mediterraneas y europeas (objetivos 2.1y 2.2).

° POBLACION 4: Pacientes sometidos a alo-TPH de SP HLA idéntico con

régimen no mieloablativo

Constituida por 100 parejas donante/receptor, de pacientes sometidos a alo-TPH de
sangre periférica con acondicionamiento no mieloablativo de donante emparentado
HLA idéntico. Las muestras posttrasplante de estos pacientes fueron destinadas a
evaluar el valor clinico-prondstico de la monitorizacion del quimerismo hematopoyético

analizado mediante polimorfismos STR (objetivo 2.3).
. POBLACION 5: Pacientes sometidos a alo-TPH de SP HLA idéntico

Un total de 298 muestras provenientes de 149 receptores de trasplante alogénico
emparentado HLA idéntico de progenitores hematopoyéticos y sus respectivos donantes
conforman esta poblacion. En estos pacientes se analiz6 si la disparidad de
microsatélites entre donante y receptor se relaciona con su evolucion clinica (objetivo

2.5).

3. OTROS POLIMORFISMOS

. POBLACION 6: Pacientes sometidos a alo-TPH de SP HLA idéntico

Serie de pacientes alemanes analizados en el Hospital Clinico-Pediatrico de Frankfurt-

am-Main (Klinikum der Johann Wolfgang Goethe-Universitét, Klinik III). Se incluyen
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muestras de 132 pacientes pediatricos receptores de trasplante alogénico emparentado
HLA idéntico de progenitores hematopoyéticos y sus respectivos donantes, empleadas
para el estudio de los polimorfismos de PECAM1 (CD31). Asimismo, un total de 90
pacientes pediatricos sometidos a alo-TPH y sus respectivos donantes se incluyeron
para la evaluacion de los polimorfismos de ICAM1 (CD54) (objetivo 3.1). Este trabajo
fue realizado por el doctorando durante su estancia en el mencionado hospital aleman

como parte del programa del doctorado europeo.

2. METODOS

2.1 — Obtencién de acidos nucleicos

La obtencion de ADN se llevd a cabo a partir de muestra total de sangre
periférica, médula 6sea o en su caso de fracciones celulares purificadas. La purificacion
de las poblaciones celulares se realizd mediante separacion celular por métodos
inmunomagnéticos con el separador automatizado de particulas magnéticas
AUTOMACS (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania). El posterior control de
la pureza de las diferentes poblaciones celulares separadas se llevo a cabo mediante
estudio de citometria de flujo. Esta metodologia es practica habitual de nuestro
laboratorio y ha sido descrito extensamente previamente’®. Para extraer el ADN se
utilizé6 DNAzol® (Molecular Research Center, Cincinnati, OH, USA) de acuerdo con las

indicaciones del fabricante.

2.2 —Tipaje de HLA clase | y clase Il

El estudio de antigenos de HLA clase I y II por baja resolucion se realizo de
acuerdo a los estandares de la “European Federation of Immunogenetics™’, organismo

que acredita a nuestra unidad.
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La especificidad antigénica HLA-A y HLA-B se determind utilizando la técnica
estandar de microlinfocitoxicidad, con antisueros monoclonales comerciales bien
definidos (One-A, Los Angeles, CA, USA). Los resultados son visibles tras lectura en
microscopio de fluorescencia.

A su vez, los antigenos de HLA-DRBI se determinaron por técnicas
moleculares a partir de ADN mediante amplificaciéon por PCR-rSSO (PCR inversa con
sondas especificas de oligonucleotidos) empleando el Lifecodes HLA-DRB1 Typing
Kit® (Tepnel Lifecodes Corporation, Stamford, CT, USA), segin instrucciones del
fabricante. El producto de PCR de los loci HLA amplificados se hibridé con
microesferas que contienen las sondas de interés, revelandose la reacciéon con
estreptavidina. Finalmente se realizé la lectura en el citbmetro Luminex® XYP®
(Tepnel Lifecodes Corporation) y se interpretaron los resultados mediante el programa
informatico Quick Type 2.4.2 (Tepnel Lifecodes Corporation).

Este mismo método fue el utilizado para la deteccion de especificidades poco
comunes e imprecisiones seroldgicas para los loci HLA-A y HLA-B, empleando los kits
comerciales Lifecodes Class | Typing Kit®, segin las indicaciones del fabricante. Se
resumen los reactivos (A), las caracteristicas de la reaccion de PCR empleada (B) y el

programa de hibridacion (C) en los siguientes recuadros:

Lifecodes Class /11 Typing Kit o Desnaturalizacion inicial 95°C 5 minutos B
A o 9 ciclos en tres etapas:
Master Mix 7.5 ul o Desnaturalizacion: 95°C 30 seg
Taq Polimerasa 1.5 Unidades o Hibridacion: 60°C (1 ciclo) 63° (8 ciclos), 45 seg
ADN 300-350 ng o Extension: 72°C, 45 seg
Volumen final 25 ul o Extension final de 15 minutos a 72°C
C e Desnaturalizacion: 94°C 1 min, e Hibridacion: 47°C, 30 min, e Extension: 56°C, 45 min
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En los casos de ambigiiedades de HLA-A, HLA-B y HLA-DRBI, estas pudieron
resolverse por medio de una PCR-SSP de baja resolucion, empleando el kit comercial
Dynal AllSett® segtn las recomendaciones del fabricante (Dynal, Oslo, Norway). Se

resumen los reactivos (A) y las caracteristicas de la reaccion de PCR empleada (B) en

los siguientes recuadros:

o Desnaturalizacion inicial 96°C 2 minutos B

o 10 ciclos en tres etapas:

PCR-SSP - Dynal AIISet® e Desnaturalizacion: 96°C 15 seg
Buffer 1x A « Hibridacién y extension: 65°C, 60 seg
Primers (HLA-X) 1x o 20 ciclos en tres etapas:

Taq Polimerasa (Lipa-Taq) 2.5 Unidades o Desnaturalizacion: 96°C 10 seg
ADN 50-500 ng e Hibridacion: 61°C, 50 seg
Volumen final 50 ul o Extension: 72°C, 30 seg

o Extension final de 10 minutos a 72°C

El producto de PCR es visible tras

[

electroforesis en gel de agarosa (al 2% para HLA-A

y -B o 3% para HLA-DRBI) tras tinciéon con
bromuro de etidio. Cada locus amplificado tiene un
tamafio especifico: HLA-A: 1050 pb, HLA-B: 960 "
pb, y HLA-DRB1: 280 pb. En la imagen puede ~ ~ ~ = DRE‘;;';Z

verse un ejemplo de resolucion del locus HLA-

DRB1 10f11}08
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2.3 — Amplificacion y deteccion de regiones microsatélite

La amplificacion de las regiones STR se llevo a cabo mediante PCR empleando
el kit PowerPlex®16, siguiendo las instrucciones del fabricante (Promega Corporation,
Madison, WI, USA), con pequefias modificaciones establecidas dentro del proyecto
cooperativo europeo de Euroquimerismo en el que participd nuestro grupo
(EUROCHIMERISM. Research Programme: QOL-2001. Concerted Action,

Coordinador, Prof. T.Lion):

Gold STAR Buffer 1x
PowerPlex“16 Primer Pair Mix 1x
TaqGold Polimerasa (Applied Biosystems) 2 Unidades
ADN 1-10 ng
Volumen final 10 ul

Las reacciones de amplificacion se realizaron en un termociclador automatico
(Veriti Thermal Cycler / GeneAmp PCR System 9700 / 9600 [Applied Biosystems,

Foster City, CA, USA]) segln el siguiente programa:

o Desnaturalizacion inicial 95°C 11 minutos
o 10 ciclos en tres etapas:

e Desnaturalizacion: 94°C 30 seg

e Hibridacion: 60°C, 30 seg

e Extension: 70°C, 45 seg
© 20 ciclos en tres etapas:

e Desnaturalizacion: 90°C 30 seg

o Hibridacion: 60°C, 30 seg

e Extension: 70°C, 45 seg

o Extension final de 30 minutos a 60°C
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La deteccion del producto de PCR obtenido se realizd mediante electroforesis en
el secuenciador automatico ABI Prism® 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems),

previo procesado del producto de PCR segun las siguientes condiciones:

Formamida 9.7 ul
Internal Line Standard 600 0.3 ul
Producto de PCR 1 ul

El analisis de los STR se realizéo mediante el programa informatico GeneMapper

4.0 (Applied Biosystems).

2.4 — Deteccidn de polimorfismos en PECAM-1 (CD31) e ICAM-1 (CD54)

La deteccion de los polimorfismos SNP de CD31 y de CD54 se realizd de
acuerdo a la metodologia descrita por Maas et al (Leukemia 2003), con pequefias

modificaciones, siendo las condiciones de la PCR las siguientes:

Primer Fw 600 nM o Activacion de la Taq 50°C 2 minutos

Primer Rv 600 nM o Desnaturalizacion inicial 95°C 10 minutos
Probe 200 nM o 50 ciclos en dos etapas:

TagMan Universal Master Mix 9 pl e Desnaturalizacion: 95°C 15 seg

ADN 25 ng e Hibridacion y extension: 63°C, 60 seg
Volumen final 15 ul o Extension final de 15 minutos a 72°C

Los productos amplificados se analizaron mediante SDS software tras PCR en

tiempo real en ABIPrism 7700 Sequence Detector (Applied Biosystems).

59



Material y métodos

2.5 — Andlisis estadistico

Genética de Poblaciones

Las frecuencias alélicas y en su caso haplotipicas de los polimorfismos HLA y
STR de la poblacion de Castilla y Ledén se estimaron mediante el algoritmo EM
(expectation-maximization algorithm), empleando el programa informatico Arlequin 3.0
(Excoffier, 2005). La desviacion estandar de las frecuencias alélicas y haplotipicas se
obtuvo mediante el procedimiento de bootstrap con 100 iteraciones. El equilibrio de
Hardy-Weinberg (principio que establece una distribucion aleatoria de genotipos y por
tanto un equilibrio genético de una poblacion en ausencia de seleccién, mutacion y/o
migracion) se evalué aplicando una cadena oculta de Markov modificada con una
aproximacion de 100.000 pasos, incluida en el programa Arlequin. Igualmente, se
empled el programa para estimar la maxima verosimilitud del analisis multilocus. Los
dendrogramas se construyeron a partir de las frecuencias alélicas utilizando el método
de Neighbor-joining para obtener las distancias genéticas entre poblaciones, mediante el
programa informatico Genetic Distance and Phylogenetic Analysis® (DISPAN;
Pennsylvania State University, Philadelphia, PA, USA), que contiene los programas
GNKDST y TREEVIEW. Ademas, este métodp fue empleado también para realizar los
test bootstrap de los arboles filogenéticos y hallar la heterocigosidad media. El anélisis
y la representacion en dos y tres dimensiones fueron llevados a cabo utilizando el
programa informatico Visuals Statistic System (VISTA), versién 5.05°°. El analisis
provee una vision global de las relaciones entre poblaciones, y se basa en los calculos de

las variaciones de frecuencias alélicas entre poblaciones.

60



Material y métodos

Parametros forenses

En el estudio de las frecuencias de STR se incluyeron los parametros de
heterocigosidad observada y esperada, contenido en informacién de un polimorfismo,
poder de discriminacidn, probabilidad de coincidencia, capacidad de exclusion y el
indice tipico de paternidad”. Todos los parametros son de interés en medicina legal y
forense y con esta intencion se incluyen en el estudio. El analisis estadistico se realizo
con el programa informatico Cervus 3.0'”. A continuacion, describimos brevemente los
parametros analizados (para mayor informacion, consultar Lee et al, 1998'°"):

La heterocigosidad observada refleja la frecuencia de individuos heterocigotos

encontrados en la poblacion de estudio, mientras que la heterocigosidad esperada,
estimacion mas precisa de la heterocigosidad en la poblacion, se puede calcular a partir
de las frecuencias alélicas observadas.

El contenido de informaciéon de un polimorfismo (PIC) se define como la

probabilidad de que un genotipo de un marcador de un linaje dado permita la deduccion,
en ausencia de entrecruzamiento, del genotipo para ese marcador del pariente afectado.

El poder de discriminacion (pD) de un polimorfismo nos da informacion de la

capacidad del polimorfismo para diferenciar entre dos individuos distintos. La idea
opuesta, es decir, la probabilidad de que dos individuos genotipados compartan el

mismo genotipo para un marcador dado es lo que se denomina probabilidad de

identidad (pM) o, visto de otro modo, nos da un valor acerca de cuantos individuos

podrian genotiparse hasta obtener dos patrones de alelos idénticos. El tnico caso
excluible a estos valores es el de los hermanos gemelos monozigotos, ya que comparten
el mismo material genético y por tanto no pueden ser discriminados por ninguna prueba
genética. Igualmente, el pD y la pM pueden calcularse para una combinacion de

marcadores.
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El poder de exclusidon (PE) es la capacidad que tiene un polimorfismo o un
grupo de polimorfismos para excluir de manera efectiva a un padre alegado falsamente
implicado en una prueba de paternidad.

Finalmente, el indice de paternidad muestra cuan probable es que el padre

alegado sea el verdadero padre biologico comparado con un individuo seleccionado al

azar. El indice tipico de paternidad (TPI) es el aplicado a un determinado locus.

HLA y asociacion

En el estudio de asociacion, se empleé el test exacto de Fisher o el test de x* para
la comparacion de frecuencias alélicas y fenotipicas entre poblaciones, por medio de los
programas GraphPad Prism 4.0® (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) o
Statistical Package for the Social Sciences Software® (SPSS 15.0 Inc., Chicago, IL,
USA), corrigiendo la significaciéon obtenida mediante la prueba de Bonferroni. La
fortaleza de las asociaciones se estim6 por medio de la Odds Ratio, y los intervalos de
confianza al 95% se calcularon por el método de Cornfield, ambos andlisis incluidos en

el programa GraphPad.

Parametros clinicos

El andlisis estadistico de los parametros clinicos de los diferentes estudios se
llevo a cabo mediante el paquete estadistico SPSS Software 15.0. Asi, la evaluacion de
variables de modo univariante se realizO mediante la comparacion de curvas de
supervivencia de acuerdo al método de Kaplan-Meier, usando el test de Log-Rank para
estimar la significacion estadistica de las diferencias. Todas las variables que pudieran
tener influencia en los parametros en estudio de manera significativa (p<0.05) o
marginal (p<0.1) se incluyeron en un analisis multivariante empleando el modelo de

regresion de Cox.
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RESULTADOS

En este apartado se presentaran las publicaciones a que ha dado lugar el presente
trabajo de tesis doctoral como secciones independientes en tres bloques. Cumpliendo
con la normativa de la Universidad de Salamanca, cada uno de ellos ira precedido de un
resumen en castellano que contendra tanto la introduccién como el material y métodos

empleados, los resultados obtenidos y la discusion de dichos resultados.

El orden de presentacion de estos capitulos atiende a la aplicacion de los
polimorfismos en el contexto del trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos
(alo-TPH), segun se recoge en la introduccion, es decir, 1) HLA, 2) Microsatélites, 3)

Otros polimorfismos: Moléculas de Adhesion.

BLOQUE 1: ESTUDIOS DE HLA

El primer bloque recoge los estudios de HLA desarrollados en tres capitulos:

El primero de ellos describe la distribucion de las frecuencias alélicas y
haplotipicas de los polimorfismos HLA-A, -B y -DRB1 en nuestra poblacion asi como
la comparacion con otras poblaciones de la peninsula ibérica: HLA-A, -B and -DRB1
allele and haplotype frequencies in Castilla y Ledn (northwest-central Spain)
population: Comparison with other Iberian populations (Sometido a publicacion en
Human Immunology).

En el segundo capitulo se evalia el papel de los polimorfismos HLA en
pacientes diagnosticados de Mieloma Multiple (MM) candidatos a alo-TPH, analizando
la posible asociacién de un determinado alelo HLA con las formas clinicas evolutivas

de los pacientes con MM

65



Resultados

Finalmente (capitulo 3), en un grupo de pacientes con MM tratados
homogéneamente se establece la asociacion de la presencia del alelo DRB1*01 con una
forma mas indolente de la enfermedad, publicindose el trabajo en la revista Tissue
Antigens: The presence of DRB1*01 allele in multiple myeloma patients is associated

with an indolent disease Tissue Antigens. 2008 Jun;71(6):548-51

BLOQUE 2: MICROSATELITES

El segundo bloque recoge el analisis de regiones microsatélite, y esta distribuido
también en tres capitulos:

En el primero se describen las frecuencias alélicas de 15 STR en nuestra
poblacion asi como la comparacion con otras regiones y poblaciones cercanas. Este
trabajo, Allelic frequencies on 15 STR loci in Castilla y Leon (Northwest-Central Spain)
population sample using Powerplex 16 system kit, esta sometido a publicacién en
Forensic Science International: Genetics.

En el segundo capitulo se describe la aplicacion de los STR en el estudio de
quimerismo hematopoyético, estableciendo un grupo de pacientes con alto riesgo de
recidiva que les convierte en candidatos a un tratamiento inmunosupresor precoz. Los
datos obtenidos han sido publicados: “Valor de la evolucion de quimerismo y de la
discordancia en regiones STR en el trasplante alogénico con acondicionamiento de
intensidad reducida”, que ha sido publicado en Method. Find. Exp. Clin., 2008; 30
(supl. 1) 19-22”

Finalmente, en el tercer capitulo se describe la aplicacion de la disparidad de
STR entre donante y receptor observando la correlacion entre un mayor numero de
disparidades con una peor evolucion clinica de los pacientes. Este trabajo dio lugar a la

publicacion: Clinical and prognostic value of discrepancies in microsatellite DNA
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regions between recipient and donor in HLA identical allogeneic transplantation setting

Transplantation, 2008 Oct;86(7):983-990.

BLOQUE 3: OTROS POLIMORFISMOS

En el tercer bloque se detallan los resultados obtenidos al analizar dos SNP en
las moléculas de adhesion PECAM1 e ICAMI1 en pacientes pediatricos sometidos a alo-
TPH, sugiriendo que el genotipo del donante en PECAM1 podria estar asociado a una
mayor severidad de EICH aguda. El manuscrito correspondiente a este trabajo (CD31
(PECAM-1) donor genotype is associated with severity of acute graft-versus host

disease after HLA identical sibling allogeneic transplantation) esta en preparacion.
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1. FRECUENCIAS ALELICAS Y HAPLOTIPICAS DE LOS
POLIMORFISMOS HLA-A, -B 'y -DRB1 EN LA POBLACION DE CASTILLA Y LEON:

COMPARACION CON OTRAS POBLACIONES DE LA PENINSULA IBERICA

El sistema HLA, con funcién de reconocimiento y presentacion de fragmentos
de antigenos extrafios a subpoblaciones de linfocitos T, juega un papel importante en la
susceptibilidad a varias enfermedades, como la enfermedad celiaca o la espondilitis
anquilosante. Igualmente es fundamental en trasplante alogénico de progenitores
hematopoyéticos (alo-TPH), ya que la ausencia de identidad entre donante y receptor
puede provocar el fallo o rechazo del injerto o bien desencadenar enfermedad injerto
contra huésped (EICH). Asi, la principal aplicaciéon del HLA desde su descubrimiento
es la seleccion de donantes adecuados para trasplante tanto de o6rganos solidos como
hematopoyéticos, creandose con este objetivo los registros de donantes de médula dsea.
Ademas, cuando en la busqueda de donantes para alo-TPH el paciente presenta un
haplotipo frecuente, estd recomendado realizar simultdneamente con la busqueda
internacional un estudio ampliado a los familiares de segundo grado (tios y primos) en
la rama correspondiente al progenitor que ha aportado el haplotipo menos frecuente.
Debido a la restriccion étnica y geografica de los alelos y haplotipos HLA, es de
especial utilidad disponer de la descripcion de los haplotipos mas frecuentes de cada
region, ya que permite determinar qué pacientes pueden beneficiarse de la ampliacion
del estudio HLA. Hasta la fecha no existe ningin estudio que comprenda a la poblacion
de Castilla y Ledn. Para abordar este objetivo, en nuestro centro se emplea el listado de
haplotipos frecuentes proporcionados por el REDMO, extraidos y recopilados de
publicaciones de diversas regiones de Espafia. Asi, no se ha realizado un estudio
sistematico para tal fin, habiendo regiones pendientes de analizar y pudiendo haber por

tanto ausencias en el listado de haplotipos frecuentes de algunas regiones. De este
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modo, aquellos pacientes que tengan estos haplotipos frecuentes ausentes del listado no
se verian beneficiados por la ampliacion de busqueda de donante compatible entre los
familiares de segundo grado.

Por otro lado, el andlisis de la diversidad de frecuencias alélicas y haplotipicas
puede emplearse para inferir relaciones entre poblaciones. En este sentido, en la
Peninsula Ibérica se han estudiado algunas regiones como Baleares, Catalufia, Madrid,
Murcia, Pais Vasco o Portugal, asi como algunas poblaciones aisladas (Valle del Pas,
Valle de Arrieta y Cabuérnigo) o determinados grupos étnicos, como los Chuetas,
(descendientes de la poblacion judia de Mallorca), pero no hay datos de la region de
Castilla y Leon.

En este trabajo se describen las frecuencias alélicas y haplotipicas de los
polimorfismos HLA-A, -B y -DRBI1 en la poblacion de Castilla y Ledn, comparando la
distribucion en la region con las de otras poblaciones de la Peninsula Ibérica,
mediterraneas y europeas, con un triple objetivo: 1) contribuir al conocimiento de la
estructura genética de la Peninsula Ibérica 2) establecer un listado de haplotipos
frecuentes en nuestra poblacion que nos permita definir en que caso seria necesario
ampliar los estudios genéticos a los familiares de segundo grado para la seleccion de un
donante emparentado y 3) disponer de una poblacion control sana como base para
estudios de asociacion de polimorfismos HLA y enfermedad.

Para ello, se incluyeron un total de 1818 muestras de sangre periférica
provenientes de donantes potenciales de médula 6sea o donantes de drganos solidos. Se
incluyé un tnico miembro por familia para evitar sesgos genéticos por asociacion
familiar. La determinacion de los alelos HLA se realizd a nivel de baja resolucion (dos

digitos).
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Se identificaron 21, 31 y 13 alelos distintos respectivamente para los genes
HLA-A, HLA-B y HLA-DRBI, mostrando las mayores frecuencias los alelos A*02,
A*01, A*03, A*24, B*44, B*35, DRB1*07, DRB1*13 y DRB1*04. Ademas, se
observaron diez haplotipos extendidos (A-B-DRB1) frecuentes.

Al examinar la relacion genética entre Castilla y Ledén y las diferentes
poblaciones de la Peninsula Ibérica se observa que las poblaciones aisladas
(Cabuérnigo, Chuetas, Pasiegos y Valle de Arrieta) se muestran claramente separadas
del resto de poblaciones. Por el contrario, éstas se encuentran estrechamente
relacionadas entre si, formando un mismo grupo, dentro del cual, Castilla y Le6n se
situa entre poblaciones portuguesas y otras poblaciones espafiolas. Los 10 haplotipos
frecuentes hallados en nuestra poblacion se han descrito previamente en otras
poblaciones de la Peninsula Ibérica, si bien dos de ellos s6lo en poblaciones
portuguesas. Varios de estos haplotipos asimismo son comunes en otras poblaciones
europeas, mediterraneas y/o del norte de Africa.

En resumen, Castilla y Leén muestra una distancia genética intermedia entre
poblaciones portuguesas y poblaciones de otras regiones espafolas. Ademas, exhibe un
origen comun con otras poblaciones de la peninsula Ibérica, en la que se observan
componentes europeos, mediterraneos y norafricanos, hechos que concuerdan con la
historia y el componente genético de la poblacion.

Los dos haplotipos comunes descritos en nuestra poblacion
(A*02,B*51,DRB1*11 y A*02,B*18,DRB1*03) que no se incluyen en las
recomendaciones del REDMO se han incorporado y aplicado de manera inmediata en la
seleccion de pacientes de nuestra region que puedan beneficiarse de la ampliacion del

tipaje a los familiares de segundo grado.
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Introduction

The human leukocyte antigen (HLA) system
contains a large number of genes encoding cell
membrane antigen-presenting proteins. It is
located on the short arm of chromosome 6
(6p21.3) and shows a very high degree of
variability between individuals, being the most
polymorphic loci in the human genome. Their
function is the recognition and presentation of
foreign antigens to T lymphocytes, the starting-
point of immune response, and constitutes the
major histocompatibility complex in humans.

The HLA system plays an important role in
susceptibility of some diseases, such us
ankylosing spondylitis or celiac disease(1;2),
including haematological disorders like chronic
lymphocytic leukaemia or multiple myeloma(3;4).
On the other hand, it has a crucial role in
transplantation, since the lack of HLA identity
between recipient and donor can potentially cause

HLA class | and class 1l allele and haplotype frequencies in 1818 Caucasian
donors from Castilla y Ledn population were determined and compared with
other Iberian, Mediterranean and European populations. In the analysis 21, 31
and 13 alleles were found for HLA-A, HLA-B and HLA-DRBL1, respectively,
with HLA-A*02, A*01, B*44, B*35, DRB1*07 and DRB1*13 showing the
highest frequencies. Ten common extended haplotypes (>1%) were observed.
Taking together haplotype distribution, dendrograms and component analysis,
Castilla 'y Leon region is equidistant from Portuguese and other Spaniards and
shares a common origin with other Iberian populations, in which European,
Mediterranean and North-African genetic components are present, in
agreement with the historical and genetic composition of the population. The
present data contribute to the understanding of the genetic structure in the

engraftment failure or rejection in the
transplantation setting and, in case of allogeneic
hematopoietic stem cell transplantation, graft-
versus-host disease triggering(5). Thus, the main
HLA application since its discovery is the proper
donor  selection for solid organ and
haematopoietic stem-cell transplantation (HSCT)
(5), and with this aim world stem-cell donor
registries were created (World Marrow Donor
Association (WMDA)). Furthermore, in those
patients with a frequent HLA-A,-B,-DRB1
haplotype, recommendations from the WMDA in
the search for HSCT compatible HLA donors
include the HLA typing in second-grade familiar in
the branch who supports the less frequent
haplotype.

Since HLA alleles and multilocus haplotypes
are racially and geographically restricted and
distributed in populations around the globe(6), the
analysis of allele and haplotype frequency
diversity can be used both to make inferences



about population relationships(6;7) and to facilitate
the search for matched donors(8). There are
several studies inferring populations relationships
from comparisons of HLA allele and haplotype
frequency distributions(9). Specifically, in the
Iberian Peninsula previous studies have been
carried out focusing on the areas of Basque
Country, Catalonia, Madrid, Murcia, Portugal and
on certain ethnic groups, such as Spanish
Jews(12-18). However, this is the first time that
HLA frequencies are studied in Castilla y Ledn
region, a natural bridge between Spanish
Mediterranean region and Portugal.

Castilla y Leon region is located in the Spanish
central plateau surrounded by three mountain
ranges; at the north with the Cantabrian mountain
range, the Central system at the southeast and
the Iberian system at the east. The situation of this
region within the Iberian Peninsula is illustrated in
Figure 1. It covers an area of 94,223 km? with an
official population of 2,557,330 according to the
Statistical National Institute (INE 2008).

The first known settlements in modern-day
Castilla y Ledn region were established during
Bronze Age and include a Ligur stratum and Celtic
populations (mainly Arevaci, Astures, Vaccaei and
Vettons, but also Turmodigi and Pelendones), with
Lusitans and Carpetani as closer neighbours(10).
Romans conquered this area during IlInd century
b.C. and it remained under Roman domain until
the Germanic invasions at the end of the Western
Roman Empire in Vth a.C.; firstly Alans and
Suevs, who were then invaded by Visigoths. This
group settled in the area until VIlith a.C., when
Arab invasion started. Many Berbers mercenaries
came as soldiers, conquering all but the north of
the Peninsula. Berbers were settled, between
other places, in the poor territories of the Meseta.

The claims of discrimination toward Arabs,
together with religious discrepancies, propitiated a
Berber rebellion against Arabs leading to the
depopulation of the territory. Between the VIlith
and IXth centuries the kings of Asturias took
advantage of these circumstances and the lack of
interest of Muslim rulers in northern territories to
advance their borders to the south, taking some
ancient but depopulated cities. They repopulated
these newly acquired lands with settlers from their
kingdom (Hispano-Romans and Visigoths) and
Mozarab immigrants (arabized Hispano-Roman
Christians from Muslim territories). By the Xlith
century, their successors, the kings of Castilla and
of Leon, ruled over the entire modern day region
of Castilla y Ledn. In these centuries the migration
from northern and southern Spain continued and a
new population of "Francos" (Frenchmen, mainly
from southern France, but also people from other
European regions) was attracted by the
concession of lands and privileges to settlers by
Spanish kings(11).

The aim of the present study is to describe the
allele frequencies on HLA class | and class Il as
well as the common extended haplotypes in
Castilla y Ledn population. These data will allow
us to determine their genetic relationships with
other Iberian, Mediterranean and European

populations previously published, comparing the
genetic data and its historical evolution. This type
of study may help to increase the knowledge on
the origin of Iberian populations based on the use
of molecular techniques.
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Figure 1 Castillay Leon region location in Spain. Samples distribution within Castilla'y Ledn.



Table 1. Iberian populations included in the present study

Id. | Country Population
1 Spain Balearic Islands (Ibiza)

2 Balearic Islands (Majorca)
3 Balearic Islands (Menorca)
4 Basque C. (Arratia Valley)
5 Basque C. (Guipuzcoa)

6 Basque C. (San Sebastian)
7 Cantabria (Cabuernigo)

8 Cantabria (North Spain)

9 Cantabria (Pas Valley)

10 Castilla y Leén

11 Catalonia (North Girona)
12 Chuetas (Jewish-Spanish)
13 Madrid

14 Murcia

15 | Portugal | Azores (Oriental and Central Islands) 231
16 Madeira

17 Portugal Centre

18 Portugal North

19 Portugal South

Material and methods

Population Samples

Peripheral blood samples from 1818
consecutive Caucasian bone marrow potential
donors and cadaver donors representative of the
different provinces of the Castilla y Ledn Region
were collected. Only one representative member
per family was included to avoid bias. The
distributions per province where as follows: Avila
(n=90 donors), Burgos (n=155), Ledn (n=255),
Palencia (n=101), Salamanca (n=570), Segovia
(n=80), Soria (n=17), Valladolid (n=454) and
Zamora (n=96) (Figure 1).

In addition, Iberian populations previously
published (12-18) as well as other Mediterranean
and European populations (19-30) were taken into
account for genetic comparisons. The origin of all
described populations used in the present study is
detailed in Tables 1 and 2.

n Reference

88 | Crespi, 2002(12)
407 | Crespi, 2002(12)
94 | Crespi, 2002(12)
83 | Sanchez-Velasco, 2003(13)
101 |Comas, 1998(14)
82 | Martinez-Laso, 1995(15)
95 | Sanchez-Velasco, 2003(13)
83 | Sanchez-Velasco, 2003(13)
88 | Sanchez-Velasco, 2003(13)
1818
88 | Comas, 1998(14)
103 | Crespi, 2002(12)
176 |Martinez-Laso, 1995(15)
173 | Muro, 2001(16)

Alcoceba, Present study

Spinola, 2005(17)
185 | Spinola, 2002(18)
50 | Spinola, 2002(18)
46 | Spinola, 2002(18)
49 | Spinola, 2002(18)

HLA Typing

Genomic DNA was isolated from whole
peripheral blood leukocytes collected in EDTA
using DNAzol method (MRC Inc., Cincinatti, OH,
USA), as previously described(31).

HLA-class | (-A, -B) specificities were
determined using the standard
microlymphocytotoxicity method (One Lambda
Inc., CA, USA) according to manufacturer
instructions. In order to be able to detect the rare
specifities and to confirm serologic blanks,
polymerase chain reaction-reverse sequence-
specific oligonucleotid (PCR-SSOr; Inno-Lipa
HLA, Innogenetics N.V., Ghent, Belgium) and/or
polymerase chain reaction sequence-specific
primer (PCR-SSP, Dynal Biotech, Oslo, Norway)
methods were also used as requested for HLA-A
and -B loci. HLA-class Il (-DRB1) typing was
performed by PCR-SSOr and/or PCR-SSP
methods. Homozygosis was confirmed by familiar
studies or by two alternative methods.



Table 2. Other Mediterranean and Western-European populations used for the present study

Id.
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Country Population Ethnic n
Albania Tirana Caucasian 160
Algeria Algier Arab 106
Austria Austrian Caucasian 200
Belgium Belgian Caucasian 99
Croatia Croatia Caucasian 100
Czech Republic | Czech Republic Caucasian 106

France Grenoble + Nantes + Rennes | Caucasian (mainly) 6094
Germany Germany Caucasian 8904
Greece Crete Caucasian 135
- Thessaloniki Caucasian 500
Israel Israel Jews 23000
Italy Italy Caucasian 159311
Jordan Jordan Arab 1798
Macedonia Skopje Caucasian 172
Morocco El-Jadida Berbers 96
Serbia Serbian Caucasian 386
Tunisia Tunisia Arabs 104
- Tunisia Berbers + Arabs 100
Turkey Anatolia Caucasian 228
Phylogenetic ~ Analysis

Statistical analysis

Reference

Sulcebe, 2009(19)
Arnaiz-Villena, 1997(20)
Faé, 2007(21)

Andrien, 1997(21)

Zunec, 2005(21)
Zahlavova, 2002(21)
Alizadeh, 2008(21)
Schmidt, 2009(22)
Arnaiz-Villena, 1999(23)
Lazidou, 2002(21)
MHSHD, 2005(21)
Rendine, 1998(24)
Sanchez-Velasco, 2001(25)
Arnaiz-Villena, 2001(26)
GOmez-Casado, 2000(27)
Andric, 2007(21)

Hajjej, 2006(28)

Ayed, 2004(29)
Arnaiz-Villena, 2001(30)

(DISPAN)  software

(http://mep.bio.psu.edu/readme.html,

Allele  and haplotype frequencies were
estimated by an expectation-maximization
algorithm leading to maximum likelihood estimates
of gene frequencies, using the Arlequin software
package version 3.0(20). The standard deviations
of allelic and haplotypic frequencies were obtained
by a 100 bootstrap iterations procedure. Hardy-
Weinberg equilibrium was tested applying a
modified hidden Markov chain with 100,000 steps
approach, as implemented in the Arlequin
program. This software was also employed to
estimate maximum multilocus likelihood,
incomplete and extended haplotypic frequencies
from genotypic data.

Dendrograms were constructed with the allelic
frequencies by using the Neighbour-joining
method to obtain the genetic distances between
populations, and using the Genetic Distance and
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Pennsylvania State University, Philadelphia, PA,
USA), which contains the GNKDST and
TREEVIEW programs. This software was also
used to obtain bootstrap tests from phylogenetic
trees and average heterozygosity. The
correspondence  analysis and the three-
dimensional representation were carried out by
using the Visuals Statistic System (VISTA)
computer program, version 6.4
(http://homes.bio.psu.edu/people/Faculty/Nei/Lab/
dispan2.htm)(33) and the SigmaPlot 2000 v6.0
(Systat Software Inc, CA, USA), respectively. This
analysis provides a global view of the
relationships among populations, and is based on
the calculation of the allelic frequency variance
among populations




Results

The expected and observed genotype
frequency values for all the loci studied were not
significantly different and the population samples
were in Hardy—Weinberg equilibrium, except for
HLA-A and -DRBL1 locus, and using Markov chain
method (p = 0.004 and 0.015 respectively), but
this significance was lost after Bonferroni
correction. Thus, the significance found for HLA-A
locus, may be due to random fluctuations in the
multiple tests performed. The observed genotypes
for the remaining HLA-B loci were found to obey
the Hardy-Weinberg random mating principle,
being p value: 0.77 for HLA-B. The estimated
heterozygosity in Castilian-Leonese for HLA-A, -B,
and -DRB1 loci was, respectively, 87.88%,
92.43% and 88.13%, similar to those observed in
other  European  populations(34). Average
heterozigosity was of 89.48% in Castilian-Leonese
while 89.20% in Iberian populations (range 85.39-
90.77%) and 89.04% in the other analyzed
populations (range 86.68-91.24%)).

HLA class | (A and B) allelic frequencies in the
Castillay Ledn population

Twenty-one different HLA-A alleles were
detected, which distribution is on Table 3. In
decreasing order, the most frequent HLA-A alleles
were HLA-A*02 (26.6%), HLA-A*01 (10.7%), HLA-
A*03 (9.9%) and HLA-A*24 (9.1%). The lowest
frequencies (<1%) were found in HLA-A*69, HLA-
A*34, HLA-A*36, HLA-A*74, HLA-A*80. Finally,
HLA-A*43 was totally absent in our population.

Thirty-one alleles were found for HLA-B (Table
3). The most frequent alleles were HLA-B*44
(17%) and HLA-B*35 (9.7%). The Ilowest
frequencies (<1%) were found in HLA-B*56, HLA-
B*47, HLA-B*42, HLA-B*73, HLA-B*78, HLA-
B*46, HLA-B*59 and HLA-B*48. HLA-B*54, HLA-
B*67, HLA-B*81, HLA-B*82 and HLA-B*83 were
not found in the study.

HLA class Il (DRB1) allelic frequencies in the
Castillay Ledn population

For DRBL1 locus, 13 alleles were found, with
HLA-DRB1*07, HLA-DRB1*13, HLA-DRB1*04,
HLA-DRB1*03, HLA-DRB1*11 and HLA-DRB1*01
showing the highest frequencies (>12%, Table 3).
The lowest frequencies (<2%) were found, in
decreasing order, for HLA-DRB1*10, HLA-
DRB1*16, HLA-DRB1*12 and HLA-DRB1*09
alleles.

HLA partial and extended
frequencies in Castillay Leon

Haplotype

The most frequent partial haplotypes (>1%)
obtained through HLA haplotype frequency
analysis of the Castilla y Ledn population are
summarizes in Table 4. The combinations for
HLA-A and HLA-B with higher frequency were
A*02,B*44, A*29,B*44, A*01,B*08 and A*02,B*51,
and for HLA-B,DRB1 loci, the B*44,DRB1*07,
B*08,DRB1*03 and B*18, DRB1*03 haplotypes.

Finally, Table 5 summarizes the ten most
frequently extended haplotypes (>1%) observed in
Castilla y Ledn population, where three of them,
A*29,B*44,DRB1*07, A*01,B*08,DRB1*03, and
A*30,B*18,DRB1*03 were clearly predominant.

Genetic distances and

analysis

correspondence

Phylogenetic trees were constructed and the
corresponding genetic distances calculated with
HLA-A, -B, and —-DRB1 allele frequencies from

Castilian-Leonese and 1) other Iberian
populations  (Figure 2), and 2) other
Mediterranean and Western European

populations (Figure 4). Allele frequency data of
the populations used in the comparisons are those
previously illustrated in Tables 1 and 2. The
genetic distances (DA) between Castilian-
Leonese and other populations are illustrated in
Tables 6 and 7.

Regarding the comparison with other Iberian
populations, taking together both DA and the
resulting tree, it can be observed that: Balearic,
Basque, Cantabria, Catalan, Madrid, Murcia and
Portuguese populations are clustered together
with Castilla y Ledn population, whereas isolated
populations (Cabuernigo, Chuetas, Pas Valley
and Basques from Arratia) are clearly separated
from the rest of the groups (Figure 2). In order to
examine the genetic relations betweens Castilian-
Leonese and other Iberian populations, in a way
that could allow us to visualize which populations
are nearest, correspondence analysis was
performed. The 19 Iberian populations were
included in the analysis, which illustrates that the
isolated populations (Cabuernigo, Chuetas, Pas
Valley and Arratia Basques) are clearly separated
from the rest of the groups. The rest of Iberians
constitutes a group of populations closer to each
other, inside of which Castilian-Leonese are
situated between Portuguese and other Spaniards
(Figure 3).



Table 3. HLA-A, -B and -DRBL1 allele frequencies estimated by maximum
likelihood

Allele  Castillay Le6n (2n=3636) Allele  Castillay Ledn (2n=3636)

Frequency SD Frequency SD

A*01 0.10699 0.00465 B*07 0.07426 0.00443
A*02 0.26595 0.00695 B*08 0.06161 0.00381
A*03 0.09873 0.00527 B*13 0.01128 0.00193
A*11 0.07178 0.00453 B*14 0.06601 0.00435
A*23 0.04098 0.00338 B*15 0.04428 0.00299
A*24 0.09076 0.00469 B*18 0.08636 0.00500
A*25 0.01733 0.00210 B*27 0.02806 0.00278
A*26 0.04098 0.00336 B*35 0.09708 0.00442
A*29 0.07481 0.00439 B*37 0.01073 0.00178
A*30 0.05171 0.00345 B*38 0.03713 0.00307
A*31 0.02145 0.00233 B*39 0.0165 0.00207
A*32 0.03438 0.00340 B*40 0.03465 0.00294
A*33 0.02723 0.00254 B*41 0.01073 0.00176
A*34 0.00303 0.00104 B*42 0.0011 0.00057
A*36 0.00083 0.00045 B*44 0.16942 0.00601
A*43 0.00000 0.00000 B*45 0.0165 0.00223
A*66 0.00578 0.00121 B*46 0.00055 0.00039
A*68 0.04235 0.00423 B*47 0.00138 0.00055
A*69 0.00330 0.00094 B*48 0.00028 0.00025
A*74 0.00083 0.00048 B*49 0.04153 0.00350
A*80 0.00083 0.00054 B*50 0.02585 0.00255
B*51 0.08196 0.00436

B*52 0.01485 0.00203

DRB1*01  0.12239 0.00576 B*53 0.01238 0.00176
DRB1*03  0.12651 0.00568 B*54 0.00000 0.00000
DRB1*04  0.13586 0.00593 B*55 0.01238 0.00185
DRB1*07  0.14961 0.00587 B*56 0.00495 0.00115
DRB1*08  0.02613 0.00267 B*57 0.02503 0.00275
DRB1*09  0.00688 0.00144 B*58 0.01155 0.00191
DRB1*10  0.01623 0.00198 B*59 0.00028 0.00027
DRB1*11  0.12541 0.00579 B*67 0.00000 0.00000
DRB1*12  0.01018 0.00163 B*73 0.00083 0.00054
DRB1*13  0.14136 0.00572 B*78 0.00055 0.00038
DRB1*14  0.02750 0.00287 B*81 0.00000 0.00000
DRB1*15  0.09681 0.00472 B*82 0.00000 0.00000
DRB1*16  0.01513 0.00208 B*83 0.00000 0.00000

Standard deviations (SD) have been approximated by 100 bootstrap iterations.
n = number of individuals



Table 4. Most common HLA-A,B, -B,DRB1 multilocus haplotype frequencies found in
Castilla y Leén population estimated by maximum likelihood

A,B Frequency sD B,DRB1 Frequency sD
haplotype (2n =3636) haplotype (2n =3636)
A*02,B*44 0.05607 0.00334 B*44,DRB1*07 0.06659 0.00416
A*29,B*44 0.04491 0.00343 B*18,DRB1*03 0.04239 0.00378
A*01,B*08 0.03815 0.00326 B*08,DRB1*03 0.04191 0.00355
A*02,B*51 0.03767 0.00366 B*07,DRB1*15 0.03129 0.00304
A*30,B*18 0.02516 0.00255 B*44,DRB1*04 0.02815 0.00332
A*03,B*07 0.02454 0.00274 B*14,DRB1*01 0.02806 0.00266
A*02,B*18 0.02368 0.00288 B*35,DRB1*01 0.02393 0.00283
A*02,B*07 0.02282 0.00321 B*44,DRB1*13 0.02226 0.00291
A*11,B*35 0.02062 0.00264 B*51,DRB1*11 0.02173 0.00262
A*33,B*14 0.02053 0.00221 B*35,DRB1*11 0.01898 0.00270
A*23,B*44 0.01739 0.00239 B*38,DRB1*13 0.01652 0.00228
A*02,B*35 0.01593 0.00258 B*18,DRB1*11 0.01565 0.00251
A*03,B*35 0.01516 0.00223 B*44,DRB1*11 0.01565 0.00259
A*24,B*35 0.01378 0.00226 B*35,DRB1*13 0.01467 0.00223
A*02,B*50 0.01303 0.00205 B*51,DRB1*04 0.01287 0.00213
A*03,B*51 0.01242 0.00231 B*40,DRB1*04 0.01282 0.00210
A*26,B*38 0.01136 0.00172 B*15,DRB1*13 0.01223 0.00204
A*01,B*57 0.01131 0.00175 B*35,DRB1*04 0.01220 0.00238
A*02,B*15 0.01119 0.00191 B*44,DRB1*01 0.01144 0.00223
A*02,B*49 0.01075 0.00194 B*51,DRB1*13 0.01081 0.00213
A*02,B*14 0.01034 0.00203 B*57,DRB1*07 0.01074 0.00191
A*02,B*40 0.01031 0.00178 B*07,DRB1*01 0.01049 0.00204
B*44,DRB1*15 0.01017 0.00189
B*35,DRB1*14 0.01008 0.00184

Standard deviations (SD) have been approximated by 100 bootstrap iterations. n = number of
individuals

Table 5. Most frequent HLA-A,B,DRB1 extended haplotype found in Castilla y Ledn estimated by
maximum likelihood

A,B,DRB1 haplotype '(:zrsq:%%g%/ SD Possible origin
A*29,B*44,DRB1*07 0.03160 0.00302 Western European
A*01,B*08,DRB1*03 0.02913 0.00284 Pan European
A*30,B*18,DRB1*03 0.02187 0.00215 Iberian-paleo-North African
A*02,B*44,DRB1*04 0.01580 0.00263 Western European
A*03,B*07,DRB1*15 0.01432 0.00238 North African / Western European
A*02,B*44,DRB1*07 0.01429 0.00258 Western European
A*02,B*51,DRB1*11 0.01268 0.00245 Mediterranean / Eastern European?
A*02,B*44,DRB1*13 0.01216 0.00233 Mediterranean?
A*02,B*18,DRB1*03 0.01188 0.00243 Mediterranean?
A*23,B*44,DRB1*07 0.01010 0.00179 Mediterranean European

Standard deviations (SD) have been approximated by 100 bootstrap iterations. n = number of individuals
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Figure 4. Dendrogram based on HLA-A, -B, and -DRB1

allele frequency data showing relatedness between
Castillay Le6n and other European and Mediterranean
populations..

We then compare our population with other
Mediterranean and European populations,
including in the analyses the previous commented
Madrid and North Portugal as Iberian population’s
references. Taking together DA, the resulting tree
and the correspondence analysis, the following
can be observed: (1) Castilla y Ledn, others
Spaniard and Portugal represent the closest
branch, close to the group of Western European
(France, Belgium, Germany, Czech Republic and
Austria); (2) a second group includes Algeria,
Tunisia, Morocco and Jordan, with genetic
distances respect to our population similar than
Western Europeans, with the exception of Jordan;
and (3) Albania, Macedonia, Croatia, Serbia,
Greece, and Turkey constitutes the third group.
Italy appears between groups 1 and 3 whereas

8

Cimension 3

S
.
T——F -0z
F .
— = 0.0
i 5
— o2
]

i

&
——f o4 £

. &

Dimension 1
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Figure 5. Three principal components distribution in
European and Mediterranean populations.

Israel is separated from the rest of the groups
(Figures 4 and 5).

Discussion

The results presented in the present work show
that the HLA allelic and haplotypic frequencies of
the Castilian-Leonese population are related with
those observed within the other neighbouring
populations from the Iberian Peninsula. Taking
into account the analysis of allelic frequencies and
the corresponding distances or dendrograms,
these results allow us to demonstrate that our
population is genetically situated together with
other Spaniard and Portuguese populations.



Table 6. Genetic distances between
populations (DA) between Castillay Ledn and
other Iberian populations obtained from using
HLA-A, -B and - DRB1 allelic frequencies

. Genetic
Population distances

Portugal Center 0.0038
Portugal North 0.0107
Majorcans 0.0128
Minorcans 0.0143
Madeira 0.0162
Murcia 0.0200
Azores 0.0214
Portugal South 0.0215
Madrid 0.0241
Catalonia 0.0460
Ibizans 0.0573
Cantabria 0.0611
Basques Pop 1 0.0639
Basques Pop 2 0.0968
Basques Arratia 0.1120
Chuetas 0.1123
Pas Valley 0.1298
Cabuernigo 0.1700

On the other hand, it is well known that there
are marked differences in the distribution of HLA
haplotypes among different human
populations(6;7), and that HLA multilocus or its
extended haplotypes distribution can be
determined due to the linkage disequilibrium
between neighbouring HLA loci. In this way, ten
haplotypes occurs with the greatest frequency in
Castilian-Leonese, all of them are shared with
Portuguese, being eight of them also described in
other Spaniard populations and five in North-
Africans populations. Moreover, it is interesting to
remark that the frequency of certain haplotypes
found in Castilian-Leonese can help us to situate
this population genetically and to differentiate it
from other Iberian populations.

In our population there are three haplotypes
described as Western-European origin:
A*29,B*44, DRB1*07 (3.2% in Castilla y Ledn) the
most frequent in our population, is generally the
one most frequent in the Iberian Peninsula and
other European populations; other Spaniard
populations  (2.2-6.7%), Portugal (1-3.8%),
Northern Ireland (2.1%), France (1.96%), Wales
(1.5%) and ltaly (1.3-1,5%). In addition, it is also

Table 7. Genetic distances between
populations (DA) between Castilla y Le6n and
Western European and Mediterranean
populations obtained from using HLA-A, -B
and - DRB1 allelic frequencies

Population Qenetlc
distances

Portugal North 0.0107
Madrid 0.0119
France 0.017

Algeria 0.0254
Tunisia 0.0312
Tunisia Ghannouch 0.0336
Austria 0.0373
Belgium 0.0481
Germany 0.0501
Italy 0.0505
Morocco El-Jadida 0.056

Czech Republic 0.0608
Serbia 0.066

Croatia 0.0825
Israel 0.1108
Greece Crete 0.1109
Greece 0.1257
Macedonia 0.1403
Albania 0.1505
Turkey 0.1886
Jordan 0.1932

found in Americans of European ancestry such as
Cuba (3.8%), Brazil (1.4-1.6%) and Mexico
(1.1%)(21;34;35). The haplotype
A*02,B*44,DRB1*07 (1.4%) is also present in
Portugal (1.8-5.4%), rest of Spain (1.5-3.5%),
Switzerland (2.9%), Tunisia (2.4-3%), Wales
(1.8%), ltaly (1.5%) and Georgia (1.3%)(21;34).
Finally, A*02,B*44,DRB1*04 haplotype (1.6%) is
also present in Iberian and European populations
like Germany (1.4%), Wales (5%), Northern
Ireland (4.1%), Ireland (3-4%), Portugal (1.1-
3.1%), rest of Spain (1.1-4%) and Italy
(0.9%)(21;34;36). Despite that this haplotype has
been defined as Western European origin, is also
present in some Mediterranean populations such
as Tunisia (1.8%), while in Algeria appears with a
frequency of 0.9%(21), which suggests a possible
Mediterranean / Western European origin.

The previously described as an ancient Pan
European haplotype (Indo-European-Celtic origin),
A*01,B*08,DRB1*03, is the second most common
haplotype in Castilian-Leonese (2.9%) population
and is also found in Europeans from Northern,
Central and Eastern Europe(21;34) with very high
frequency in Wales (10%), Northern Ireland (9%),



Finland (6.3%) and Germany (6.2%), and similar
as Castilla y Ledn in rest of Spain (1,1-6,1%),
Hungary (3.1-5.9%), Macedonia (4.9%), Croatia
(4.3%), Switzerland (4.3%), France (2.5%),
Greece (1.1-3.3%), Italy (1-3.1%), Portugal (1.5-
3%) and Georgia (1.3%) been also found in
Americans of European ancestry such as USA
(4.9%), Cuba (3.2%) and Brazil (1.6-2.5%)(21;36-
38).

Two frequent haplotypes in our population
showed a North-African origin implication.
A*30,B*18,DRB1*03 (2.2%) is infrequent in other
European populations, except in Sardinians
(10,2%), where it appears with a very high
frequency, but is common in Iberian Peninsula:
rest of Spain (3.1-3.6%), Portugal (2.6-4.1%), and
is present in North-African populations such as
Tunisia (2%), Algeria (1.5%) and Morocco (1.5%),
as well as in other populations of European
ancestry such Cape Verde (1.6-2.4%)(21). The
A*03,B*07,DRB1*15 haplotype (1.4%), is present
in European and North-African populations:
Algeria (1.5%), Croatia (2.4%), France (1.66%),
Germany (3.4%), Ireland Northern (4.9%), Italy
(1.1-1.5%), Portugal (1.3-1.8%), Russia (4.9%),
Spain (1.4-6.5%), Switzerland (4.5%),Tunisia
(1.8%) and Wales (3%) and USA
(1.9%)(20;21;34;36;37).

Finally, to the best of our knowledge, the last
four frequent haplotypes has not a clear origin
assigned. A*23,B*44,DRB1*07 (1%) is proposed
as Mediterranean European since is present in
Hungary (1.8%), Palestine (1.2%), Poland (1%)
and Portugal (1.3%)(21;34). A*02,B*51,DRB1*11
(1.3%) is present in Bulgaria (2.7%), Croatia
(1.2%), Georgia (1.3%), Greece (1.6-2.5%), Italy
(1.2-2.7%), Portugal (1-3.3%), Turkey
(5.5%)(21;34). In the light of these populations, it
could be assumed as Mediterranean-Eastern
European origin. Although there is no origin
attributed for the haplotypes A*02,B*44,DRB1*13
(1.2%), present in Georgia (3.1%), Italy (1.1%),
Morocco (2.5%) and Portugal (1-1.6%) and USA
(1.8%)(21;34,;37), and A*02,B*18,DRB1*03 (1.2%)
present in ltaly (1-2.2%) and Portugal (2-
4.1%)(21;34), we propose a possible
Mediterranean origin for both haplotypes.

Likewise, some common haplotypes have been
previously described in the Iberian Peninsula but
are present with a frequency below 1% in our
population. The A*33,B*14,DRB1*01
(Mediterranean origin) and A*02,B*07,DRB1*15
(North  Africa-Western European) haplotypes,
common in other Spaniards (1.1-3.8%) and

10

Portuguese (1-4.3%)(12;13;16;20;21), appears
with a frequency of 0.8% in Castilla y Le6n. The
haplotypes A*24,B*35,DRB1*11 (European origin)
and A*26,B*38,DRB1*13 (Iberian origin
attributed), with a frequency of 0.6% in our
population, is described in some Spaniards (1.1-

2.6%) and Portuguese (1-1.5%)
populations(12;16;20;21;34). Finally, the
A*02,B*51,DRB1*04 (Portuguese origin

suggested) haplotype (0.24%) is only common in
Portugal (1-1.2%)(21;34).

Many  population  studies  with  other
polymorphisms such as SNP, STR or mtDNA in
the Iberian Peninsula have been carried out(39-
44). However, to the best of our knowledge, due
to lack of population studies comparisons between
several  populations are limited.  Thus,
comparisons involved few and usually close
populations. Despite of this, the degree of inter-
population diversity is consistent with our data, in
which the different populations share a genetic
cluster except for some isolated populations such
as Chuetas or Pas Valley(39;45;46).

In conclusion, and with these premises,
Castilian-Leonese population seems to belong to
the South-western European genetic pool and
could have the same common origin as other
Iberian and North African populations, as
suggested by Arnaiz-Villena et al(47), especially
due to the substantial gene flow from Paleo-North
African populations to Iberia. Despite the general
picture in the dendrogram, resembling closer
relation with Portuguese populations, it is
interesting to remark that the relative genetic
distance in the correspondence analysis between
Castilian-Leonese and other Iberian populations
indicate a grouping of the studied populations,
with the exception of isolated populations, been
Castilla y Leon placed between Portuguese and
other Spaniards. This fact could be explained with
the presence of frequent haplotypes
A*02,B*51,DRB1*11 and A*02,B*18,DRB1*03 in
Portuguese but not in other Spaniard populations.
However, the relative low sample sizes in some
populations difficult a better comparison.

This is the first report on HLA allele and
haplotype frequencies focused on Castilla y Ledn
population and represent the highest sample size
at the date in the Iberian Peninsula studies.
Castilla y Ledn region reflects an intermediate
genetic distance between Portuguese and other
Spaniards and shows a common origin with other
Iberian  populations, in  which  European,
Mediterranean and North-African components are



present, in agreement with the historical and,
therefore, genetic composition of the population.
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Resultados

2. INFLUENCIA DE POLIMORFISMOS HLA EN PACIENTES CON
MIELOMA MULTIPLE CANDIDATOS A  TRASPLANTE ALOGENICO

EMPARENTADO HLA IDENTICO

El Mieloma Multiple (MM) es una neoplasia linfoide B en la que el sistema
inmune juega un papel relevante tanto en la aparicion como en el desarrollo y expansion
del clon tumoral®*®. Diversos estudios han confirmado que la produccién de
respuestas T oligoclonales o la utilizacién de inmunizaciones activas pueden mejorar la
evolucion de la enfermedad™®'%. Asi, el sistema HLA como sistema de presentacion
antigénica podria jugar un papel muy activo en el control de la enfermedad. No
obstante, este aspecto ha sido escasamente estudiado y Unicamente se cuenta con
algunos datos que sugieren una mayor frecuencia de ciertas especificidades HLA como
B18 y B5 en pacientes con MM, dando a entender una peor capacidad de presentacion
de antigenos propios de mieloma en estos casos.

Nuestro trabajo pretende analizar la posible relacion del sistema HLA en la
aparicion o en el comportamiento clinico del MM en pacientes de nuestra region. Para
ello, se realiz6 un estudio preliminar empleando una poblacion heterogénea no
seleccionada de 130 pacientes diagnosticados de MM en la que se disponia del tipaje
HLA-A, -B y -DRB1 de forma retrospectiva en base a la posible indicacion de un
trasplante alogénico emparentado, y se comparé con una poblacion control formada por
1818 individuos sanos previamente descrita en el apartado anterior de la seccion de
resultados.

No se observé asociacion entre los distintos alelos HLA y una mayor presencia
de MM, por lo que ninguno de los alelos previamente publicados se confirmé en nuestra
serie. Sin embargo, cuando analizamos los parametros clinicos, observamos una mayor

supervivencia global (SG) a 5 afios en aquellos pacientes que presentaban el alelo
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DRB1*01 (89% vs. 48%, p<0.001), asi como una mayor supervivencia libre de
progresion, aunque sin diferencias estadisticamente significativas (59% vs. 40%,
p=0.103). Ello sugiere un curso de la enfermedad mas indolente en los pacientes
portadores del antigeno DRB1*01. Ademas, cuando analizamos especificamente
aquellos pacientes que recibieron un alo-TPH emparentado HLA idéntico estas
diferencias se mantuvieron (SG a los 5 afios de 70% vs. 41%. La falta de significacion
estadistica (p=0.15) en las diferencias se justificd por la drastica reduccion del tamafio
de la muestra del estudio (n=32). Estos datos sugieren un papel potencial del alelo

DRB1*01 en el control de la enfermedad.

Supervivencia global en pacientes Supervivencia global en pacientes
con MM (n=128) con MMy alo-TPH (n=32)

1 P=<0.001

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Seguimiento desde el diagndstico en afios
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3. LA PRESENCIA DEL ALELO DRB1*01 EN PACIENTES CON

MIELOMA MULTIPLE SE ASOCIA CON UNA ENFERMEDAD MAS INDOLENTE

Debido a los resultados obtenidos en el estudio preliminar, y dado que partiamos
de un grupo de pacientes previamente tipado, en el que tanto la clinica de los mismos
como su tratamiento era heterogéneo, nos planteamos ampliar el estudio analizando el
locus DRB1 en dos poblaciones seleccionadas de pacientes con MM en los que se
realizo el tipaje de HLA prospectivamente: 1) Poblacion homogeénea de enfermos con
Mieloma Mudltiple sintoméatico diagnosticados en 2000-01 incluidos en el protocolo
terapéutico GEM-00 (6 ciclos de VBMCP/VBAD seguido de intensificacién con dosis
elevadas de melfalan y rescate con trasplante autdélogo de progenitores
hematopoyéticos de sangre periférica): n=128; 2) Poblacion homogénea de pacientes
con diagnostico de MM quiescente o asintomatico: n=53. Como poblacién control se
empled los donantes de Médula 6sea del registro de Castilla y Ledn, previamente
descrita.

No se observd asociacion entre los distintos alelos de HLA-DRB1 y una mayor
presencia de MM. Sin embargo, cuando se analizaron los dos grupos de pacientes por
separado, se observé una mayor frecuencia fenotipica del alelo DRB1*01 en el grupo de
pacientes con MM quiescente respecto al grupo de MM sintomatico (38% vs. 14%,
P=0.001, Pc= 0.014) y al grupo control (38% vs. 22%, P=0.01, Pc= >0.5). Ademas, se
observd una mayor incidencia del alelo DRB1*07 en el grupo de pacientes con MM
sintomético comparado con la poblacion control (38% vs. 28%, P=0.01, Pc= >0.05).

En este trabajo se sugiere por vez primera que las especificidades HLA pueden
jugar un papel en el control de la enfermedad en pacientes con MM. Asi, aquellos
individuos que tienen el alelo HLA-DRB1*01 podrian tener una mayor habilidad para

presentar de una manera eficiente los antigenos tumorales a las células
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inmunocompetentes, lo que podria favorecer una mejor respuesta inmune contra la
neoplasia. Esto podria traducirse en un control de la enfermedad mas apropiado,
condicionando asi una enfermedad mas indolente y una supervivencia prolongada. El
alelo HLA-DRB1*07 podria tener un significado opuesto, con una presentacion menos

eficaz de los antigenos tumorales del MM.
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Abstract

The human leukocyte antigen (HLA) system could play an essential role in multiple
myeloma (MM) disease control. This report describes the results comparing HLA-
DRBI phenotypic frequencies in 181 MM patients (53 smoldering/indolent MM
and 128 symptomatic MM patients) and healthy individuals. Higher DRB1*01
phenotypic frequencies were found in the smoldering patients compared with
symptomatic MM patients (38% vs 14%, P = 0.001) and with the healthy
individuals (38% vs 22%, P = 0.01). Additionally, higher DRB1*07 phenotypic
frequencies were found in symptomatic MM compared with control population
(38% vs28%, P = 0.01). The present data suggest that HLA-DRB1*01 individuals
may have a better ability to efficiently present myeloma-related antigens to
immunocompetent cells, which could favor a better immune response against the
tumor. This would translate into a more appropriate disease control associated with
more indolent disease and prolonged survival.

doi: 10.1111/].1399-0039.2008.01048.x

Introduction

Multiple myeloma (MM) is a B-cell lymphoid neoplasia in
which immune system is closely involved into the control of
tumor development and progression (1). Several studies have
reported the presence of expanded T-cell clones in patients
with MM; such T cells could play a role in the anti-tumor
response (2—4), and they have been associated with early
stages of the disease and extended survival (5). Accordingly,
interventions on the immune system represent an attractive
therapeutic target in MM. Several groups have employed
different idiotype vaccination strategies on MM patients,
mainly including idiotype-pulsed autologous dendritic cells
or idiotype-specific proteins followed by granulocyte—
macrophage colony-stimulating factor or interleukin-12 as
immunoadjuvants (6-8). Moreover, other approaches, such
as the transfer of immunocompetent cells (i.e. donor
lymphocyte infusion), have been shown to be effective after
allogeneic bone marrow transplantation in MM patients (9—

548

11). Even more, the development of chronic graft vs host
disease after hematopoietic stem cell transplantation (SCT)
has shown to be associated with a lower rate of relapse (12,
13), reflecting a remarked graft vs myeloma effect.

In this context, the human leukocyte antigen (HLA)
system, as an antigen presentation system, could play an
essential role in the neoplasia control. Previous studies have
shown a relationship between HLA specifities and suscep-
tibility to hematological and nonhematological disorders
[i.e. chronic lymphocytic leukemia (CLL) and myelodys-
plastic syndromes (MDS)] (14, 15). Thus, DR15 has been
shown to be overrepresented in MDS and aplastic anemia
and predicts a response to immunosuppression in MDS
(15). In a recent study, Lech-Maranda et al. found
a relationship between DRBI*01 antigen and shorter
overall survival in patients affected with CLL (16). In
MM, this feature has not been extensively studied, and there
are only few data indicating a higher incidence of some HLA
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specifities, such as B18 and B5, in myeloma patients as
compared with the matched healthy population (17-19),
which could indicate an impaired presentation for certain
myeloma-related antigens in such cases.

In the present work, we have analyzed the HLA class 11
(DRBI) specificity in two large series of MM patients: one
included uniformly treated patients with symptomatic MM
and the other included untreated smoldering/indolent MM
patients. This analysis shows that the presence of the
DRB1*01 specificity is associated with indolent forms of the
disease.

Patients and methods

A total of 181 patients with a diagnosis of MM were
analyzed after obtaining their informed consent. According
to the criteria of the international myeloma group (20),
patients were classified into two subsets: (a) symptomatic
MM patients (n = 128), who were all diagnosed between 1
January 2000 and 31 December 2001 and treated according
to the GEM-2000 protocol, which consists on polychemo-
therapy followed by autologous peripheral blood SCT
(21), and (b) smoldering/indolent MM (n = 53), with the
uniform characteristic that they did not require therapy for
at least 1 year since the diagnosis. Additionally, 1818
healthy donor individuals from the Castilla y Ledn
(Northwest-Central Spain) registry for stem cell transplant
donors were employed as the control population (22). All
three populations involved in the study included Caucasian
individuals.

Genomic DNA extraction from peripheral blood samples
from all individuals was carried out with standard methods
(23). HLA-DRBI typing at low-resolution level (two digits)
was carried out using the polymerase chain reaction and
reverse sequence-specific oligonucleotide (PCR-rSSO)
methodology according to the standards of the European
Federation of Immunogenetics (http://www.efiweb.org).
Allele frequencies were estimated by direct counting.
Comparison of allele and phenotype frequencies between
populations was performed with the two-sided Fisher’s
exact test or chi-squared test using GRAPHPAD pPrisM 4.0
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA) or spss software
14.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL). The strength of associations
was estimated by the odds ratio, and their 95% confidence
intervals were calculated by the Cornfield methods (P values
< 0.05 were considered statistically significant). P value was
corrected (P.) for the number of valid comparisons made
(Bonferroni correction). The different clinical and biolog-
ical characteristics were considered individually for their
relationship with the probability to be associated with
a diagnosis of smoldering vs symptomatic MM by
univariate tests using spss software. Subsequently, all
variables for which there was some indication of a significant
association with symptomatic MM in univariate test
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(P < 0.1) were included in the multivariate analysis —
stepwise regression. Age was excluded because one of the
groups was biased by definition (GEM-00 protocol
excluded patients older than 70 years).

Results
The clinical characteristics of the patients are presented

in Table 1. All allelic and phenotypic frequencies were

Table 1 Patient characteristics

Smoldering/ Symptomatic
indolent MM~ MM
Variable (n=53) (n=128) Pvalue
Age in years, mean (SD) 64 (10.942) 58 (7.807) <0.001
Sex: male 31 (58.5%) 63 (49%) NS
ECOG scale >2 7% 51% <0.001
Osteolytic lesions 0 65% <0.001
Hemoglobin <8.5 g/dI 0 21% <0.001
Platelets <100 x 10° 4% 8% NS
Durie and salmon stage Ill 0 58% <0.001
Bone marrow PC >40% 2% 53% <0.001
LDH >460 U/ 2% 9% NS
Albumin <3.5 g/dI 23% 44% 0.009
Type of monoclonal component
19G 71% 56 %
IgA 27% 26%
Biclonal IgG and IgA 2% 0 0.020
Bence-Jones 0 16.5%
Nonsecretory 0 1.5%
Type of light chain
K 63% 64%
A 37% 34% NS
Nonsecretory 0 2%
Bence-Jones proteinuria 13% 53% <0.001
International staging system
Stage | 68% 39%
Stage Il 27% 39% 0.004
Stage Il 4%° 22%
Creatinine >2 g/dl 2%°? 12% 0.040
Calcium >11 mg/dl 0 1% 0.010
Bomicroglobulin >6 mg/d| 2%* 21% 0.007
C-reactive protein >6 mg/dl 9% 1% NS
S-phase plasma cells >3% 0 28% <0.001
Cytogenetics®
Normal 60% 44%
del(13q) 20% 43%
14932 translocations NS
t(11;14) 5% 12%
Other 10% 17%
Others 10% 7%

ECOG scale, Eastern Cooperative Oncology Group scale; |G,
immunoglobulin; LDH, lactate dehydrogenase; NS, not significant; PC,
plasma cells.

@ One patient displayed renal insufficiency due to other causes than
MM.

b Cytogenetics was only available in 38% of cases in smoldering MM
group, while 45% in symptomatic MM.
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Table 2 DRB1 phenotypic frequencies

M. Alcoceba et al.

Healthy control population

DRB1 phenotype Smoldering/indolent MM (n = 53) Symptomatic MM (n = 128) (n=1818) Pvalue
DRB1*01 37.7 14.1 21.7 @
DRB1*03 24.5 23.4 23.9 NS
DRB1*04 15.1 22.7 24.7 NS
DRB1*07 24.5 38.3 27.6 b
DRB1*08 1.9 3.9 5.2 NS
DRB1*09 0 2.3 1.4 NS
DRB1*10 1.9 4.7 3.2 NS
DRB1*11 26.4 21.9 23.6 NS
DRB1*12 3.8 3.9 2 NS
DRB1*13 26.4 27.3 26 NS
DRB1*14 5.7 4.7 5.2 NS
DRB1*15 24.5 15.6 18.3 NS
DRB1*16 1.9 4.7 3 NS

@ Significative differences reached in smoldering MM vs controls (38% vs22%, P = 0.0106, P, > 0.05), symptomatic MM vs controls (14% vs22%,
P =0.0437, P, > 0.05) and smoldering MM vs symptomatic MM (38% vs 14%, P = 0.0011, P, = 0.0143).
b Significative differences among symptomatic MM and controls (38% vs 28%, P = 0.0111, P, > 0.05).

systematically examined and compared among the three
groups (Table 2). HLA-DRBI allelic frequencies were
consistent in all cases with the Hardy—Weinberg equilibrium.
The HLA-DRBI allele frequencies of the control population
from our region have been previously described (22).

DRBI1 phenotypic frequencies were not significantly
different in MM patients compared with healthy control
individual (data not shown). However, when the two MM
cohorts were analyzed, DRB1*01 phenotypic frequencies
were significantly higher in smoldering/indolent MM
patients compared with MM symptomatic patients (37.7%
vs14.1%, P = 0.0011; OR 3.7,95% CI1.76-7.81). DRB1*01
differences remained statistically significant even upon using
the Bonferroni correction for multiple testing, P. = 0.0143.
Furthermore, DRB1*01 phenotypic frequencies were signif-
icantly higher in the smoldering/indolent patients compared
with the healthy control individual (37.7% vs 21.7%,
P =0.0106, OR 2.19, 95% CI 1.24-3.86).

Another interesting association was that symptomatic
MM patients showed a higher incidence in DRBI1*07
phenotypic frequencies compared with the control popula-
tion (38.3% vs 27.6%, P = 0.0111, OR 1.63,95% CI 1.12—
2.36). Other phenotypic frequencies did not show statistical
differences among the three groups. Similar results were
obtained when allelic frequencies were compared.

Univariate analysis to compare clinical characteristics
among MM patients groups was performed. Several
characteristics were associated with the probability of
diagnosis of symptomatic vs indolent disease (Table 1).
However, the multivariate analysis revealed that only the
presence of osteolytic lesions (P < 0.001, OR 83, 95% CI
11.2-618.5), presence of bone marrow plasma cells more
than 40% (P < 0.001, OR 35, 95% CI 3.9-318.8), the
absence of DRB1*01 allele (P < 0.001, OR 28,95% CI4.1-
184.8) and the presence of Bence-Jones proteinuria (P =
0.001, OR: 13, 95% CI 2.9-55.6) were independently asso-
ciated with symptomatic MM (Table 3).

Discussion

Myeloma patients are able to initiate proliferative and
cytotoxic T-cell responses against tumor cells, and this
response can be enhanced via antigen-presenting cells
through HLA proteins (1, 5). Therefore, HLA specificity
could play an essential role in disease control. The present
findings support this hypothesis because they suggest that
natural T-cell responses against MM idiotypes are likely to
depend on certain inherited HLA alleles (DRB1*01 in this
case) and their ability to efficiently present tumor-related
antigens. Previous immunologically based studies con-
ducted in solid tumors [adrenocortical carcinoma (24) and

Table 3 Multivariate analysis including variables associated to symptomatic disease

Smoldering/indolent MM Symptomatic MM Pvalue Pvalue
Variable (n=53) (n=128) (univariate) (multivariate) OR (95% CI)
Osteolytic lesions >2 0 65% <0.001 <0.001 83.1(11.2-618.5)
Bone marrow PC >40% 2% 53% <0.001 <0.001 35.3(3.9-318.8)
DRB1*01 absent 62% 86% 0.0143 <0.001 27.6 (4.1-184.8)
Bence-Jones proteinuria 13% 53% <0.001 0.001 12.6 (2.9-55.6)
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cutaneous melanoma (25)] as well as in hematological
disorders [i.e. CLL (16)] have found a link between
DRB1*01 antigen and disease characteristics.

Our present finding could be helpful in future classification,
treatment and monitoring of smoldering/indolent patients
and can contribute to redefine future vaccination strategies.

In conclusion, the present data suggest that HLA-
DRBI1*01 individuals may have a better ability to efficiently
present myeloma-related antigens to immunocompetent
cells, which could favor a better immune response against
the tumor. This would translate into a more appropriate
disease control associated with more indolent disease and
prolonged survival. By contrast, HLA-DRB1*07 could
have the opposite significance, with a negative effect on
myeloma-related antigen presentation.
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4, FRECUENCIAS ALELICAS DE 15 REGIONES STR ANALIZADAS
MEDIANTE POWERPLEX16 EN LA POBLACION DE CASTILLA Y LEON:
COMPARACION CON OTRAS POBLACIONES DE LA PENINSULA IBERICA

Los microsatélites son marcadores altamente polimdrficos que presentan un
poder de discriminacion muy elevado. Ello, unido a la posibilidad de emplear pequefias
cantidades de ADN para su analisis, e incluso ADN parcialmente degradado, les
convierte en los polimorfismos de eleccion en multiples disciplinas forenses. No
obstante, el espectro de aplicaciones es especialmente amplio, siendo su principal
utilidad médica el estudio del quimerismo hematopoyetico, ya que permite evaluar el
prendimiento y evolucion del injerto al discriminar el origen de las células
hematopoyéticas.

Al igual que el sistema HLA, estos polimorfismos estan restringidos geografica
y racialmente, pudiéndose emplear también en estudios de genética de poblaciones.

La distribucion de las 15 regiones microsatélite comprendidas en el Kkit
PowerPlex 16® ha sido ya estudiada en algunas poblaciones de la Peninsula Ibérica
como Baleares, Cantabria, Catalufia, Madrid, Pais Vasco y Portugal asi como algunas
poblaciones aisladas como los Chuetas. Sin embargo, hasta la fecha no se ha realizado
ningun estudio que analice dichos polimorfismos en detalle en la region de Castilla y
Ledn. En este trabajo describimos las frecuencias alélicas junto con otros parametros
genéticos de interés forense de 15 regiones STR en 325 individuos no emparentados
nacidos en la poblacion de Castilla y Ledn, comparando la distribucion en la region con
las de otras poblaciones de la Peninsula Ibérica.

Ninguno de los marcadores mostrd desviaciones significativas del equilibrio de
Hardy-Weinberg. Los loci mas informativos en base al contenido en informacion del

polimorfismo (PIC) fueron Penta E, D18S51, FGA y D21S11 (PIC > 0.85), mientras
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que TPOX, D5S818 y CSF1PO se mostraron como los menos informativos (PIC <
0.68). En conjunto, los 15 marcadores mostraron un poder global de exclusion de
0.9999984 y una probabilidad de identidad de 2.14x10™8. Cabe destacar del estudio la
presencia de un alelo infrecuente, el alelo 11 en el marcador D3S1358, variante
observada hasta la fecha Unicamente en otras tres ocasiones. El dato que fue remitido a
la base on-line STRbase™®.

Al examinar la relacion genética entre Castilla y Leon y las diferentes
poblaciones de la Peninsula Ibérica previamente descritas se observa que las
poblaciones de Baleares, Cantabria, Catalufia, Madrid, Pais Vasco y Portugal comparten
un mismo grupo junto con la de Castilla y Le6n, mientras que poblaciones aisladas
(Chuetas) estan claramente separadas del resto de poblaciones.

Los datos presentados son concordantes con los estudios de HLA previamente
presentados y sugieren asimismo la pertenencia al pool genético del suroeste europeo,
con origen comun con otras poblaciones de la Peninsula Ibérica y del norte de Africa,

107

como se ha sugerido previamente™ ', especialmente debido al sustancial flujo genético

de poblaciones paleo-norafricanas a Iberia.
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Allelic frequencies on 15 STR loci in Castillay Ledn (Northwest-
Central Spain) population sample using Powerplex 16 system kit
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Abstract

Allele frequencies for the fifteen STRs included in the PowerPlex 16 System kit were determined in 277
unrelated individuals born in Castilla y Ledn (Northwest-Central Spain) population. All loci met Hardy—Weinberg
expectations. Exact tests disequilibrium analysis revealed no departures from independence out of 10° pair-wise
comparisons. The combined PM and PE for all 15 loci are 2.14x10-18 and 0.9999984, respectively.

Keywords: STRs; Population data; Castillay Ledn

Population

Extraction

PCR

Typing

Results
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Other remarks

325 unrelated Caucasian individuals born in Castilla y Ledn region (official population of
2,557,330 inhabitants according to the Statistical National Institute 2008 population census).
Distributions per province: Avila (n=11 donors), Burgos (n=9), Ledn (n=56), Palencia (n=14),
Salamanca (n=122), Segovia (n=24), Soria (n=5), Valladolid (n=52) and Zamora (n=32).

From peripheral blood samples using DNAzol method (Molecular Research Center, Cincinnati,
OH).

Amplification with multiplex PowerPlex™ 16 Kit was performed following manufacturer
instructions (Promega Corporation, Madison, WI).

ABI Prism™ 3130 Genetic Analyzer and ABI Prism™ 377 DNA Sequencer (Applied
Biosystems, Foster City, CA) and reference sequenced ladders provide by manufacturer
(Promega Corporation).

See supplementary Table 1.

PowerStats 1.2 Software [1] and Cervus 2.0 [2] were used for forensic efficiency parameters.

Through migalcoceba@gmail.com, or accessing http://www.strdna-db.org/.

Arare allele 11 in D3S1358 was observed in two individuals in the present study. Retyped was
carried out to confirmed the obtained results. These variants were submitted to on-line database
STRbase [3]. The allelic frequencies observed were similar to those of other Iberian
populations [4-14]. Linkage disequilibrium has been tested using shuffling test for all possible
combinations between loci obtaining an exact probability upper than 0.05 indicating
independence of loci in all cases.

This paper follows the guidelines for publication of population data requested by the journal
[15].

* Corresponding author. Tel.: +34-923-291629; fax: +34-923-269066
E-mail address: margondi@usal.es (Ph.D. MD Marcos Gonzélez)



Supplemental Table 1. Allelic frequencies for fifteen STRs in the Castilla y Ledn population (North-West Central, Spain)

Allele D3S1358 THO1 D21S11 D18S51 Penta E D5S818 D13S317 D7S820 D16S539 CSFLPO PentaD VWA D8S1179 TPOX FGA
2.2 0.005
5 0.003 0.059
6 0.225 0.002
7 0.145 0.150 0.006  0.029 0.005
8 0.154 0.022 0.008 0.131 0.146 0.017 0.005 0.017 0.008 0.492
9 0.188 0.017 0.045 0.040 0.126 0.123 0.026  0.169 0.006 0.127
9.3 0.272
10 0.011 0.003 0.094 0.049 0.062 0272 0.034 0284 0.122 0.086  0.080
11 0.003  0.002 0.009 0.106 0.383 0.346 0.235 0.283 0.343 0.165 0.091 0.267
12 0.003 0.172 0.211 0355 0.283 0.163 0.285 0.273 0.219 0.002 0.124 0.034
13 0.005 0.109 0.113 0.149 0.088 0.025 0.225 0.059 0.187 0.002 0.293
14 0.140 0.165 0.061 0.008 0.040 0.003 0.032 0.009 0.077 0.131 0.252
15 0.225 0.152 0.033 0.003 0.005 0.002 0.002 0.030 0.123 0.114
16 0.243 0.148 0.033 0.005 0.254 0.026
17 0.222 0.099 0.044 0.240 0.002
18 0.139 0.075 0.027 0.186 0.013
18.2 0.002
19 0.019 0.030 0.013 0.057 0.069
19.2 0.002
20 0.003 0.020 0.009 0.167
21 0.009 0.006 0.005 0.165
22 0.008 0.002 0.002 0.159
22.2 0.006
23 0.002 0.143
23.2 0.006
24 0.126
24.2 0.008
25 0.002 0.097
25.2 0.002
26 0.005 0.037
27 0.037 0.006
28 0.123 0.002
28.2 0.008
29 0.192
29.2 0.015
30 0.237
30.2 0.032
31 0.072
31.2 0.111
32 0.009
32.2 0.080
33 0.002
33.2 0.059
34 0.002
34.2 0.003
35 0.003
PD 0.933 0.919 0.963 0.964 0975 0.854 0.915 0.927 0914 0880 0.949 0932 0.935 0.822 0.967
PM 0.067 0.081 0.037 0.036 0.025 0.146 0.085 0.073 0.086 0.120 0.051 0.065 0.065 0.178 0.033
PE 0506 0.644 0.622 0.759 0.683 0.376 0506 0.693 0480 0392 0.669 0560 0.644 0.439 0.659
PIC 077 076 085 086 0.8 0.65 0.74 0.78 0.73 0.67 082 0.78 0.78 0.61 0.85
Ho 748 824 812 882 844 665 74.8 84.9 73.2 67.6 83.7 778 824 70.7 832
He 803 796 863 871 89 701 76.9 80.6 77.2 72.4 84.1 80.9 80.7 664 869
H-W NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
N° Alleles 10 8 20 14 18 8 9 8 8 8 11 10 9 5 16
TPI 198 284 266 4.24 3.2 1.49 1.98 3.32 1.87 1.54 307 226 284 171 297
n 325 324 325 322 320 325 325 325 325 324 319 325 324 324 321

PD — Power of Discrimination. PM — Probability of Match, PE - Power of Exclusion, PIC — Polymorphism Information Content, He
— Heterozigosity expected (%), Ho — Heterozigosity observed (%), H-W — Hardy-Weinberg equilibrium, TPl — Typical Paternity
Index, n — Number of individuals analyzed per loci
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5. VALOR DE LA EVOLUCION DE QUIMERISMO EN EL TRASPLANTE
ALOGENICO CON ACONDICIONAMIENTO DE INTENSIDAD REDUCIDA

Los regimenes quimioterapicos mieloablativos convencionales empleados en el
trasplante alogénico de precursores hematopoyéticos presentan una elevada toxicidad
que conlleva un mayor riesgo de mortalidad, lo que limita su aplicacién en pacientes de
edad avanzada y en aquellos cuya comorbilidad previa al trasplante sea desfavorable.
Los regimenes con acondicionamientos de intensidad reducida (AIR) han sido
disefiados para ser mas inmunosupresores que mieloablativos, con la doble intencién de
permitir el efecto inmune del injerto contra el tumor (EICT) y reducir la mortalidad
relacionada con el trasplante. En este juego de objetivos del alo-TPH con AIR, el
principal seria la induccion del EICT como mecanismo para erradicar la enfermedad
maligna subyacente. Esto obliga a disponer de técnicas sensibles y especificas para
monitorizar los cambios en la masa tumoral tras el trasplante, ya que la deteccién de un
aumento de la carga tumoral permitiria facilitar intervenciones terapéuticas precoces
(como retirada de la inmunosupresion, infusion de linfocitos del donante [ILD]), en un
momento en el que estas medidas inmunoterapéuticas son especialmente eficaces,
cuando el nivel de la enfermedad residual es aun muy bajo. En esta linea, algunos
autores han observado una relacién entre persistencia de enfermedad residual,
quimerismo mixto y riesgo de recaida. Mas recientemente, se ha hecho mayor énfasis en
el grado de quimerismo y su evolucion secuencial, especialmente en lo que se refiere a
su valor en la influencia de desarrollo de EICH croénico y riesgo de recaida a largo
plazo.

En el presente trabajo analizamos un total de 100 casos de alo-TPH con AIR con
células progenitoras de sangre periférica de donante emparentado HLA idéntico. La

monitorizacion del grado de quimerismo hematopoyético se realizé de forma secuencial
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los dias +28, +56 y +100 en muestras provenientes de médula ésea y en estudios por
separado en células mieloides (seleccion CD15+) y células T (seleccion CD3+),
mediante amplificacion de 15 regiones microsatélites (STR). El estado del quimerismo
se defini6 en base a los criterios previamente descritos por Bader et al.'®. Brevemente,
se define como quimerismo completo (QC) si la sefial corresponde en todo momento a
hematopoyesis del donante, niveles bajos de quimerismo mixto (NB-QM) con sefiales
inferiores al 5% en todo momento, quimerismo mixto ascendente (A-QM), que implica
un aumento de >5% de células aut6logas en dos estudios consecutivos y quimerismo
mixto decreciente (D-QM) cuando hubo reduccién del nimero de células autélogas en
dos muestras consecutivas.

Se pudieron evaluar 74 de los 78 pacientes, mostrando QC 6 NB-QM en 54
casos, 14 A-QM y 6 D-QM. Se observé una mayor frecuencia de recaida en los
pacientes con QM ascendente (11 de 14) respecto a aquellos con QC/NB-QM (14/54) 6
D-QM (2/6; p<0.001). Del mismo modo, la probabilidad de supervivencia libre de
enfermedad a 5 afios, que fue del 40% en todos los pacientes, se redujo al 14% en
pacientes con A-QM y aument6 al 53% para los demas pacientes (p<0.001). En nuestra
serie, por protocolo, a los 14 pacientes con A-QM se les disminuyo/suprimio la
inmunosupresion (retirada o descenso de la dosis de ciclosporina). Ademas, seis de ellos
recibieron inmunoterapia adicional (ILD), consiguiendo contrarrestar en cierta medida
el efecto negativo del aumento del quimerismo, ya que en estos pacientes la
supervivencia global a 5 afios fue del 67%, mientras que en aquellos que no recibieron
inmunoterapia fue de tan solo un 25% (Log Rank, p=0.05). Como era de esperar, la
frecuencia de EICHCc fue claramente inferior en los pacientes con A-QM (17% vs. 69%,

p<0.001).
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Estas observaciones nos permiten concluir que el quimerismo secuencial es una
técnica fiable para identificar pacientes con alto riesgo de recaida, que deberian ser
considerados para un tratamiento inmunoterapico activo (por ejemplo, ILD) antes de

que se produzca la recidiva franca de la enfermedad.
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Valor de la evolucion del quimerismo y la discordancia
en regiones STR en el trasplante alogénico
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INTRODUCCION

El trasplante alogénico con células progenitoras hema-
topoyéticas (alo-TPH) es una modalidad terapéutica que
se utiliza por su posible capacidad para curar diversas
hemopatias, tanto malignas como no malignas (1). Las
principales causas de fracaso de esta modalidad terapéu-
tica estriban en la toxicidad del acondicionamiento, la
recaida de la enfermedad y el desarrollo de la enferme-
dad del injerto contra huésped (EICH). Hasta hace relati-
vamente poco tiempo, el acondicionamiento en el alo-
TPH para pacientes con hemopatias malignas se basaba
en el empleo de quimioterapia en dosis mieloablativas;
sin embargo, ello se asocia a un elevado riesgo de morta-
lidad relacionada con el trasplante (20% a un 40%) (2, 3).
Por otro lado, la capacidad del alo-TPH para erradicar las
células malignas se basa, no sélo en la intensidad del ré-
gimen de acondicionamiento, sino también en el efecto
inmune del tejido inmunocompetente injertado (efecto in-
jerto contra la leucemia [EICL]) (4). Ello ha permitido,
por ejemplo, usar infusiones de linfocitos del donante co-
mo tratamiento en casos de recaida. Estos y otros datos
permitieron llevar a cabo alotrasplantes con acondiciona-
mientos de intensidad reducida (alo-TIR) (5, 7), disefia-
dos para ser mas inmunosupresores que mieloablativos,
con la intencién de reducir la toxicidad y la mortalidad
relacionada con el trasplante asociadas a las altas dosis
de quimioterapia pero permitiendo mantener el EICL.

USO DEL QUIMERISMO

PARA MEDIR LA ENFERMEDAD RESIDUAL
Dado que el EICL es la principal arma para erradicar

la leucemia en el alo-TIR (1, 4), se necesitan técnicas sen-

sibles y especificas para monitorizar los cambios en la
masa tumoral tras el trasplante (8). Estas técnicas de de-
teccion de la enfermedad residual podrian facilitar inter-
venciones terapéuticas precoces, con bajo nivel de enfer-
medad residual, cuando la inmunoterapia es especialmen-
te eficaz. Esta presuncion se apoya en diversos hallazgos
como el de la mayor probabilidad para obtener remisio-
nes en pacientes con leucemia mieloide crénica en recai-
da citogenética o molecular, comparado con recaidas clini-
cas en forma croénica o acelerada (9). Ademas, hay datos
que sugieren que los pacientes con una fase acelerada o
crénica necesitan dosis mas elevadas de linfocitos del
donante para alcanzar la remision que si la enfermedad
solo esta en recaida molecular o citogenética (9, 10). Por
ello, el riesgo de desarrollar una toxicidad relacionada
con la infusion de linfocitos del donante, como EICH o
aplasia secundaria, seria mayor en los primeros. En este
sentido, tanto el momento como la dosis de la infusion de
linfocitos del donante pueden adaptarse a la respuesta
tumoral si ésta se puede medir de forma adecuada.

No obstante, hay muchas entidades como diversas leu-
cemias agudas y sindromes mielodisplésicos en los que no
se dispone de marcadores inmunofenotipicos, citogenéti-
cos 0 moleculares que permitan medir la enfermedad re-
sidual de forma directa. Por ello, la deteccion de las dis-
cordancias genéticas entre donante y receptor se ha utili-
zado, durante mucho tiempo, como herramienta clave en
la distincion entre células hematopoyéticas procedentes
del donante y aquellas residuales del receptor (quimerismo
hematopoyético) tras el alo-TPH. El desarrollo de nuevos
métodos mas sensibles, como la distincion entre regiones
microsatélites del ADN (STR o Short Tandem Repeats),
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ha permitido aplicar esta idea como método indirecto de
deteccion de la enfermedad residual (11, 12). Asi, algu-
nos autores han encontrado relacion entre la persistencia
de la enfermedad residual, el quimerismo mixto y el ries-
go de recaida (13).

En este sentido, los datos de nuestro grupo y de otros
evidencian que la obtencion de un quimerismo completo
en la subpoblacion de células T se asocia con un menor
riesgo de recaida, especialmente si tal estado se consigue
antes del dia +90 postalo-TIR (14-16). Més recientemen-
te, se ha hecho hincapié¢ en el grado de quimerismo y su
evolucion secuencial, especialmente en lo que se refiere
a su valor en la influencia del desarrollo de la EICH cro-
nica y el riesgo de recaida a largo plazo. En nuestro cen-
tro hemos analizado 100 casos de alo-TIR con células
progenitoras de sangre periférica de donantes familiares
HLA idénticos. La mediana de edad fue de 53 afios (entre
23 y 69), con 63 varones y 37 mujeres, entre los cuales
hubo una disparidad de sexo donantes/receptor del 49%.
Por diagnoésticos, hubo 21 mielomas multiples, 18 linfo-
mas no Hodgkin, 17 leucemias mieloblasticas agudas, 13
sindromes mielodisplésicos, 12 leucemias linfoides cro-
nicas, 8 linfomas de Hodgkin, 5 leucemias agudas linfo-
blasticas, 4 leucemias mieloides cronicas y 2 sindromes
mieloproliferativos cronicos. Dos pacientes murieron an-
tes de ser evaluados; el resto pudieron ser evaluados con
respecto al riesgo de desarrollar EICH aguda y 78 con res-
pecto al riesgo de desarrollar EICH crénica. El quimerismo
cuantitativo se evalud de forma secuencial mediante ana-
lisis de regiones STR con la técnica Gene-Scanning los
dias +28, +56 y +100. Para ello, se utilizo el equipo Power-
Plex®16 System kit (Promega Corporation, Madison, W1)
que amplifica 16 regiones STR (15 mas el género con la
amilogenina) y un secuenciador automatico ABIPrism
377 (Applied Biosystems, Foster City, CA). También se
dispuso de estudios, por separado, en células mieloides y
células T empleando el sistema de separacion inmuno-
magnética de Miltenyi con los anticuerpos monoclonales
CD15 y CD3. Los criterios para definir el estado del qui-
merismo fueron los descritos por Bader y cols. (17). Los
datos fueron completos en el 95% de los pacientes (74/78)
y la mediana de seguimiento fue de 2 afios (entre 21 dias
y 75 meses).

De los 74 pacientes evaluables para EICH croénica, 54
revelaron un quimerismo completo o niveles bajos de
quimerismo mixto; 14 tuvieron un quimerismo mixto
ascendente, que implica un aumento de >5% de células
autdlogas en 2 sefiales consecutivas; y, finalmente, hubo
6 casos con quimerismo mixto decreciente. La recaida
fue significativamente mas frecuente en pacientes con
quimerismo mixto ascendente (11 de 14) que en pacien-
tes con quimerismo completo, niveles bajos de quimeris-
mo mixto (14/54) o quimerismo mixto decreciente (2/6;
p<0,001). De este modo, la probabilidad de superviven-

cia libre de enfermedad a 5 afios, que fue del 40% en to-
dos los pacientes, se redujo al 14% en los pacientes con
quimerismo mixto ascendente y aumento al 53% para los
demas pacientes (p<0,001). Hay que destacar que en los
14 pacientes con quimerismo mixto ascendente, 6 reci-
bieron inmunoterapia adicional (infusion de linfocitos del
donante o bortezomib, aparte de retirar la CsA), hecho
que, en cierta medida, contrarrestd el efecto negativo del
aumento del quimerismo, ya que en estos 6 pacientes la
supervivencia global a 5 afios fue del 67%, mientras que
en aquellos que no recibieron inmunoterapia fue de tan
s6lo un 25% (p=0,05).

Como era de esperar, los pacientes con quimerismo
completo, niveles bajos de quimerismo mixto o quime-
rismo mixto decreciente desarrollaron EICH cronica con
mucha mayor frecuencia que los pacientes con quimeris-
mo mixto ascendente (69% frente a 17%, p<0,001).

Todo ello, nos permite concluir que el quimerismo
secuencial es una técnica fiable para identificar pacientes
con alto riesgo de recaida. De acuerdo con todo esto,
aquellos pacientes que presenten un incremento del qui-
merismo mixto superior al 5% deberian ser considerados
para un tratamiento activo antes de que se produzca la
recaida clinica.

REGIONES STR, DISPARIDAD GENETICA
Y EICH

La EICH sigue siendo la principal causa de morbi-
mortalidad del alo-TPH, incluso en pacientes con identi-
dad HLA completa con su donante (18,19). Ello se debe
a que, aunque los antigenos HLA son los principales ge-
nes polimorficos implicados en el desarrollo de la EICH
(20, 21), hay otras moléculas implicadas en su aparicion,
entre ellas, los antigenos menores de histocompatibilidad
(por ejemplo HA-1), las citocinas (por ejemplo IL-10),
las enzimas involucradas en el metabolismo de farmacos
(por ejemplo MTHFR) y las proteinas relacionadas con el
sistema inmunitario innato (por ejemplo NOD2/CARD15)
(22-29).

Como hemos visto antes, la deteccion de discordan-
cias entre donante y receptor en regiones microsatélites
del ADN (STR o Short Tandem Repeats) se ha utilizado
durante mucho tiempo como una herramienta clave en la
monitorizacion del quimerismo hematopoyético después
del alo-TPH (11, 12). Sin embargo, su posible valor co-
mo marcador de discordancias genéticas implicadas en el
desarrollo de la EICH atn no se ha explorado. En una
experiencia preliminar de nuestro grupo, pudimos deter-
minar que la presencia de un numero elevado de dispari-
dades STR entre donante y receptor se asociaba a una su-
pervivencia inferior, y que las discordancias en algunas
regiones STR concretas, como D13S317, parecen estar
asociadas a una mayor prevalencia y gravedad de la EICH
y a una corta supervivencia (30). En esa linea, otros dos
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estudios muy preliminares que evaluaron algunas regio-
nes STR proporcionaron resultados similares, tanto ana-
lizando las discordancias STR de forma global (31) como
individual (32). Mas recientemente, Kim y cols. (33) ob-
tuvieron, en una serie pequeiia de pacientes, algunos re-
sultados que les permitieron hipotetizar que las discrepan-
cias en el VNTR D1S80 podrian estar relacionadas con la
aparicion de EICH croénica gastrointestinal.

En nuestro centro, hemos evaluado un gran numero
de pacientes analizando las discordancias entre donante y
receptor en 15 loci con STR para conocer la incidencia y
gravedad de la EICH aguda y la EICH crénica, asi como
su posible impacto en la supervivencia global y libre de en-
fermedad posterior a un alo-TPH con progenitores hema-
topoyéticos de sangre periférica.

Se evaluaron 149 pacientes consecutivos con hemo-
patias malignas que recibieron un alo-TPH de un donante
emparentado HLA idéntico, 92 con un régimen de inten-
sidad reducida y 57 con acondicionamiento mieloablativo.
Se analizaron 15 regiones STR con la metodologia antes
expuesta. La mediana de discordancias entre donante y
receptor fue de 9 (extremos 4 y 15). Se observo un au-
mento de la gravedad de la EICH aguda (grados II-1V,
46% frente a un 31%, p=0,043) y menor supervivencia
global a los 5 afios (54% frente a un 36%, p=0,046) en
aquellos pacientes con 210 disparidades donante/recep-
tor. Ademas, el riesgo de mortalidad relacionada con el
trasplante fue superior (29% frente a un 13%, p=0,023)
en aquellas parejas con discrepancias en el marcador
D13S317.

Estos datos sugieren que hay incompatibilidades ge-
néticas entre donante y receptor situadas fuera de la re-
gién HLA que pueden influenciar la respuesta inmunita-
ria posterior al trasplante con progenitores hematopoyé-
ticos. Por este motivo, las diferencias STR entre el do-
nante y el receptor pueden ser un indicador indirecto de las
diferencias globales entre ambos genomas. Nuestros da-
tos indican que las diferencias STR podrian ser un buen
dato para la estimacion de las reacciones entre donante y
receptor mediadas por tales diferencias. Los datos de otros
grupos (32, 33) van en la misma direccion y, en especial,
en lo que se refiere al impacto negativo que tienen las
disparidades en la region D13S317. Ast, el grupo de Stern
(32), con el analisis de 9 regiones STR, observé que las
disparidades en el marcador D13S317 se asociaban a un
aumento de la incidencia y la gravedad de la EICH agu-
da. En un estudio mas reciente, Kim y cols. (33) analiza-
ron tres regiones VNTR en el cromosoma 1 y las discor-
dancias en el locus D1S80, cercano al anterior, se asocia-
ron a una baja supervivencia global, a la mortalidad no
relacionada con la recaida y a un aumento de la EICH
cronica. En resumen, todo ello indica que cerca del mar-
cador D13S317 puede haber algin gen que codifique una
proteina cuya funcion puede tener influencia sobre facto-

res que condicionan la mortalidad relacionada con el
trasplante.
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Resultados

6. VALOR CLINICO-PRONOSTICO DE LAS DISCREPANCIAS EN
REGIONES DE ADN MICROSATELITE ENTRE RECEPTOR Y DONANTE EN EL
CONTEXTO DE TRASPLANTE ALOGENICO EMPARENTADO HLA IDENTICO

La deteccion de disparidades entre donante y receptor de regiones microsatélites
(STR) permite una monitorizacion especifica y sensible del grado de quimerismo
hematopoyético. Es bien conocido que las disparidades entre donante y receptor en
varios sistemas polimorficos (principalmente HLA) se asocian con un incremento de la
incidencia de enfermedad injerto contra huésped (EICH). Sin embargo, el posible papel
biologico de las discrepancias de STR en el desarrollo de EICH aun no ha sido
establecido.

En el presente trabajo evaluamos un total de 149 pacientes consecutivos con
neoplasias hematoldgicas receptores de un trasplante alogénico de progenitores
hematopoyéticos (alo-TPH) de sangre periférica de un donante emparentado HLA
idéntico. Se analizaron un total de 15 regiones STR mediante el kit comercial
PowerPlex 16 y se clasificaron como idéntico cuando receptor y donante compartian los
mismos alelos, o dispar, si al menos uno de los alelos diferia.

Se observé una mayor severidad de EICH aguda (grados 11-1V, P=0.043) y una
menor supervivencia global a 5 afios (P=0.016) en aquellos pacientes que presentaban
10 o mas disparidades STR respecto del donante. Ademas, se encontré un mayor riesgo
de mortalidad relacionada con el trasplante en aquellas parejas donante-receptor con
discrepancias en el marcador D13S317 (P=0.019).

Los datos aqui presentados sugieren que incompatibilidades genéticas fuera de
la region HLA entre donante y receptor influye en la evolucién de los pacientes
sometidos a alo-TPH. Ademas, disparidades en la region colindante de D13S317 podria

influir en la mortalidad relacionada con el trasplante.
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Background. Detection of recipient versus donor disparities in microsatellite DNA regions (short tandem repeats
[STR]) allows for sensitive and specific monitorization of the degree of hematopoietic chimerism. It is well known that
disparities between donor and recipient in various polymorphic systems (mainly human leukocyte antigen [HLA]) are
associated with an increased incidence of graft-versus-host disease (GvHD). However, the possible biological role of
STR discrepancies in GvHD development has not yet been well established.

Methods. We evaluated 149 consecutive patients with hematologic malignancies receiving peripheral blood stem-cell
transplantation from a human leukocyte antigen-identical sibling donor. A total of 15 STR regions were analyzed using
the PowerPlex16 kit and classified as identical when recipient and donor share the same alleles, and mismatched when
at least one of the alleles differed.

Results. Higher severity of acute GYHD (II-IV, P=0.043) and shorter 5-year overall survival (P=0.016) was found in
patients displaying more than 10 mismatches with respect to their donor. Additionally, higher risk of transplant-related
mortality (P=0.019) was found in recipient—donor pairs with discrepancies in the D135317 STR marker.
Conclusion. The present data suggest that genetic incompatibilities outside the human leukocyte antigen region
between donors and recipients influence the outcome of patients receiving stem-cell transplantation. In addition,
disparities in the neighboring D13S317 region could influence transplant-related mortality.

Keywords: Stem-cell transplantation, Microsatellite DNA regions, Short tandem repeats, Graft-versus-host disease.

(Transplantation 2008;86: 983-990)

llogeneic hematopoietic stem-cell transplantation (allo-
HSCT) is an established treatment that can potentially
cure patients with hematologic malignancies and inherited or
acquired nonmalignant disorders of blood cells (I). Disease
relapse and occurrence of graft-versus-host disease (GvHD)
are the major complications of allogeneic HSCT; thus, GYHD
is the main cause of morbidity and mortality even in the set-
ting of human leukocyte antigen (HLA)-identical allo-HSCT
(2, 3). Although HLA antigens are the main polymorphic
genes involved in GVHD development (4, 5), other molecules
such as minor histocompatibility antigens (i.e., HA-1), cyto-
kines (i.e., IL-10), enzymes involved in drug metabolism (i.e.,
MTHEFR), and innate immune system-related proteins (i.e.,
NOD2/CARD15), could play a role in the triggering or main-
tenance of GVHD (6-13).
Detection of donor versus receptor discordances in mi-
crosatellite DNA regions (short tandem repeats [STR]) has
long been a key tool for the monitorization of hematopoietic

The authors have not disclosed any potential conflict of interest.

Servicio de Hematologfa, Hospital Universitario de Salamanca, Salamanca,
Spain.

Address correspondence to: Ramén Garcia Sanz, Ph.D., Servicio de Hema-
tologia, Hospital Clinico Universitario, Paseo de San Vicente, 58-182,
37007, Salamanca, Spain.

E-mail: rgarcias@usal.es

Received 2 April 2008. Revision requested 17 April 2008.

Accepted 20 May 2008.

Copyright © 2008 by Lippincott Williams & Wilkins

ISSN 0041-1337/08/8607-983

DOI: 10.1097/TP.0b013e318183ee2a

Transplantation * Volume 86, Number 7, October 15, 2008

Copyright © Lippincott Williams & Wilkins. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.

chimerism after allo-HSCT (14, 15). However, the possible
biological role of such discrepancies in GvHD development
has not yet been well established. Previous preliminary data
from our group suggested that a high number of STR dispar-
ities between recipient and donor could be associated with
short survival, and moreover, discrepancies in some STR re-
gions (i.e., D13S317) could be associated with higher preva-
lence and severity of GvHD and poor survival (16). In line
with these observations, two abstracts exploring a small num-
ber of STR regions reported similar results analyzing the
overall number (17) or individual STR mismatches (I8).
More recently, in a short series of patients, Kim et al. (19) have
hypothesized that discrepancies in VNTR D1S80 could be
related to the occurrence of gut chronic GvHD (cGvHD).

In the present study, in a large series of patients, we have
evaluated the effect of donor versus receptor discrepancies in
15 STR loci in incidence and severity of both acute (aGvHD)
and cGvHD, as well as in the long-term overall survival (OS)
and disease-free survival (DES) after allogeneic peripheral
blood HSCT from an HLA-identical sibling donor.

DESIGN AND METHODS

A total of 149 consecutive patients with hematologic
malignancies receiving peripheral blood stem cells (PBSC)
from HLA-matched sibling donor between January 1998 and
September 2005 at the University Hospital of Salamanca were
included in the present study. Childhood patients or those
receiving transplantation with bone marrow stem cells or
from unrelated donors were excluded from the analysis. This

983



984

study was approved by the local ethics committee in accor-
dance with the Spanish law and written informed consent was
obtained from all participants.

Patient and Transplant Characteristics

Median age was 46 years, ranging from 15 to 70 years.
Twenty-five patients (17%) had received a prior autologous
transplant. Sixty percent of the recipients were men and 40%
were women, with a sex disparity of 44%. Other patient char-
acteristics, including categorized disease status based on
previously established criteria (20), ABO incompatibility, cy-
tomegalovirus (CMV) serology, and number of CD34+ cells
infused are listed in Table 1.

Ninety-two patients (62%) received a reduced intensity
conditioning regimen, as previously described (21, 22).
Briefly, myeloid diseases (n=37) were treated with fludara-
bine (30 mg/m? intravenously on days —9 to —5) and busul-
fan (1 mg/kgXx10 doses, days —6 to —4, total 10 mg/kg),
whereas lymphoid diseases (n=55) received fludarabine
(same doses as above) followed by melphalan (70 mg/m2 in-
travenously on days —3 to —2). The remaining patients
(n=57, 38%) received a conventional myeloablative con-
ditioning regimen mainly based on busulfan and cyclo-
phosphamide (n=31) or cyclophosphamide and total
body irradiation (n=21).

Graft-versus-host disease prophylaxis consisted of cy-
closporin A plus methotrexate in 144 transplantations (97%),
as previously described (22).

Acute GvHD and ¢GvHD were scored according to
well-established criteria (23, 24). Engraftment was consid-
ered when the absolute neutrophil count was more than
0.5X10°/L and platelets more than 20X 10°/L, without trans-
fusion requirements, for more than 3 consecutive days.

Genotyping for 15 Short Tandem Repeats Loci

Genomic DNA extraction from peripheral blood
samples from both recipient and donor was performed
using DNAzol method (MRC, Cincinnati, OH), as previ-
ously described (25).

Microsatellite genotyping were carried out using the
PowerPlex16 System kit (Promega Corporation, Madison,
WI), following the manufacturers’ protocol, slightly modi-
fied according to the “Eurochimerism project,” in which we
have participated (26). This kit allows the amplification of
15 STR regions: D3S1358 (3p), THO1 (11p15.5), D21S11
(21q11-21q21), D18S51 (18q21.3), Penta E (15q), D55818
(5q23.3-32), D13S317 (13q22-q31), D7S820 (7q11.21-22),
D16S539 (16q24-qter), CSF1PO (5q33.3-34), Penta D (21q),
vWA (12p12-pter), D8S1179 (8q), TPOX (2p23-2pter), and
FGA (4q28), plus the gender marker, Amilogenin (Xq22.1-
22.3 and Y). The amplified products were analyzed using
GeneScan 2.0 or GeneMapper 4.0 (Applied Biosystems,
Foster City, CA) after electrophoresis in the ABIPrism 377
or ABIPrism 3130 (Applied Biosystems).

Short Tandem Repeats Disparity Definitions

The loci examined were classified as identical, when
recipient and donor share the same alleles, and mismatched,
when at least one of the alleles differed between recipient and
donor of the 15 STR regions analyzed.
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TABLE 1. Patient and transplant characteristics
Variable Patients (n=149), n (%)
Median follow-up (mo) 64
Age (yr), mean (SD)
Patient 45.54 (13.9)
Donor 44.39 (14.6)
Sex (recipient)
Male 89 (60)
Sex disparity 66 (44)
Donor female 70 (47)
ABO incompatibility
Minor 31 (21)
Major 25(17)
CMV
Patient positive 123 (83)
Donor positive 117 (79)
Patient—/donor+ 10 (7)
Diagnosis
Acute leukaemia 51 (34.2)
AML 33 (22.1)
ALL 8 (12.1)
MDS 9 (12.8)
CLPD 60 (40.3)
MM 20 (13.4)
NHL 20 (13.4)
CLL 2(8.1)
HL 8(5.4)
MPD 7 (11.4)
CML 4(9.4)
Other MPD 3(2)
Others” 2(1.3)
Perfomance status
ECOG =1 88 (60)
ECOG =2 10 (7)

Categorised disease status’

Low risk 66 (44)

Intermediate risk 49 (33)

High risk 34 (23)

CD34™ cells infused (X 10°/kg), 5.22 (2.1)
mean (SD)

CMV, cytomegalovirus; ALL, acute lymphoblastic leukemia; AML, acute
myeloid leukemia; CLL, chronic lymphocytic leukemia; CLPD, chronic lym-
phoproliferative disorder; CML, chronic myeloid leukemia; HL, Hodkin’s
lymphoma; MDS, myelodysplastic syndrome; MM, multiple myeloma;
MPD, myeloproliferative disorder; NHL, non-Hodgkin’s lymphoma.

“ T-lymphoblastic-lymphoma, n=1; CLL+HL, n=1.

b Based on previously established criteria (20).

Definitions and Statistical Analysis

The results were analyzed according to the information
available in May 2007.

The day of the stem-cell infusion was defined as day 0.
Overall survival was calculated from transplant until death
for any cause, and surviving patients were censored at last
follow-up. Second and third transplants were excluded for
survival calculations. Transplant-related mortality (TRM)
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was defined as death because of causes unrelated to the
underlying disease. Relapsing patients were censored at the
time of the first clinical evidence of relapse among those
who reached a complete remission at any time after trans-
plantation. All patients who had evidence of engraftment
were evaluated for aGvHD, whereas only patients who en-
grafted and survived more than 100 days after infusion were
evaluated for cGvHD. The day of GvHD was calculated from
transplant until diagnosis of aGvHD or cGvHD among valu-
able patients.

Hardy-Weinberg equilibrium was tested applying a
modified hidden Markov chain with 100,000 steps approach,
as implemented in the Arlequin 3.0 Software (27).

The influence on OS, DFS, aGvHD, and ¢cGvHD was
evaluated for the following variables: STR individual mis-
matches, number of STR disparities, donor or patient age,
donor or patient sex (including female-to-male), donor or
patient CMV serology, ABO mismatch, type of diagnosis,
Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) performance
status at transplant, disease status at transplant, CD34+ cell
dosage, conditioning regimen, and previous transplant. For
this purpose, the two-sided log-rank test was used to test the
univariate association between variables, and survival curves
were plotted according to the Kaplan and Meier method.

All factors that significantly or marginally (P<<0.1) in-
fluenced OS, DFS, or incidence and severity of aGVHD and
c¢GVHD in univariate analysis were included in a multivariate
analysis using a forward-step Cox regression model. The sta-
tistical data were generated using the Statistical Package for
the Social Sciences (SPSS) software (SPSS 14.0, Inc. Chicago,
IL). Differences were considered to be statistically significant
when P values were less than 0.05.

RESULTS

Short Tandem Repeats Disparity

The number of STR disparities between recipient and
donor ranged from 4 to 15, with a median of 9. Individually,
all STR markers showed a disparity of greater than 50% (me-
dian, 61.8% of disparity; range, 51.7-73.2) and were valid for
the study. A possible bias in patient selection was excluded by
testing the homogenenicity in the distribution of STR dispar-
ities according to patient characteristics. Allelic frequencies
were consistent in all cases with the Hardy-Weinberg equilib-
rium for any of the different 15 STR included in the study.

Acute Graft-Versus-Host Disease

All transplants were engrafted and could be evaluated
for aGvHD. Cumulative incidence of aGvHD was of 49%,
with 35% grades II-1V and only 7% grade III-IV (Table 2).
The mean day of aGvHD was +40 (SD*29 days).

In univariate analysis, those patients with 10 or more
disparities between donor and recipient increased the in-
cidence of aGvHD although the differences did not reach
statistical significance (61% vs. 48%, P=0.07). By contrast,
significant differences were observed in severity of aGvHD,
on comparing patients with greater than or equal to 10 or less
than 10 disparities (46% vs. 31% grades II-IV aGvHD, re-
spectively; P=0.049, see Table 3 and Fig. 1). As far as single
STR disparities were concerned, no relationship between any
STR marker and incidence or severity of aGvHD was found.
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TABLE 2. Incidence and characteristics of acute and
chronic GvHD

Variable Patients, n (%)
Acute GVHD (n=149) 73 (49)
Grade of aGvHD

0 76 (51)

1 25 (16.8)

2 38 (25.5)

3 10 (6.7)

4 0
Chronic GvHD (n=115) 80 (69.6)
Grade of cGvHD

Limited 17 (21.25)

Extensive 63 (78.75)

GvHD, graft-vs.-host disease.

The only relevant finding was a trend toward an association
between TPOX discordances and the severity of aGvHD
(28% vs. 39%, P=0.09).

All variables with statistically significant or marginal
impact on the incidence of aGvHD in univariate (P<<0.1)
(conditioning regimen, donor CMV serology, ECOG =2 at
transplant, presence of =10 disparities, TPOX mismatch)
were included in the multivariate analysis. ECOG greater
than or equal to 2 (HR 2.4, 95% CI 1.03-5.64), donor CMV
serology (HR 2.2, 95% CI 1.12—4.32), and conditioning reg-
imen (HR 1.8, 95% CI 1.14-2.89) were selected as indepen-
dent variables influencing the incidence of aGvHD, whereas
ECOG greater than or equal to 2 (HR 3.5, 95% CI 1.46—-8.43)
and presence of greater than or equal to 10 disparities (HR
1.9, 95% CI 1.02-3.60) did so for severity of aGvHD (see
Table 3).

Chronic Graft-Versus-Host Disease

A total of 115 transplants could be evaluated for
c¢GvHD, whose 5-year cumulative incidence was 78% (16%
limited and 61% extensive, Table 2). Within the group of
patients with cGvHD, 40 patients (50%) developed the dis-
ease without preceding aGvHD symptoms and 30 (37.5%)
presented cGvHD after remission of a previous aGvHD. Fi-
nally, 10 patients (12.5%) suffered cGvHD directly arising
after aGvHD without a disease-free interval.

In univariate analysis, patients with donor or recipient
disparities in D13S317 presented 85% incidence of cGvHD
when compared with 70% among those who had identical
D13S317 alleles (P=0.044, Fig. 2). By contrast, the number of
STR disparities did not influence the incidence or severity of
cGvHD.

All statistically or marginally significant variables in uni-
variate (P<<0.1) were included in the multivariate analysis (Table
3). Only ECOG greater than or equal to 2 (HR 3.1, 95% CI
1.31-7.11) retained an independent statistically significant influ-
ence on the development of cGVvHD, and female-to-male dona-
tion (HR 1.9, 95% CI 1.09-3.29) on the extensive cGvHD.
D13S317 mismatch may have an influence on cGvHD incidence
although no significant differences were reached (Table 3).
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TABLE 3. Variables influencing the incidence and severity of aGvHD and cGvHD

aGvHD” II-IV aGvHD*
Univariate Multivariate Univariate Multivariate
n % P HR (95% CI) P % P HR (95% CI) P
Perfomance status
ECOG <1 136 50 0.072 2.411 (1.031-5.637) 0.042 32 0.004 3.509 (1.461-8.427) 0.005
ECOG =2 9 75 75
Donor CMV serology
Negative 31 34 0.034 2.205 (1.125-4.324) 0.021 — — — —
Positive 116 55
Conditioning regimen
Myeloablative 57 62 0.022 1.816 (1.140-2.893) 0.012 — — — —
Reduced intensity 91 44
STR disparity
<10 Disparities 111 48 0.07 — NS 31 0.049 1.918 (1.021-3.606) 0.043
=10 Disparities 32 60 46
cGvHD* Extensive cGvHD*
Perfomance status
ECOG <1 107 77 0.006 3.054 (1.312-7.110) 0.01 — — —
ECOG =2 6 100
D13S317 identity
Identical 55 70 0.044  1.525(0.974-2.388)"  0.065" — — — —
Mismatch 60 85
Donor sex
Female-to-male donor 26 — — — — 77 0.02 1.897 (1.095-3.288) 0.022
Other 89 57

“ No other variables (other single STR disparities, donor or recipient age, recipient sex, recipient CMV serology, ABO mismatch, diagnosis, disease status at
transplant, CD34+ cell dosage, previous autologous transplant and GvHD prophylaxis) significantly influenced the incidence and severity of aGvHD and

cGvHD.

¥ D13$317 mismatch could have a marginal influence on cGvHD incidence.

Overall Transplant Outcomes

Overall TRM was 20% and was significantly higher in
pairs with D13S317 mismatch (29% vs. 13%, P=0.023). The
number of STR disparities did not influence TRM.

In the multivariate analysis, independent variables in-
fluencing TRM were aGvHD severity (HR 3.4, 95% CI 1.59—
7.06), high-risk categorized disease status (HR 2.7, 95% CI
1.18-6.06), and D13S317 mismatch (HR 2.5, 95% CI 1.16—
5.51) (Table 4).

Neither the number of STR disparities nor discrepan-
cies in any STR marker were related to 5-year DES. The only
variable with an independent favorable impact on DES in
multivariate analysis was the presence of cGvHD (HR 4.0,
95% CI 1.22-13.05) (Table 4).

With a median follow-up of 27 months (range, 17 days—
105 months), the estimated 5-year OS was 51%. Interestingly, in
the univariate analysis, patients presenting greater than or equal
to 10 disparities (36% vs. 54%, P=0.047; Table 4 and Fig. 1) and
mismatched pairs for D13S317 (43% vs. 56%, P=0.048; Table 4
and Fig. 2) significantly influenced the 5-year OS.

In multivariate analysis, ECOG greater than or equal to
2 at transplant (HR 2.9, 95% CI 1.32-6.32), disease status at
transplant (HR 2.2, 95% CI 1.28-3.76), and presence of

Copyright © Lippincott Williams & Wilkins. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.

greater than or equal to 10 disparities (HR 1.9, 95% CI 1.13—
3.21) significantly influenced 5-year OS (Table 4).

DISCUSSION

Human leukocyte antigen-A, -B, and -DR molecules
seem to be the most important factors for determining
whether transplanted T-cells initiate a graft-versus-host reac-
tion (4, 5), because they provide the crucial surface on which
T-cell receptors recognize nonself antigens. However, GvHD
is a common finding even among patients receiving trans-
plants from HLA-identical SCT donors, which indicate that
other molecules must be involved in the development of
GvHD (6-13). Short tandem repeats differences between the
recipient and the donor could be used as an indirect estimator
of donor versus recipient reactions mediated by such differ-
ences. Nevertheless, to date little information is available
about microsatellite donor or recipient discrepancies and its
relationship with the transplant outcome.

In this study, we have used 15 STR microsatellite
markers to assess the genetic variability between donor and
recipient to explore potential relationships with the clinical
outcome of patients receiving an allogeneic PBSCT from
HLA-identical siblings. Our results show that a high number
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FIGURE 1. Survival curves estimated according to 10 disparities.
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TABLE 4. Variables influencing the TRM, 5-yr DFS and 5-yr OS

Univariate Multivariate
n % P HR (95% CI) P
TRM?
Perfomance status
ECOG <1 136 19 <0.001 — NS
ECOG =2 10 70
aGvHD severity
0-1 35 14 0.001 3.351 (1.591-7.055) 0.001
[I-1v 114 39
Categorized disease stat.
Others 115 17 0.01 2.669 (1.176-6.055) 0.019
High-risk 34 40
D13S317 identity
Identical 67 13 0.023 2.533 (1.164-5.512) 0.019
Mismatch 82 29
STR disparity
<10 disparities 114 19 0.100 — NS
=10 disparities 35 32
5 yr DFS*
Categorized disease stat
Others 79 0.018 — NS
High-risk 56
cGvHD
Yes 80 84 0.004 3.987 (1.218-13.054) 0.022
No 35 54
Donor age (yrs)
<32 111 100 0.010 — NS
=32 37 72
ABO disparity
Major 30 55 0.029 2.870 (0.940-8.832) 0.066"
Other 119 83
5yr OS¢
Perfomance status
ECOG <1 136 52 <0.001 2.889 (1.320-6.322) 0.008
ECOG =2 10 20
Categorized disease status
Others 115 55 <0.001 2.194 (1.281-3.756) 0.004
High-risk 34 32
STR disparity
<10 disparities 114 54 0.047 1.903 (1.128-3.210) 0.016
=10 disparities 35 36
Recipient sex
Male 89 39 0.023 — NS
Female 60 64
D13S317 identity
Identical 67 56 0.048 — NS
Mismatch 82 43

TRM, transplant related mortality; DES, disease-free survival; OS, overall survival; STR, short tandem repeats; CMV, cytomegalovirus; GVHD, graft-vs.-host
disease; TRM, transplant-related mortality.

“ No other variables (other single STR disparities, recipient age, donor or recipient sex, donor or recipient CMV serology, CD34+ cell dosage, previous
autologous transplant, and GvHD prophylaxis) significantly influenced the TRM and DFS.

» ABO major disparity could have a marginal influence on 5-yr DFS.

¢ No other variables (other single STR disparities, donor or recipient age, donor sex, donor or recipient CMV serology, ABO mismatch, diagnosis, CD34+
cell dosage, conditioning regimen, previous autologous transplant, and GvHD prophylaxis).
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of disparities between donor and recipient (>10 mismatches,
at least two thirds of the total STR analyzed) are associated
with a higher incidence of aGvHD severity and a shorter OS.
This data favor the hypothetical, unfavorable effect of a high-
genetic discrepancy between siblings in the immunologic
reaction during the allogeneic transplant despite the HLA
identity. In addition, the use of STR mismatch screening
could also be used to localize possible genes or chromosomal
regions involved in allo-SCT outcome. Accordingly, we have
found that recipient—donor pairs with discrepancies in
D13S317 STR marker are at higher risk of TRM, and shorter
OS. However, none of the known minor histocompatibility
antigens is located on chromosome 13 (7). Moreover, to the
best of our knowledge no association have been described
between the specific STR or 13q31.1 chromosome region
with immunoreactivity up to now. Furthermore, the neigh-
boring genes have unknown functions or have not been asso-
ciated with immunoreactivity.

In conclusion, the use of mismatch evaluation of STRs
could be a valuable tool to predict the transplant outcome and
therefore may help to identify the most appropriate donor.
Furthermore, the use of STR could be used as a guide to
choose the best prophylactic regimen for GvHD. In addition,
the differences in the posttransplant behavior according to
D13S317 STR, which is placed in 13q22-q31, suggests the
presence of a genetic complex neighbor to this chromosomal
region with a potential role in the alloimmune recognition
and reaction.
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7. EL GENOTIPO DE CD31 (PECAM-1) DEL DONANTE SE ASOCIA
CON LA SEVERIDAD DE LA ENFERMEDAD INJERTO CONTRA HUESPED
AGUDA TRAS TRASPLANTE ALOGENICO DE PROGENITORES
HEMATOPOYETICOS EMPARENTADO HLA IDENTICO

Introduccion

La enfermedad injerto contra huésped (EICH) sigue siendo una de las mayores
complicaciones tras alo-TPH incluso en el contexto de identidad HLA**'%. En la fase 11
de la EICH las celulas T del donante son activadas y migran junto con otros leucocitos a
los diversos tejidos*. Esta migracién esta mediada por selectinas (p.ej. CD62L, CD62E,
CD62P), integrinas (p.ej. LFA-1) y moléculas de adhesion (p.ej. ICAM-1 (CD54),
ICAM-2, JAM-1, VCAM-1, CD99 6 PECAM-1 (CD31))***?, Asi, polimorfismos
dentro de estas moléculas pueden dar lugar a diferentes interacciones con sus ligandos,
pudiendo influir en la migracién de los leucocitos y jugando un papel en el desarrollo de
la enfermedad injerto contra huésped (EICH). Estudios previos sefialan la presencia de
polimorfismos en algunas moléculas como CD62L ¢ CD31 con una mayor incidencia
de EICH™*!, si bien otros resultados reflejan resultados contradictorios™*®. Por su parte,
polimorfismos en ICAM-1 se han relacionado previamente con enfermedades
autoinmunes o inflamatorias™*™°. Por tanto, el valor del papel de los polimorfismos en
estas moléculas debe ser aun esclarecido.

Con esta premisa nos planteamos evaluar la influencia del genotipo del SNP en
el codon 125 de CD31 (CD31-125, C577G Leu->Val) y del SNP en el codon 241 de
CD54 (CD54-241, G864A Gly->Arg) en receptor y donante con la incidencia y
severidad de la EICH aguda (EICHa), asi como la supervivencia global a largo plazo
(SG) vy la supervivencia libre de recaida (SLR) tras alo-TPH de donante emparentado

HLA idéntico.
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Pacientes y métodos

Pacientes

Se inluyen muestras pareadas receptor/donante de 127 pacientes pediatricos con
diagndstico de leucemia aguda o sindrome mielodisplésico receptores de un alo-TPH de
donante emparentado HLA idéntico entre Enero de 1994 y Diciembre de 2005 en 13
centros de trasplante pediatrico de Alemania remitidos al centro de estudio en Tibingen.
Este estudio ha sido aprobado por el comité ético clinico local de la Universidad de
Tubingen, desarrollandose de acuerdo a los principios de la Declaracion de Helsinki,
habiéndose obtenido el consentimiento informado de todos los participantes y sus
padres de acuerdo a las guias internas de la institucion.

La mediana de edad de los pacientes fue de 10 afios, con una mediana de
seguimiento de 16 meses. Todos los pacientes recibieron un acondicionamiento
mieloablativo basado principalmente en busulfan y ciclofosfamida (n=64) o irradiacion
corporal total y etoposido (n=48). La graduacion de la EICHa realizd segun criterios
previamente bien establecidos'""**8, Otras caracteristicas clinicas incluyendo el estado
de la enfermedad categorizado basado en criterios previamente establecidos*®, la fuente
de progenitores hematopoyéticos, el régimen de acondicionamiento o la profilaxis de

EICH se resumen en la Tabla 1.

Deteccion de polimorfismos SNP
La extraccion del ADN a partir de muestras de sangre periférica de paciente y su
donante se realizd mediante los kits comerciales Qiagen Mini Kits (Qiagen, Hilden,

Germany), seguin se ha descrito previamente®?.
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Tabla 1. Caracteristicas de pacientes y transplantes

Variable Pacientes n=127 (%)
Mediana de seguimiento (meses) 16
Edad (afios), [mediana (rango)] 9.66 (0.39-20.51)
Sexo (receptor)
Varén 81 (63)
Disparidad de sexo 55 (43)
Donante mujer 60 (47)
Diagndstico
Leucemia aguda 101 (80)
LLA 67 (53)
LMA 34 (27)
SMD 26 (20)
Fuente de progenitores hematopoyéticos
Médula désea 105 (82.7)
Sangre periférica 21 (16.5)
Cordon umbilical 1(0.8)
Estado de la enfermedad categorizado ?
Bajo riesgo 62 (48.8)
Intermedio riesgo 48 (39.4)
Alto riesgo 15 (11.8)
Régimen de acondicionamiento
Basados en Busulfan 65 (51.2)
Bus + Cyc (xATG) 22 (17.3)
Bus + Cyc + Mel (:ATG) 32(25.2)
Bus + Cyc + Thio (+tATG/OKT3) 2(16)
Bus + Cyc + Eto (+ATG) 9(7.1)
No basados en Busulfan 62 (48.8)
ICT + Eto 49 (38.6)
Otros 13 (10.2)
Profilaxis EICH
Sélo CsA 77 (60.6)
CsA + Mtx 25 (19.7)
Sin profilaxis 6 (4.7)
Sin datos 19 (15)

# Basado en criterios previamente establecidos (Pérez-Simén 2005)

Abreviaturas: ATG, globulina antitimocitica, Bus, busulfan; Cyc,
ciclofosfamida; Eto, etop6sido; ICT, irradiacion corporal total; LLA,
leucemia linfoblastica aguda; LMA, leucemia mieloblastica aguda;
Mel, melfalan; Mtx, metotrexato; SMD, sindrome mielodisplasico;
Thio, Thiotepa

El tipaje de los SNP en posicion 125 del gen que codifica CD31 y 241 de CD54

|.12l

se realiz6 empleando los primers descritos por Maas y col.™, con las condiciones de

PCR descritas por Willasch y col.??. Brevemente, se realizé una PCR a tiempo real en
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el ABI Prism 7700 Sequence Detector (Applied Biosystems), aplicando tecnologia
Tagman y empleando FAM como reporter y TAMRA como quencher. Los productos
amplificados se analizaron mediante Sequence Detector Software (Applied

Biosystems).

Definiciones y andlisis estadistico

Los fenotipos de CD31 y CD54 se analizaron individualmente para identidad y
compatibilidad. Se clasificaron como idénticos cuando receptor y donante compartian
ambos alelos y no idénticos cuando al menos uno de los alelos diferia entre donante y
receptor. Del mismo modo, se clasificaron como incompatibles si el donante reconoce
como extrafio un alelo del receptor, siendo compatibles cuando ambos alelos del
receptor son reconocidos por el donante.

Se evalud la influencia en SG, SLR y EICHa de las siguientes variables:
genotipo de receptor y donante de CD31 y CD54, identidad e incompatibilidad de CD31
y CD54, edad de receptor y donante, sexo de receptor y donante (incluyendo donante
mujer a receptor varon), diagnostico y estado de la enfermedad al transplante. Para los
calculos de supervivencia se excluyeron segundos trasplantes. Los analisis univariantes
se estimaron mediante el test de log-rank, realizando las curvas de supervivencia global
y supervivencia libre de recaida segin el método de Kaplan-Meier. Aquellas variables
con tendencia (P<0.1) o significacion que influyeran en SG, SLR o en la incidencia o
severidad de EICHa en el andlisis univariante se incluyeron en un analisis multivariante
empleando el método de regresion de Cox para analizar simultdneamente diferentes
factores de riesgo. Los analisis estadisticos se llevaron a cabo empleando el paquete
estadistico SPSS 15.0. Se consideraron diferencias estadisticamente significativas

cuando los valores de la P fueron menores a 0.05.
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Resultados y Discusion
Frecuencias alélicas y fenotipicas de los polimorfismos

Las frecuencias alélicas y fenotipicas de ambos polimorfismos fueron similares

114;121;123-125

a las previamente publicadas (ver Tabla 2), sin observarse diferencias entre

el grupo de receptores y el de donantes (datos no mostrados).

Tabla 2. Frecuencias alélicas y fenotipicas de los polimorfismos CD31-
125y CD54-241

CD31-125
cc ¢ GG | C G
Estudio actual |
(1254) 020 049 031 | 0.45 055
Behar, Nichols, |
Mo (n=1064) 027 048 025 | 051 0.49
CD54-241
GG AG AA | G A
Estudioactwal 10 555 020 | 043 057
(n=90) |
Vora, Mycko
(160) 022 042 036 i 043 0.57

Evolucidn clinica
Todos los trasplantes injertaron y pudieron ser evaluados para EICHa. La
incidencia acumulada de EICHa fue del 68%, con 55% de grado I1-1V y 19% grado I11-

IV (Tabla 3).

No se hallo relacion entre el genotipo del receptor, la disparidad o la
incompatibilidad de CD31-125 y CD54-241 entre donante y receptor con los parametros
clinicos analizados: incidencia o severidad de EICHa, supervivencia libre de recaida y

supervivencia global. Sin embargo, si se observé una mayor severidad de EICHa
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(grados 11-1V) en aquellos pacientes con un donante heterocigoto para CD31-125 (67%

vs. 47%, P=0.003).

Tabla 3. Incidencia y caracteristicas de la EICH

Variable Pacientes, n (%)
EICH aguda (n=127) 86 (68.3)
Grado de EICHa

0 40 (31.7)

1 17 (13.5)

2 45 (35.7)

3 20 (15.9)

4 4(3.2)

El polimorfismo CD31-125 produce un cambio de aminoécido que produce una

alteracion de la estructura de la protefna*’™

. Asimismo, se ha observado que el genotipo
heterocigoto de este SNP confiere una mayor adherencia los monocitos que lo
expresan*’?. Asi, en el trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos, la
presencia del genotipo heterocigoto para este SNP en los monocitos del donante (que
por tanto llevaria ambas formas de la proteina) favoreceria la migracién de los mismos a

través de las células endoteliales, facilitando el acceso a los distintos tejidos y con ello

facilitando una reaccion contra las células del receptor.

El papel del genotipo de CD31 del donante ha sido escasamente estudiado,
reduciendo los estudios hasta la fecha a la incompatibilidad o identidad de la molécula
entre receptor y donante, entendiendo su papel como antigeno menor de
histocompatibilidad'***?41%*1% Goodman y col. encontré una asociacion del genotipo
heterocigoto del donante con una mayor incidencia y severidad de la EICH®. Por su
parte, Cavanagh y col. observaron una peor supervivencia global con el mismo
genotipo™®’. Los resultados aqui expuestos irfan en consonancia con las observaciones

descritas.
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Conclusiones

En conclusion, los datos obtenidos sugieren que el genotipo de ICAM-1 (CD54)
parece no influir en la evolucion tras alo-TPH. Por el contrario, el genotipo del donante
para PECAM-1 (CD31) se relaciona con el desarrollo de complicaciones tras trasplante
alogénico, como la severidad de la EICHa. De confirmarse el valor de PECAM-1 en
estudios prospectivos, su estudio en el donante podria ser de relevancia clinica para

anticiparse a complicaciones tras alo-TPH.
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DISCUSION

El trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos (alo-TPH) es un
tratamiento bien establecido que puede curar neoplasias hematoldgicas y algunas
enfermedades no malignas, tanto hereditarias como adquiridas®. En este contexto se
produce una interaccién de las células inmunocompetentes del receptor con las del
donante, produciéndose una serie de fendmenos alorreactivos que condicionan el éxito o
fracaso del trasplante. Los de mayor importancia son el reconocimiento inmune, que da
lugar a EICH y EICL, el rechazo del injerto y la recaida. Estos fendmenos se relacionan
con el establecimiento de quimerismo y de tolerancia post-trasplante, todo ello
condicionado por factores genéticos y clinicos.

Considerando los factores genéticos, el sistema HLA es el que mayor influencia
tiene en estos procesos debido a su capacidad de presentacién antigénica'®. Sin
embargo, aun existiendo identidad HLA entre receptor y donante la EICHa sigue
presentandose en ~40% de los pacientes*. Esto supone una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad, limitando por tanto el empleo del procedimiento**%. Asi, en
estos procesos intervienen otros factores, como las diferencias genéticas fuera de los
loci HLA, los denominados antigenos menores de histocompatibilidad (mHLA)®*®,
polimorfismos en genes de citocinas implicadas en la tormenta de citocinas de la
EICH®® o polimorfismos de proteinas implicadas en la inmunidad innata®".

Un mayor conocimiento de los factores genéticos junto con los factores clinicos
posibilitard una evaluacién mas ajustada del riesgo de complicaciones relacionadas con
el trasplante propio de cada paciente. Ello permitira, ademas, individualizar el
tratamiento inmunosupresor, la profilaxis de la EICH, la manipulacion del inéculo y la

inmunoterapia post-trasplante. Asimismo, en caso de disponer de varios donantes HLA

idénticos permitiria realizar una mejor seleccion el candidato méas idéneo. Finalmente,

127



Discusion

también puede ayudar en un futuro al desarrollo de un indice prondstico de riesgo de

EICHY.

En el presente trabajo nos planteamos analizar la influencia de tres grupos de
polimorfismos genéticos en el marco del alo-TPH (HLA, microsatélites y dos moléculas
de adhesion). A continuacién seran discutidos de forma resumida el conjunto de

resultados obtenidos en los diferentes objetivos planteados.

1. SISTEMA HLA Y TRASPLANTE DE PROGENITORES
HEMATOPOYETICOS

En el trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos (alo-TPH) disponer
de un donante emparentado con identidad en los polimorfismos HLA es la opcidn
idénea, debido al menor riesgo de complicaciones derivadas de la enfermedad y del
trasplante, principalmente EICH y recaida. La descripcién de los haplotipos mas
frecuentes de cada region es fundamental para este propdésito, pues permite identificar
aquellos pacientes que se beneficiarian de la busqueda de donantes entre sus familiares
inmediatos.

Hasta la fecha no existe ningun estudio que comprenda a la poblacion de Castilla
y Ledn, razén por la que en nuestro centro se emplea el listado de haplotipos frecuentes
proporcionados por el REDMO. Estos estdn extraidos de publicaciones, existiendo
regiones pendientes de analizar y pudiendo haber por tanto ausencias en el listado de
haplotipos frecuentes de algunas regiones. De este modo, aquellos pacientes que tengan
estos haplotipos frecuentes ausentes del listado no se verian beneficiados por la

ampliacién de busqueda de donante compatible entre los familiares de segundo grado.
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Por esta razon asi como para disponer de una poblacion control para estudios de
asociacion, nos planteamos como primer objetivo describir las frecuencias alélicas y
haplotipicas de los polimorfismos HLA-A, -B y —DRB1 en nuestra poblacion (este
trabajo esta sometido a publicacion en Human Immunology).

La distribucion de los polimorfismos HLA de nuestra region fue semejante a la
de otras poblaciones de la Peninsula Ibérica excluyendo poblaciones aisladas
(Cabuérnigo, Valle del Pas, Valle de Arratia y Chuetas), y concuerda con el contexto
historico y el componente genético de la poblacion.

En el trabajo describimos un total de 10 haplotipos frecuentes en nuestra region,
ocho de los cuales ya estaban previamente descritos en otras poblaciones espariolas e
incluidos por tanto en el listado de haplotipos frecuentes del REDMO. Sin embargo,
hubo otros dos haplotipos comunes descritos en nuestra poblacion y no descritos en
otras  poblaciones espafiolas: A*02,B*51,DRB1*11 y A*02,B*18,DRB1*03.
Curiosamente, si se han descrito en poblaciones portuguesas'?®*?°, hecho que concuerda
con la situacion geogréfica e histdrica de Castilla y Ledn. Estos dos haplotipos se han
incorporado de manera inmediata al listado de haplotipos frecuentes empleados en
nuestro centro junto con los aportados por el REDMO.

Asimismo, establecemos una poblacion control representativa de nuestra region
como base para estudios de asociacion, remitiendo los resultados a la base de datos on-

line Allele Frequencies in Worldwide Populations™®.

En algunos tumores sélidos y/o hematopoyéticos existen datos que sugieren la
importancia del sistema HLA en el desarrollo y agresividad clinica de los mismos®®2,
El siguiente objetivo que nos planteamos fue explorar esta hipotesis en el Mieloma

Multiple (MM), neoplasia muy representativa en nuestro centro. En él analizamos el
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papel del sistema HLA como sistema de presentacion antigénica en el control de esta
enfermedad en pacientes sometidos a distintos esquemas de tratamiento incluyendo el
alo-TPH. Datos preliminares apuntaron a una mayor frecuencia de ciertas
especificidades HLA en MM™'** o que podria suponer una peor capacidad de
presentacion de antigenos propios de la enfermedad.

Para confirmar este extremo, realizamos un estudio preliminar comparando la
poblacion control definida en la presente tesis con una poblacion heterogénea sin
seleccionar de 130 pacientes diagnosticados de MM en la que disponemos del tipaje
HLA-A, -B y -DRB1, realizado en base a la posible indicacion de un trasplante
alogénico emparentado. Cabe destacar que observamos una mayor supervivencia global
asi como una mayor supervivencia libre de progresion en aquellos pacientes que
presentaban el alelo DRB1*01. Las diferencias son aun mas acusadas cuando
analizamos especificamente aquellos pacientes que fueron sometidos a alo-TPH
emparentado HLA idéntico, aunque el tamafio de la muestra no nos permitié hacer un
analisis mas exhaustivo. Estos datos apuntan a un papel potencial del alelo DRB1*01 en
el control de la enfermedad.

Dados los resultados obtenidos en el estudio preliminar, nos propusimos
confirmar la infuencia del alelo DRB1*01 en dos poblaciones de pacientes con MM con
un tratamiento homogéneo: 1) Poblacion de enfermos con MM sintomético incluidos en
el protocolo terapéutico GEM-00 diagnosticados en 2000-01: n=128; 2) Poblacién de
pacientes con MM quiescente 0 asintomatico en abstencidn terapéutica: n=53 (esta
seccion de nuestro trabajo estd publicada en Tissue Antigens 2008; 71; 548-551).

Como resultado de este andlisis, observamos que la frecuencia fenotipica del
alelo DRB1*01 fue mayor en el grupo de pacientes con MM quiescente comparado con

el grupo de MM sintomatico y por el contrario, la incidencia del alelo DRB1*07 fue
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mayor en el grupo de pacientes con MM sintomatico comparado con la poblacion
control.

En conjunto, los datos aportados apuntan por primera vez que las
especificidades HLA pueden jugar un papel en el control de la enfermedad en pacientes
con MM. Concretamente el alelo HLA-DRB1*01 podria tener una mayor habilidad para
presentar de manera eficiente los antigenos tumorales de mieloma a las células
inmunocompetentes, lo que a su vez favoreceria una mejor respuesta inmune contra la
neoplasia. A su vez, esto podria traducirse en un control de la enfermedad més
apropiado asociado con una enfermedad més indolente y una supervivencia prolongada.

Por el contrario, el alelo HLA-DRB1*07 podria tener un significado opuesto,

con una presentacién menos eficaz de los antigenos tumorales del MM.

2. MICROSATELITES Y TRASPLANTE DE PROGENITORES
HEMATOPOYETICOS

Los datos de frecuencias alélicas y genotipicas de los distintos polimorfismos
son requisitos esenciales en genética forense (criminalistica, identificacion de
desaparecidos, etc.) asi como en genética de poblaciones****®, debido a su diferente
distribucion entre regiones. Igualmente, para el estudio del quimerismo hematopoyético
se precisa identificar marcadores genéticos informativos (por ejemplo andlisis de
microsatélites), que permitan discernir entre células del donante y del receptor. Hasta la
fecha no existe ningun estudio de frecuencia de regiones de microsatélites que
comprenda a nuestra region. Con esta intencion nos planteamos describir las frecuencias
alélicas de 15 marcadores microsatélite asi como varios parametros de interés forense en
nuestra serie, representativa de la poblacion de Castilla y Ledn (esta seccién de nuestro

trabajo se ha sometido a publicacién en Forensic Science International: Genetics).
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La distribucion de los marcadores STR en nuestra region se muestra similar a la
de otras poblaciones de la Peninsula Ibérica y es acorde con los datos observados en
nuestro andlisis con polimorfismos HLA (Bloque 1 de la seccidon Resultados). Los altos
valores de PIC (contenido en informacion de un polimorfismo) 6 PD (capacidad para
discernir entre dos individuos distintos) muestran 4 marcadores microsatélite altamente
informativos (Penta E, FGA, D18S51, D21S11), concordando con los observados en
otras series con individuos caucésicos*®*3%!3’ Estos marcadores son por tanto los de
mayor utilidad en el estudio del quimerismo hematopoyético al ser los que con mayor
probabilidad mostraran alelos diferentes entre receptor y donante.

Asimismo, en el trabajo observamos la presencia de una variante alélica con una
frecuencia muy baja en el marcador D3S1358, habiéndose descrito previamente
Unicamente en dos ocasiones y ninguna en Espafia. Esta variante se ha remitido a la base
de datos on-line STRbase’®, que recopila informacién de polimorfismos microsatélite

como recurso para la comunidad forense.

A continuacion analizamos el papel de los STR en el contexto del trasplante
alogénico, primero en su empleo para medir el grado de quimerismo hematopoyético en
un grupo de pacientes con alo-TPH con acondicionamiento de intensidad reducida
(AIR) y después su comportamiento como medida indirecta de la divergencia genética

entre receptor y donante.

La presencia de quimerismo mixto en pacientes con neoplasias hematoldgicas
tras alo-TPH con acondicionamiento mieloablativo suele preceder la reaparicion de
células malignas de origen del receptor, siendo por tanto indicador de recidiva de la

enfermedad™®. Asimismo, se ha visto que la evolucién del quimerismo post-trasplante
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es un proceso dindmico, y aquellos pacientes con quimerismo mixto bien pueden
aumentar o disminuir el porcentaje de células autélogas™. Estos estudios son la base
para intervenciones terapéuticas con inmunoterapia preventiva que tienen como objetivo
evitar el rechazo del injerto, mantenerlo o impedir una recaida inminente'%®%°,

El alo-TPH con acondicionamiento de intensidad reducida (AIR) basa su
efectividad en su capacidad inmunosupresora que permite el injerto de las células del
donante con una menor toxicidad y mortalidad relacionada con el trasplante al emplear
regimenes no mieloablativos, manteniendo por otro lado la actividad injerto contra
tumor. Sin embargo, este tipo de trasplante no logra disminuir la incidencia de EICH,
tiene menor capacidad citorreductora tumoral y el riesgo de rechazo es mayor*®*%.
Estas caracteristicas son las que han permitido su empleo en pacientes con
enfermedades hematoldgicas que no serian candidatos a alo-TPH convencional, ya que
su elevada edad o comorbilidad lo impiden'*?**, En este tipo de trasplantes existe un
periodo de tiempo en el que coexisten células del donante y células del receptor, durante
el cual se produce una tolerancia reciproca en la que puede darse un efecto injerto
contra leucemia, tras el que se establece un quimerismo completo del donante****°. por
tanto, la sola presencia de quimerismo mixto en ausencia de EICH no es suficiente para
la intervencidn terapéutica mediante inmunoterapia preventiva.

El impacto del quimerismo hematopoyético en el caso particular del alo-TPH
con AIR ha sido poco estudiado. Los estudios realizados por lo general analizan el
impacto de la subpoblacién de linfocitos T en los primeros momentos del injerto (dias

+21 6 +56)%® siendo escasa la informacién acerca del valor de la dindmica del

quimerismo, bien por no emplear criterios cuantitativos y/o no establecer definiciones

146;147 108;148-150 Por

objetivas del mismo 0 bien estando limitada a pacientes pediatricos

estas razones nos planteamos analizar el valor de la evolucion del quimerismo en
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pacientes adultos con alo-TPH con AIR de sangre periférica de donante emparentado
HLA idéntico.

En nuestra serie observamos un grupo de pacientes con aumento del quimerismo
mixto en médula dsea que se asocid con una alta incidencia de recaida. A todos ellos se
les retird la inmunosupresion y en seis casos se administrd inmunoterapia adicional
(infusidn de linfocitos del donante, ILD). Cinco pacientes de los seis que recibieron ILD
respondieron, pudieron ser rescatados y alcanzaron remisién completa (4 casos) o
parcial (1 caso) y permanecen en seguimiento 4-7 afios después del trasplante. De ellos,
tres casos desarrollaron EICH post-ILD (dos casos leve y uno grave), recayendo un
paciente 5 afios después de la ILD. Los dos pacientes restantes, que no desarrollaron
EICH, acabaron progresando entre 12 y 18 meses después de la infusion. Por el
contrario, todos los pacientes que no recibieron ILD acabaron recayendo y falleciendo
con un promedio de 2 y 6 meses post-trasplante, respectivamente.

De este modo, el seguimiento de la dindmica post-trasplante del quimerismo
hematopoyético en pacientes con AIR, de manera andloga a alo-TPH con
acondicionamiento mieloablativo, es un método eficaz para identificar aquellos
pacientes con muy elevado riesgo de recaida que podrian beneficiarse de un tratamiento

inmunomodulador.

Como segundo objetivo nos planteamos evaluar el impacto de las discrepancias
de microsatélites entre receptor y donante en la evolucién de los pacientes sometidos a
alo-TPH de sangre periférica de donante emparentado HLA idéntico. Partimos de la
hipotesis de que a mayor discrepancia mayor probabilidad de diferencias en antigenos

menores de histocompatibilidad entre receptor y donante®®, y por tanto mayor
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probabilidad de la reaccion inmune consecuente y con ella mayor frecuencia y severidad
de EICH.

De acuerdo con la hipdtesis, en nuestro estudio observamos que aquellos
pacientes con una elevada discrepancia genética respecto a su donante (2 tercios del
total) presentaban una mayor incidencia y severidad de EICHa, asi como una menor
supervivencia. De hecho, fue un factor independiente de las variables clinicas
convencionales asociadas a complicaciones tras alo-TPH. Los datos coinciden con las
observaciones previamente apuntadas por nuestro grupo asi como por otros autores™"”
>4 'y concuerdan con la hipétesis de una reaccién inmunoldgica frente al huésped mas
intensa cuanto mayor es la distancia genética, ain con identidad HLA. Ademas, en el
estudio encontramos un microsatélite especifico cuya discrepancia entre receptor y
donante se asocia a un peor comportamiento clinico post-trasplante, lo que sugiere la
presencia de un componente genético préximo a 13g22-g31 con un posible papel en el
reconocimiento y/o en la respuesta inmunolégica.

Con todo, proponemos que el estudio de las discrepancias microsatélites puede
ser un método valido como estimador directo de las diferencias genéticas entre receptor
y donante que nos permite identificar un grupo de pacientes con mayor riesgo de EICH
y peor supervivencia. Ello nos permitiria seleccionar mejor entre varios donantes,
programar un control mas estricto y/o plantear tratamiento mas intensivo de la EICH en

el seno de ensayos clinicos.
3. OTROS POLIMORFISMOS: MOLECULAS DE ADHESION

Finalmente, nos propusimos analizar el papel de polimorfismos en la molécula

de adhesién celular endotelial plaquetaria (PECAM-1, CD31) y en la molécula de
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adhesion celular intercelular 1 (ICAM-1, CD54) con el desarrollo de EICH tras alo-
TPH.

PECAM-1 e ICAM-1 son miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas
y Se expresan constitutivamente en leucocitos y células endoteliales™. Permiten la
unién entre leucocitos y células endoteliales facilitando la migracion leucocitaria a
tejidos™®*’, teniendo la primera igualmente un importante rol en la activacion de
linfocitos en respuesta a reconocimiento de antigenos extrafios™*®.

Dentro de PECAM-1 se localizan tres polimorfismos SNP (L125V, S563N y
R670G, (CD31-125, CD31-563 y CD31-670, respectivamente)) que se han relacionado
con un aumento en la incidencia y/o severidad de la EICH aguda (EICHa)®9%123:159-162

si bien hay resultados discrepantes y contradictorios®3124:163-166

, permaneciendo sin
clarificar el efecto real de PECAM-1. En poblacion caucésica estos tres polimorfismos
se encuentran en desequilibrio de union, siendo este completo entre CD31-563S y
CD31-670R y existiendo un desequilibrio muy fuerte entre CD31-125L y CD31-
563S/670R. Asi, las frecuencias haplotipicas muestran dos haplotipos mayoritarios en
caucasicos, designados LSR y VNG, que se encuentran en mas del 98% de los
individuos™"'%,

Por su parte, ICAM-1 se ha relacionado con enfermedades inflamatorias
crénicas como la colitis ulcerosa o la enfermedad de Crohn™>*'%*%_por |o que sabemos
solo existe un unico articulo que analice su papel en EICH, evaluando el polimorfismo

situado en el codon 56 (K/M) que posteriormente es excluido del analisis por su baja

heterocigosidad en poblacién caucésica®®.

En nuestra serie ni la disparidad ni la incompatibilidad tanto de CD31-125 como

de CD54-241 entre receptor y donante se relacionaron con una mayor incidencia y/o
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severidad de EICHa. Por el contrario, el genotipo heterocigoto del donante se asocio a

una mayor severidad de la EICHa.

CD31-125 esta implicado en interacciones homofilicas PECAM-1-PECAM-1
tanto entre células endoteliales como entre leucocitos y células endoteliales*™.
Recientemente se ha comprobado que este polimorfismo produce cambios estructurales

171

en la proteina~*~. Del mismo modo, se ha observado una mayor adherencia de

monocitos cuando estos expresan el genotipo heterocigoto en CD31-125 (L/V), sin que

172 Ambos resultados estan en

influya el genotipo de las células endoteliales
consonancia con la hipétesis planteada por Goodman®, que proponia una diferente
capacidad de migracion de los leucocitos debida a una estructura distinta de la proteina
a su vez definida por cada haplotipo.

Con estas premisas y los resultados obtenidos, se podria hipotetizar en el
contexto de trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos, que los monocitos
infundidos del donante que Ileven ambas formas de la proteina tendrian una mayor
capacidad de adhesion a las células endoteliales, al verse afectada la union homofilica
entre moléculas de PECAM-1, favoreciendo su migracion a través de las mismas y

facilitando de esta manera el acceso a tejidos, pudiendo desencadenar la reaccion de

injerto contra huésped.

En conclusion, los datos expuestos sugieren que el genotipo del donante de
PECAM-1 se relaciona con el desarrollo de complicaciones tras trasplante alogénico,
como la severidad de la EICHa. Es preciso confirmar su valor en estudios prospectivos,
asi como identificar las bases moleculares de cdmo se produciria este hecho. De
confirmarse esta hipotesis, el estudio del genotipo de PECAM-1 en el donante podria

ser de relevancia clinica para anticiparse a la EICH.
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CONCLUSIONES

Las conclusiones del presente trabajo de tesis doctoral se muestran tanto en
castellano como en inglés, cumpliendo asi con la normativa de la Universidad de

Salamanca para la obtencion de la mencion de Doctor Europeus.

En relacion con los estudios de HLA:

1. Se establecen las frecuencias alélicas y haplotipicas en una muestra
referencia de la region de Castilla y Ledn, mostrandose genéticamente
similar a otras regiones de la Peninsula Ibérica. Esto permite disponer de una
poblacion control como base para estudios de asociacion.

2. Se describen los haplotipos frecuentes en nuestra poblacion entre los que se
incluyen dos que no habian sido descritos antes en otras regiones espafolas.
Estos dos haplotipos se agregan al listado empleado para seleccionar
aquellos pacientes de nuestra region en los que se ampliara el estudio HLA a
familiares de segundo grado.

3. En relacion con el papel del sistema HLA como posible mecanismo de
control y desarrollo de tumores, se ha observado que los pacientes con
Mieloma Multiple, la presencia del alelo DRB1*01 se asocia con un curso de
la enfermedad mas indolente. Este hecho sugiere su efecto inmune en el

control de esta neoplasia.

En relacion con los estudios de Microsatélites:

1. Se establecen las frecuencias alélicas y otros parametros de interés forense

en 15 regiones STR de una muestra control de la poblacion de Castilla y
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En

Ledn. Los marcadores Penta E, D18S51, FGA y D21S11 se muestran como
los STR mas informativos y por tanto son los de mayor utilidad en estudios
de quimerismo hematopoyético en pacientes sometidos a alotrasplante.

Se describe la presencia del alelo 11 en el marcador D3S1358 en dos
individuos de nuestra poblacion, alelo observado Unicamente en otras tres
ocasiones y que ha sido remitido a la base de STRs on-line STRbase.

El estudio del quimerismo secuencial se muestra como una técnica fiable
para identificar un grupo de pacientes con muy alto riesgo de recaida que
deberian ser considerados para un tratamiento activo precoz antes de que
ésta se produzca.

En los pacientes sometidos a alo-TPH emparentado con donante HLA
idéntico, una mayor discrepancia genética entre donante y receptor en las
regiones STR analizadas se correlaciona con una mayor incidencia de EICH
y un peor pronostico

La presencia de disparidades en D13S317 se asocia con una mayor

mortalidad relacionada con el trasplante.

relacién con los estudios de Moléculas de Adhesion:

El genotipo de ICAM1 parece no influir en el prondstico o en
complicaciones tras alo-TPH. Por el contrario, el genotipo del donante en
PECAML1 parece estar asociado con el desarrollo de complicaciones tras alo-
TPH HLA idéntico, en especial con el desarrollo de cuadros de EICH aguda

MAs Severos.
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ANEXO 1
GENES SITUADOS EN LA REGION DEL SISTEMA HLA (6p21.31)

Molécula Equivalentes previos Clase Caracteristicas moleculares Alelos
HLA-A I Cadena a 893
HLA-B I Cadena a 1431
HLA-C I Cadena a 569
FLA-E E, 6.2 I Cadena o 9
HLA-F F,54 I Cadena o 21
HLA-G G, 6.0 I Cadena o 45
HLA-H H, AR, 12.4 1 Pseudogén 12
HLA-J cdal2 I Pseudogén 9
HLA-K HLA-70 I Pseudogén 6
HLA-L HLA-92 I Pseudogén 5
HLA-N HLA-30 I Pseudogén -
HLA-P HLA-90 I Pseudogén 4
HLA-S HLA-17 I Pseudogén -
HLA-T HLA-16 I Pseudogén -
HLA-U HLA-21 I Pseudogén -
HLA-V HLA-75 I Pseudogén 3
HLA-W HLA-80 I Pseudogén -
HLA-X I Fragmento de clase | -
HLA-Y HLA-BEL, COQ, DEL I Fragmento de clase | -
HLA-Z HLA-Z1 I Fragmento de clase I (localizado dentro de clase II) -
HLA-DRA DRa 11 Cadena DR o 3
HLA-DRBI1 DRpI, DR1B 11 Cadena DR B1 722
HLA-DRB2 DRI II Pseudogén 1
HLA-DRB3 DRpII I Cadena DR52 B3 52
HLA-DRB4 DRIV I Cadena DR53 p4 13
HLA-DRBS5 DRpII I Cadena DR51 B5 19
HLA-DRB6 DRBX, DRBo II Pseudogén 3
HLA-DRB7 DRBy1 II Pseudogén 2
HLA-DRB8 DRBy2 II Pseudogén 1
HLA-DRB9 M4.2 b exon 11 Pseudogén 1
HLA-DQAI1 DQal, DQ1A I Cadena DQ a 35
HLA-DQA2 DQp1, DQ1B 11 Cadena DQ a -
HLA-DQBI DXa, DQ2A I Cadena DQ B 106
HLA-DQB2 DXpB, DQ2B I Cadena DQ B -
HLA-DQB3 DV, DQ3B 11 Cadena DQ B -
HLA-DOA DZo, DO, DNA 11 Cadena DO a 12
HLA-DOB DO I Cadena DO B 9
HLA-DMA RING6 II Cadena DM a 4
HLA-DMB RING7 I Cadena DM f 7
HLA-DPA1 DPal, DP1A II Cadena DP o 28
HLA-DPA2 DPa2, DP2A II Pseudogén de Clase 11 -
HLA-DPA3 DPA3 II Pseudogén de Clase 11 -
HLA-DPBI DPp1, DP1B I Cadena DP f 136
HLA-DPB2 DPpB2, DP2B 11 Pseudogén de Clase 11

PSMB9 LMP2, RING12 11 Proteasa multifuncional -
PSMB8 LMP7, RING10 1I Proteasa multifuncional -
TAP1 ABCB2, RING4, Y3, PSF1 11 Transportador asociado al procesamiento antigénico 7
TAP2 ABCB3, RING11, Y1, PSF2 11 Transportador asociado al procesamiento antigénico 4
Bf I Factor de complemento -
C2 I Factor de complemento -
C4A I Factor de complemento -
C4B I Factor de complemento -
CYP21 I Enzima 21-hidroxilasa -
Hsp70 I Chaperona -
TNFa I Citocina -
MICA PERB11.1 Antigenos relacionados con las cadenas MHC clase | 68
MICB PERB11.2 Antigenos relacionados con las cadenas MHC clase | 30
MICC PERB11.3 Pseudogén -
MICD PERB11.4 Pseudogén -
MICE PERB11.5 Pseudogén -







ANEXO II
HISTORIA DEL TRANSPLANTE DE PROGENITORES HEMATOPOYETICOS

Inicios/Primeros pasos

El inicio del transplante de médula 6sea lo marcan los estudios de transplante
de organos y tejidos desarrollados en la primera parte del siglo XX. Aunque los
autoinjertos se mantenian indefinidamente, los aloinjertos fallaban al cabo de unos dias.
Este hecho llevé al principio bioldgico de que las células u 6rganos transferidos de un
individuo a otro son reconocidos como extrafios y por ello son rechazados.

En 1939 se llevd a cabo el que se podria considerar el primer transplante de
progenitores hematopoyéticos, en el que una paciente con anemia aplasica recibié 18ml

de médula por via intravenosa de su hermano, si bien la respuesta no fue satisfactoria'.

Una nueva era

Con la II Guerra Mundial, la disponibilidad de is6topos radioactivos y ante la
posibilidad de una guerra atémica crece el interés por las consecuencias bioldgicas de la
radiacion, lo que a su vez abre una nueva era en el transplante de progenitores
hematopoyéticos. Muy pronto se observo que el 6rgano mas sensible a la radiacion era
la médula 6sea y que la muerte asociada a una baja exposicion se debia al fallo

2.
medular®

. En 1948 se realiza uno de los primeros estudios de proteccion ante
radiacion, tratando de reconstituir la funcion medular mediante inyecciéon o
implantacion de médula 6sea en perros, aunque no obtuvieron los resultados
4;5 ~ , ’ .y o)
esperados™. Un afio mas tarde se demostraria recuperacion hematopoyética y
supervivencia prolongada en roedores que habian sido sometidos a exposiciones letales

de radiacion pero que tenian el bazo protegido por una laminilla de plomo®,

demostrando posteriormente un efecto protector similar cubriendo el fémur. En 1951 se

III



publica un trabajo en el que se demuestra una proteccion similar al infundir células de
bazo 6 médula 6sea por via intravenosa en roedores y cobayas’. En un principio se
pensé que el efecto protector se debia a estimulantes humorales liberados por el bazo
protegido (hip6tesis humoral)®, mas que por células progenitoras transplantadas
(hipdtesis celular). Sin embargo, mas adelante se observa que la recuperacion tras
radiacion letal e infusiones de células de bazo se deben a células vivas’ y poco después
otro grupo muestra que las infusiones alogénicas de médula 6sea promueven larga
supervivencia de injertos de piel'’. A pesar de la barrera del HLA, los injertos no eran
rechazados, una prueba de tolerancia consistente con la hipdtesis celular, en la que
células inmunes del donante, ahora residentes en el receptor, sean tolerantes con el
injerto de piel del donante'. A partir de entonces un buen niimero de investigadores
apoyan la hipétesis celular en diversas publicaciones comprendidas entre 1955 y 1956'"
' Estos descubrimientos, sugerentes de que células hematopoyéticas trasplantables
pueden originar todas las lineas celulares hematopoyéticas, implicaban una estrategia de
tratamiento para pacientes con enfermedades hematologicas con alto riesgo de
mortalidad, como aquellos con ausencia funcional de la médula 6sea (por ejemplo,
anemia apldsica severa), con errores congénitos (como inmunodeficiencias, o la anemia
falciforme), e incluso aquellos con neoplasias hematologicas (como leucemias y

linfomas).

Exito y pesimismo

En 1957, D. Thomas y col. fueron pioneros en la aplicacion de transplantes de
células hematopoyéticas en humanos, si bien, fueron mayormente infructuosos ya que la
mayoria de pacientes fallecian tras un fallo de injerto o bien progresion de la

enfermedad, quedando un unico paciente con un injerto transitorio'’. En 1959 se
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1)

2)

3)

publican tres importantes trabajos que describen transplantes de médula en pacientes

con leucemia y victimas de exposicion a radiacion:

D. Thomas y col. informan sobre dos pacientes con leucemia linfoblastica aguda
que reciben irradiacion corporal total (ICT) a altas dosis (850 y 1140 Roentgens)
seguido de transplante de médula singénico de sus hermanos gemelos. Aunque la
leucemia reaparecid a los pocos meses, es el primer ejemplo de pacientes sometidos a
irradiacién letal que muestran una pronta recuperacion clinica y hematologica'®. En el
mismo mencionan que la irradiacion por si misma no elimina la leucemia y que debe
afiadirse quimioterapia adicional. Ademas, considerando los estudios en roedores de
Barnes y col.,, comentan el papel potencial del injerto en producir una reaccién
inmunoldgica contra la leucemia'”.

G. Mathé y col. muestran los intentos por rescatar a cinco victimas expuestas a
irradiacion en el accidente de un reactor experimental en Vinca (Yugoslavia, 1958)
mediante infusiones alogénicas de médula 6sea™. Cuatro de ellos sobrevivieron, aunque
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“*. Visto retrospectivamente, las observaciones de

el injerto era pobre y transitorio
e ’ . ’ . s 7 r 23
recuperacion medular mas bien parecian el resultado de una reconstitucion autologa™.
McGovern y col. relatan el primer transplante autélogo de un paciente con
. . L, . . . . 24
leucemia linfoblastica aguda en fase terminal mediante tratamiento con ICT”". Aunque
el paciente alcanza remision, finalmente la leucemia reaparece, quizas por la presencia
de células leucémicas en el injerto almacenado o bien a la ausencia de efecto injerto

contra leucemia®.

Simultaneamente contintlan los estudios mediante modelos animales. Asi,

Billingham y Brent descubren que las células alogénicas del injerto pueden producir una



reaccion inmune contra el tejido del receptor, desembocando en un sindrome ahora
conocido como enfermedad injerto contra huésped (EICH)*>*°. Uphoff informa que
factores genéticos controlan la reaccién inmune de las células del donante contra el

2 ’ . sy 2
receptor’’, y que el metotrexato podria reducir esta reaccion™.

A estos intentos iniciales de transplante siguen numerosas publicaciones. Sin
embargo, todos los transplantes llevados a cabo entre finales de los 50 y principios de
los 60 fracasaron. La mayoria no injertaban o si lo hacian, desarrollaban una
enfermedad injerto contra huésped grave letal. En 1970 se publica una revision de 203
transplantes alogénicos de médula 6sea en humanos llevados a cabo entre 1958 y 1968,
concluyendo que ninguno habia tenido éxito® (ver figura 1). Este fracaso al lograr un
injerto prolongado en humanos (quizas por una aplicacion temprana antes de solventar
las barreras entre roedores y humanos) lleva a muchos investigadores a abandonar la
idea del transplante de médula 6sea como uso clinico, asi como a dudar de la viabilidad
de traspasar la barrera alogénica en humanos, ya que era manifiesta una mayor violencia

de los efectos de la EICH en humanos que en roedores”".

Figura 1. Transplantes de médula ésea
informados entre 1958-1968.

40
Los pobres resultados de los transplantes realizados
llevan a los investigadores al abandono del injerto
alogénico en humanos. De 203 casos recogidos en
el estudio de Bortin, 125 rechazaron el injerto, 49
desarrollaron EICH y tan s6lo 11 lograron un injerto
prolongado. Unicamente 3 pacientes vivian en el
momento de la publicacion. El transplante alogénico
de médula 6sea fue considerado un fracaso.

Nimero de casos
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Progresos en modelos animales: Interés renovado

Posteriormente se consigue recuperar la confianza del empleo de transplante
de médula 6sea como tratamiento gracias a diversos experimentos en modelos animales.

Asi, estudios en canidos demostraron el espectro de resultados de un
transplante alogénico: fallo de injerto, rechazo de injerto, injerto seguido de EICH e
injerto estable sin EICH?".

En 1958 se documenta la existencia de sistemas mayores y menores
implicados en la histocompatibilidad de roedores’. El mismo afio se publican dos
trabajos describiendo antigenos de leucocitos en humanos (HLA)***. Se sugiere que
estos antigenos pueden ser importantes en el transplante hematopoyético. Nuevos
estudios en perros permiten observar que estos antigenos leucocitarios caninos (DLA)
son cruciales en la evolucion del injerto de médula 6sea™. Asi, aquellos perros que
reciben irradiacion y médula de un donante de la misma camada DLA no idéntico
fallecen bien por rechazo de injerto o por EICH. Sin embargo, aquellos que
presentaban identidad del DLA lograban una prolongada supervivencia®’, especialmente
en aquellos que recibieron metotrexato (MTX) post-transplante para controlar la
reaccion de EICH®® (Figura 2). Estas observaciones animaron a realizar posteriores

ensayos en humanos teniendo en cuenta el parentesco y la identidad HLA.

Figura 2. Evolucién del L | | —_. . — —
transplante de médula 6sea en T4 Matched + MTX (13)
perros en funcion de la identidad 80+ El
DLA - 1

- |
Aquellos perros sometidos a g‘ 60 |1
transplante de un donante DLA Fa = |I
idéntico presentan una mejor & 40- Matched (27)
supervivencia que aquellos que n 1
presentan incompatibilidad. i
Ademas, la supervivencia mejoraba 20+ Mismaiched (9)
en aquellos receptores que recibian . i
MTX como profilaxis de EICH. 0 l

¢ ' 40 80 = 120 = 160 = 200
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La era moderna del transplante de médula 6sea

A finales de los 60-principios de los 70 se desarrolld un cuidado de soporte
efectivo para pacientes sin funcion medular, incluyendo la tecnologia de transfusion
sanguinea, nutricion parenteral, acceso vascular y terapias para prevenir o tratar
infecciones bacterianas, virales o fungicas.

El creciente conocimiento del sistema HLA permite seleccionar miembros
familiares compatibles como donantes de médula. Entre 1968 y 1969, tres pacientes
pediatricos con inmunodeficiencias reciben con éxito un transplante de un hermano
HLA idéntico®*'. Por las caracteristicas de las enfermedades no requirieron
inmunosupresion para evitar la EICH ni agentes citotéxicos para eliminar la malignidad.

Sin embargo, los estudios con donantes emparentados HLA idénticos se
limitaban a pacientes pediatricos con inmunodeficiencias o aplasias anémica severas o
bien pacientes con leucemia/linfoma refractario en estadio avanzado, ya que este mismo

procedimiento para adultos o pediatricos de mayor edad era mas dificil de lograr.

En 1975 se publica en la revista New England Journal of Medicine una
revision clave sobre el estado del “momento” del transplante de médula 6sea**. Entre
sus conclusiones, una aportacion importante es la descripciéon de 73 pacientes con
leucemia en fase terminal, observando una mejor respuesta en estadios menos
avanzados de la enfermedad, cuando los pacientes muestran un mejor estado general y
menor carga tumoral.

En 1979 se publican dos articulos sobre el transplante en leucemia mieloide
aguda en primera remision mostrando grandes mejoras**®.

En la década de los 80 se publican los primeros trabajos que describen el

tratamiento de la LMC en fase cronica con quimioterapia y transplante de médula 6sea
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de un donante emparentado HLA idéntico™"’, en los que se muestra que la mayoria

pueden curarse por este tratamiento*™*. Las primeras curas para la talasemia major y la
anemia falciforme llegan en esta época™”".

A partir de estas fechas, el transplante se puede considerar como una terapia de
uso estandar para tratar hemopatias malignas. Asi, son muchos los grupos publicando

resultados. Los avances mas significativos desde entonces podrian resumirse a

continuacion:

- La deplecion de células T del injerto de médula 6sea reduce la
EICH?. Sin embargo, esta estrategia conlleva un aumento de las
recidivas tumorales. Ademds, a combinacion de metotrexato y
ciclosporina previene el EICH*,

- El uso de células de sangre periférica o de cordon umbilical como
fuente de progenitores, lo que hizo cambiar el nombre clasico de
transplante de médula oOsea a transplante de células
hematopoyéticas o de progenitores hematopoyéticos™°.

- El desarrollo del régimen con ciclofosfamida y busulfan que evita
el uso de irradiacion en algunas enfermedades”’.

- Introduccion del ganciclovir para controlar infecciones por
citomegalovirus .

- El uso de infusiones de linfocitos del donante para erradicar la
leucemia recurrente o enfermedades linfoproliferativas®®'.

- El avance en la inmunogenética del HLA, especialmente las

técnicas de tipaje molecular de alta resolucion en trasplantes

alogénicos no emparentados.
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Transplante mediante regimenes no mieloablativos que reducen la
toxicidad relacionada con el transplante y permiten su aplicacion en
personas que por edad o caracteristicas de la enfermedad no serian
candidatos con los regimenes convencionales. Ademas hacen viable
el uso del transplante para enfermedades autoinmunes y Ia
preparacion de transplantes s6lidos®.

Ya que solo el ~35% de los pacientes tienen un donante
emparentado HLA idéntico, se ha avanzado hasta la inclusion de
donantes emparentados que comparten un haplotipo® o de donantes
no emparentados HLA-idénticos®*.

La creacion de registros nacionales de donantes de médula 6sea que
facilitan el transplante de donantes no emparentados (en Espafia,
REDMO - Registro Espafiol de Donantes de Médula Osea),

favoreciendo la cooperacion internacional entre paises mediante un

registro comin®.
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ANEXO III

INDICACIONES DEL TRANSPLANTE DE PROGENITORES HEMATOPOYETICOS

Se tratan enfermedades neoplasicas (hematologicas y tumores solidos) que no
son curables por agentes citotoxicos a dosis tolerables pero curables con alta toxicidad
medular (tratamientos mieloablativos), pudiéndose emplear tanto transplante alogénico
como autdlogo. Asimismo, esta indicado en enfermedades no neoplésicas (aplasias,
hemopatias congénitas, inmunodeficiencias, enfermedades metabdlicas y otras
enfermedades congénitas) con disfuncion medular o bien incapaz de producir ciertos
elementos celulares en nimero y funcidon adecuado por distintos defectos genéticos. En
estos casos se emplean transplantes alogénicos, restringiéndose los autdlogos a estudios
clinicos.

En la tabla se resumen las indicaciones de transplante de progenitores
hematopoyéticos tanto en adultos como en pediatricos segin las recomendaciones
llevadas a cabo por el Grupo Europeo de Transplante de Progenitores Hematopoyéticos
(EBMT"). Se basan en ensayos clinicos activos, registros del EBMT y en opiniones de
expertos en base a una potencial mejor supervivencia y considerando asimismo el riesgo
de complicaciones derivadas y la calidad de vida de los pacientes. Los parametros
régimen de acondicionamiento y fuente de progenitores hematopoyéticos a infundir no
se incluyen en la tabla debido a que su seleccion se ve influida por los muchos factores
que intervienen en la situacion individual de cada paciente (edad, comorbilidad,
disponibilidad de un donante, caracteristicas de la enfermedad, etc.). Igualmente no
cubre a pacientes con un donante singénico disponible.

Por tanto, pretende ser una guia-resumen genérica, siendo la decision final

individualizada para cada paciente. De este modo, se incluyen las siguientes categorias:
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Estandar (E) — Los transplantes categorizados como estandar estan
razonablemente bien definidos y los resultados son comparables o superiores a
los obtenidos con estrategias terapéuticas sin transplante, sin que esto
signifique necesariamente que sea la terapia Optima para un paciente dado en
cualquier circunstancia clinica. Pueden ser desarrollados en cualquier centro
especializado con experiencia en TPH y la infraestructura apropiada, como se
define en la guia JACIE*”.

Opcién clinica (C) — Esta categoria se basa en que muchas indicaciones
presentan un nimero bajo de pacientes y por tanto los estudios randomizados
comparando tratamiento convencional y TPH son dificiles de llevar a cabo.
Los resultados con TPH en pequefias cohortes muestran eficacia y toxicidad
aceptable. Asi, en esta categoria, el transplante es una opcion valida para
pacientes individuales en funcién de los riesgos y beneficios propios de cada
caso, pero para grupos de pacientes se precisan mas evaluaciones. Se
recomiendan ser desarrollados en cualquier centro especializado con alta
experiencia en TPH y con la infraestructura apropiada, segin se indica en la
guia JACIE®.

En desarrollo (D) — Se incluyen transplantes en los que hay poca experiencia
y que requieren de mayor investigacion para definir el papel del TPH. Deben
desarrollarse dentro del marco de un protocolo clinico y por centros con
conocida experiencia bien en el manejo de la enfermedad concreta o bien del
tipo de transplante. Ademds cubre nuevas técnicas para el manejo de
enfermedades que, en un estadio diferente, podrian clasificarse como C o E.
Generalmente no recomendado (NR) — Incluye enfermedades en estadios

tempranos en los que el tratamiento convencional no justifica el riesgo



adicional de la mortalidad relacionada con el transplante, o cuando la
enfermedad esta tan avanzada que las opciones de €xito son tan reducidas y es
dificil de justificar el riesgo de la recoleccion para el donante. También incluye
TPH para enfermedades en una fase o estado en el que los pacientes no se
tratan de manera convencional con TPH. Por tanto, hay cierto solapamiento
entre NR y D y debe garantizarse una mayor investigacion dentro de estudios

clinicos prospectivos.
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INDICACIONES PROPUESTAS EN ADULTOS (>16 ANOS) SEGUN EL GRUPO EUROPEO DE TPH

Enfermedad Estadio Alo Auto
MUD/ MMUD/
MSD  MMSD  MMSD
(Imm) (>1mm)
Leucemias
Leucemia Mieloblastica Aguda 1* RC en Bajo riesgo C D NR C
1* RC en Riesgo intermedio E C D E
1* RC en Riesgo alto E E C C
2*RC E E C C
3 RC; Recaida incipiente E C D NR
LMA M3 con persistencia molecular E C NR NR
LMA M3 en 2* RC E C NR E
Recaida o Refractaria C D D NR
Leucemia Linfoblastica Aguda 1* RC en Bajo riesgo/intermedio D NR NR D
1* RC en Riesgo alto E E C D
2% RC; Recaida incipiente E E C NR
Recaida o Refractaria C D D NR
Leucemia Mieloide Cronica 1? Fase cronica (FC), falla imatinib E C D
Fase acelerada; >1* FC E E C D
Crisis blastica C C C NR
SMP distinto de LMC (TEH, MFL, PV) 1218 ¢ 23 ¢on score Lille intermedio E E D NR
Sindrome Mielodisplasico AR; AREB E E C NR
AREBt; LMA 2" en 1* ¢ 2* RC E E C C
Estadios méas avanzados E C D NR
Leucemia Linfatica Crdonica Mal prondstico E E D C
Linfomas
LNH difuso de células grandes 1* RC con IPI intermedio/alto al Dx NR NR NR C
>2% RC; Recaida sensible a QT C C NR E
Refractario D D NR NR
LNH de células del manto 1*RC C D NR E
>2% RC; Recaida sensible a QT C D NR E
Refractario D D NR NR
Linf. Linfoblastico/Linf. de Burkitt 1*RC C C NR C
>2* RC; Recaida sensible a QT C C NR C
Refractario D D NR NR
LNH Folicular de células B 1*RC NR NR NR C
>2% RC; Recaida sensible a QT C C D E
Refractario C C D NR
LNH de células T 1*RC C D NR C
>2* RC; Recaida sensible a QT C C NR D
Refractario D D NR NR
Linfoma de Hodgkin 1*RC NR NR NR NR
>2* RC; Recaida sensible a QT C C C E
Refractario D D NR C
LH con predominio linfocitico nodular ~ 1* RC NR NR NR NR
>2% RC; Recaida sensible a QT NR NR NR C
Refractario NR NR NR C
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Enfermedad (contintia) Estadio Alo Auto
MUD/ MMUD/
MSD  MMSD  MMSD
(Ilmm) (>1mm)
Otras enfermedades
Hematoldgicas malignas
Mieloma Multiple C C NR E
Amiloidosis C C NR C
Hematol6gicas no malignas
Anemia aplasica severa Nuevo diagnostico E C NR NR
Recaida o Refractaria E E C NR
HPN E C C NR
Tumores Sélidos
Cancer de Mama Alto riesgo NR NR NR C
Metastatico D D NR D/C
Tumores de células germinales Recaida sensible a QT NR NR NR C
Refractario a 3% linea NR NR NR E
Céncer de Ovario RC/RP NR NR NR D
Recaida sensible a platino D NR NR NR
Meduloblastoma Post-cirugia NR NR NR D/C
Cancer de Pulmoén de células pequeiias  Limitado NR NR NR D
Carcinoma de células renales Metastatico, refractario a citocinas C C NR NR
Sarcoma de tejidos blandos Metastatico, sensible a QT D NR NR D
Enfermedades Autoinmunes
Esclerosis Sistémica D NR NR C
Esclerosis Multiple D NR NR C
Artritis Reumatoide NR NR NR C
Lupus Eritematoso Sistémico D NR NR C
Enfermedad de Crohn NR NR NR C
CIPD NR NR NR D
Citopenias Autoinmunes * C D D C

XIX



INDICACIONES PROPUESTAS EN PEDIATRICOS (<16 ANOS) SEGUN EL GRUPO EUROPEO DE TPH

Enfermedad Estadio Alo Auto
MUD/ MMUD/
MSD MMSD  MMSD
(Ilmm) (>1mm)
Enfermedades Hematoldgicas
Leucemia Mieloblastica Aguda 1* RC en Bajo riesgo NR NR NR NR
1* RC en Alto riesgo E C NR E
1* RC en Muy alto riesgo E E C C
2*RC E E E E
>22RC C D D NR
Leucemia Linfoblastica Aguda 1* RC en Bajo riesgo NR NR NR NR
1* RC en Alto riesgo E E C NR
2*RC E E C C
>2*RC E E C C
Leucemia Mieloide Crénica 1? Fase cronica (FC) E E D NR
Fase acelerada E E D NR
Linfoma No Hodgkin 1* RC en Bajo riesgo NR NR NR NR
1* RC en Alto riesgo C C NR C
2*RC E E C C
Linfoma de Hodgkin 1*RC NR NR NR NR
2* RC; 1* Recaida C D NR E
Sindrome Mielodisplasico E E D NR
Otras enfermedades
Enfermedades hereditarias
Inmunodeficiencias primarias + E E E -
Talasemia E C NR -
Anemia Falciforme Alto riesgo E C NR -
Anemia Aplasica E E C -
Anemia de Fanconi E E C -
Anemia de Blackfan-Diamond E C NR -
Enfermedad de Kostman E E NR -
MPS-I H Hurler Scheie Leve/Intermedio E E C -
Grave NR NR NR -
MPS-VI Maroteaux-Lamy C C C -
Otras enfermedades de almacenamiento ++ NR NR NR NR
Osteopetrosis E E E -
Enfermedades Autoinmunes NR NR NR
Tumores Sdlidos
Tumores de células germinales NR NR NR C
Sarcoma de Ewing >1* RC; Alto riesgo D NR NR E
Sarcoma de tejidos blandos >1* RC; Alto riesgo D D NR C
Neuroblastoma Alto riesgo C NR NR E
>12RC C D D E
Tumor de Wilms >1*RC NR NR NR C
Sarcoma Osteogénico NR NR NR D
Tumores cerebrales NR NR NR C

XX



Categorias: R — Recomendado, indicado como estandar en pacientes aptos; C — Opcidn clinica (seglin evaluacion de
riesgos y beneficios); D — En desarrollo (necesarios mas ensayos clinicos); NR — No recomendado generalmente

Abreviaturas: Alo — Transplante alogénico; Auto — Transplante ant6logo; CIPD — Polineuropatia desmielinizante
inflamatoria cronica; HPN — Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna; LH — Linfoma de Hodgkin; LNH — Linfoma No
Hodgkin; MFI — Mielofibrosis Idiopatica; mm (1 6 >1) — Una o mas disparidades HLA; MMSD — Donante emparentado
con disparidad HLA; MMUD — Donante no emparentado con disparidad HLA (6-8/10 identidades HLA); MPS —
Mucopolisacaridosis; MSD — Donante emparentado HLA idéntico; MUD — Donante no emparentado HLA idéntico (6
9/10 identidades HLA); PV — Policitemia Vera; QT — Quimioterapia; RC — Remision completa; RP — Remision parcial;
SMP — Sindrome Mieloproliferativo; TEH — Trombocitemia Esencial, TPH — Transplante de progenitores
hematopoyéticos.

* Plarpura Trombocitopénica Idiopatica, Anemia Hemolitica Autoinmune, Sindrome de Evans, Neutropenia Autoinmune,
etc.

+ Sindrome de Inmunodeficiencia combinada (SCID), SCID ligada al cromosoma X; Agammaglobulinemia ligada al
cromosoma X; Sindrome de Wiskott-Aldrich, Sindrome de Chediak-Higashi, Histiocitosis de células de Langerhans, etc.

11 Enfermedad de Gaucher, Enfermedad de Niemann-Pick, Enfermedad de Fabry, Enfermedad de Farber,
Gangliosidosis, Leucodistrofias, Enfermedad de Wolman, etc.
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SUMMARY







SUMMARY

Allogeneic hematopoietic stem-cell transplantation (allo-HSCT) is a well-
established treatment procedure that can potentially cure patients with hematologic
malignancies and inherited or acquired non-malignant diseases*. An interaction
between recipient immunocompetent cells with the donor cells takes place, triggering a
series of alloreactive phenomena which will determine the success or failure of the
transplant. The most important events are the immune recognition, resulting in graft-
versus-host disease (GvHD) and graft-versus-tumor (GvT) effect, the graft rejection and
relapse. These phenomena are related to the chimerism establishment and post-
transplant tolerance, conditioned by genetic and clinical factors [i.e. stem cell source or

myeloablative vs. non-myeloablative regimen].

Contributions like the development of conditioning regimens with lower
toxicity, the better management of GvHD, the development of more effective tools for
monitoring the engraftment and the better knowledge of GvHD and GvT effects are
leading to improvement in the allo-HSCT outcome, with an increased survival reducing
allo-HSCT derived complications. Therefore, there is a remarkable increase in the
number of indications and patients that could be beneficed by this procedure. However,
despite the increasing knowledge in this area, about 20-30% of patients undergoing allo-
HSCT die due to procedure-derived complications, mainly GvHD and disease relapse,
the major complications of allogeneic HSCT.

The HLA system is the most important genetic factor in that processes due to its
antigen presentation ability®. However, even in the setting of identical HLA allo-HSCT
in which disease relapse rate is relatively low (about 20%), up to 40% of the patients
present acute and/or chronic GvHD*. This GvHD is a major cause of morbidity and
mortality, thereby limiting the use of the procedure®®. Thus, in these processes there are
other factors implicated, such us genetic differences out of HLA loci, the minor
histocompatibility antigens (mHLA)®’, cytokine gene polymorphisms implicated in the
cytokine storm of the GvHD® or polymorphisms in proteins related to innate immune

response®*°.

Finally, a better knowledge of the immunogenetics together with the clinical risk

factors will allow a more accurate assessment of the risk of transplant-related



complications. This fact could lead to the generation of a clinicprognostic index that
would help to select the most appropiate donor, to modify the conditioning regimen and
to develope individualized immunosuppressive therapy, GvHD prophylaxis and the
graft and post-transplant immunotherapy manipulation'!. Moreover, a more exhaustive
knowledge on the role of donor and recipient genotypes in GvHD triggering or

maintainance, could help to include new clinical assays using new drugs.

On the other side, HLA system, as antigen presenting system, could have a role
in the development and/or control of some neoplasias. With this premise, its role will be

analyzed in multiple myeloma patients, a representative disease from our center.

In this thesis, we aim to analyze the influence of three groups of genetic
polymorphisms in the allo-HSCT setting (HLA, microsatellites and two adhesion
molecules). The obtained results will be discussed below.



AIMS

Throguh the present doctoral study, we attempt to broaden the knowledge and to

optimize the allo-HSCT procedure, and with this premises we consider the next objectives:
1. HLA SYSTEM

1.1 To describe HLA class | and class Il genotypic and haplotypic frequencies at
low resolution level (two digits) in Castilla y Leon population. This study will allow us to have
i) the most frequent haplotypes in the population of Castilla y Ledn, specially helpful in HLA-
identical donor searches between second grade related individuals and ii) a healthy control

population as a reference cohort for association studies.

1.2 To compare HLA polymorphisms distribution between Castilla y Le6n and

other Iberian populations, together with other Mediterranean and European populations.

1.3 To analyze the influence of the HLA system on predisposition and disease

prognosis in Multiple Myeloma patients undergoing several treatments including allo-HSCT.
2. MICROSATELLITES (STRs)

2.1 To describe fifteen STR genotypic frequencies in Castilla y Le6n population.
This study will allows us to have a healthy control population as a reference population for

association studies.

2.2 To compare STR polymorphisms distribution between Castilla y Ledn

population and other Iberian populations.

2.3 To evaluate the value of hematopoietic chimerism monitoring using STR-PCR-
based in patients receiving HLA-identical sibling allo-HSCT with non-myeloablative

conditioning.

2.4 To analyze the value of discrepancies in microsatellite DNA regions between
recipient and donor and its relationship with outcome in HLA-identical sibling allo-HSCT

patients.

3. OTHER POLYMORPHISMS

3.1  To analyze the role of polymorphisms in cellular adhesion molecules genes
PECAML1 (CD31) and ICAM1 (CD54) in HLA-identical sibling allo-HSCT patients.



RESULTS

The results presented in this doctoral thesis have been published in scientific
journals. Papers have been attached in supplemental files.

The order of the blocks corresponds to its role and application in the allogeneic
hematopoietic stem-cell transplantation setting: 1) HLA; 2) Microsatellites; 3) Other

polymorphisms: cellular adhesion molecules.

BLOCK 1: HLA STUDIES
The first block applies to HLA studies and it is structured in three chapters:

The first of them describes HLA-A, -B and -DRB1 allelic and haplotypic
frequencies distribution in our population and its comparison with other Mediterranean
and European populations. HLA-A, -B and -DRB1 allele and haplotype frequencies in
Castilla y Leon (northwest-central Spain) population: Comparison with other Iberian

populations (Submitted to Human Immunology).

The second chapter evaluates the role of HLA polymorphisms in Multiple
Myeloma patients candidates to allo-SCT, analysing the possible association of a certain

allele with the different clinical evolution of MM patients.

Finally (chapter 3), in a selected group of MM patients treated homogeneously,
an association between the presence of DRB1*01 allele with more indolent MM course
disease was found. This work was published in Tissue Antigens Journal: The presence
of DRB1*01 allele in multiple myeloma patients is associated with an indolent disease
Tissue Antigens. 2008 Jun;71(6):548-51

BLOCK 2: MICROSATELLITES

The second block compiles the microsatellite regions (also called STR) studies

and is also divided in three chapters:

The first of them describes the allelic frequencies on 15 STR regions in our
population and compares it with other populations within the Iberian Peninsula. This

work, Allelic frequencies on 15 STR loci in Castilla 'y Ledn (Northwest-Central Spain)



population sample using Powerplex 16 system kit, has been submitted for publication in

Forensic Science International: Genetics journal.

The second chapter describes the value of STR application in the monitoring of
the hematopoietic chimerism, identifying a group of patients with a very high relapse
risk which are candidates to an early immunosuppressor treatment. The obtained results
were published: ““Valor de la evolucidn de quimerismo y de la discordancia en regiones
STR en el trasplante alogénico con acondicionamiento de intensidad reducida”, in
Method. Find. Exp. Clin., 2008; 30 (supl. 1) 19-22.

Finally, in the third chapter, the application of STR disparity between recipient
and donor is described, showing a correlation between the number of disparities and
patients clinical outcome. This work was published: Clinical and prognostic value of
discrepancies in microsatellite DNA regions between recipient and donor in HLA
identical allogeneic transplantation setting Transplantation, 2008 Oct;86(7):983-990.

BLOCK 3: OTHER POLYMORPHISMS

In the last block, results of the analysis of two SNP in two cellular adhesion
molecules (PECAML1 and ICAML) are detailed. The series shows that donor PECAM1
genotype could be associated with a higher severity of acute GvHD. The manuscript
regarding this work (CD31 (PECAM-1) donor genotype is associated with severity of
acute graft-versus host disease after HLA identical sibling allogeneic transplantation)

IS under preparation.



DISCUSISON

1. HLA SYSTEM AND HAEMATOPOIETIC STEM CELL
TRANSPLANTATION

Finding a sibling HLA identical donor is the better choice in allo-HSCT, given
its lower risk of disease and transplantation derived complications, mainly GvHD and
relapse. The description of the most common haplotypes in each region is essential for
this purpose as it allows identifying patients who would benefit from further search
among second-degree relatives.

Up to date, there are no studies regarding the population of Castilla y Leon
(CyL) and therefore for this reason in our centre the list of common haplotypes
provided by the Spanish bone marrow donor’s registry (REDMO) is employed. These
data are obtained from published papers and thus, there are regions pending to be
analysed with the possibility of common haplotypes in some regions absent in the list.
Thus, those patients having these common haplotypes absent from the list would not

take advantage from the search for donors among their immediate relatives.

For this reason, and to provide a control population for association studies, our
first aim was to describe the allele frequencies of polymorphisms and haplotype HLA-
A,-B and-DRBL1 in our population (this work is submitted for publication in Human

Immunology).

The distribution of HLA polymorphisms in our region was similar to that of
other populations of the Iberian Peninsula excluding isolated populations (Cabuérnigo,
Pas Valley, Valley of Arratia and Chuetas), and it is in agreement with the historical

context and the genetic component of the population.

In the paper we describe a total of 10 common haplotypes in our region, being
eight of them previously described in other Spanish populations and therefore included
in the list of the REDMO frequent haplotypes. However, there were two other common
haplotypes described in our population and not described previously in other Spanish
populations: A*02,B*51,DRB1*11 and A*02,B*18,DRB1*03. Interestingly, they have

12;13

been described in Portuguese populations™~°, which is consistent with the geographical

and historical situation of CyL. These two haplotypes have been already incorporated to



the list of common haplotypes used in our centre together with those provided by the
REDMO.

Furthermore, we established a control group representative of our region as a
basis for association studies, sending the results to the online database Allele
Frequencies in Worldwide Populations **.

Previous studies have shown the relationship between HLA specificities to the
susceptibility and/or clinical aggressiveness of some solid and/or hematopoietic
tumours™ %, Our next aim was to explore this hypothesis in multiple myeloma (MM)
patients, a very representative neoplasia of our centre. We discussed the role of the HLA
as antigen presentation system in the control of this disease in patients undergoing
different treatment regimens including allo-HSCT. Preliminary results showed a higher
frequency of certain HLA specificities in MM™2!, which could suggest a lower ability
to disease antigens presentation.

To verify this hypothesis, we performed a preliminary study comparing the
control population previously defined with a heterogeneous population of 130
unselected patients diagnosed with MM with HLA-A,-B and-DRB1 typing available,
based on the possible indication of a sibling allo-SCT.

The most important observation was a higher overall survival and progression-
free survival in patients with the DRB1*01 allele (see figure a). These differences
remained when we analyzed specifically those patients who underwent sibling HLA-
identical allo-HSCT, although the sample size did not allow us to do further analysis

Overall survival in MM patients Overall survival in MM patients
(n=128) alter allo-HSCT (n=32)
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(see figure b). These data suggest a potential role of DRB1*01 allele in the control of

the disease.

Due to the obtained results in the preliminary study, we intended to confirm the
influence of the DRB1*01 allele in two populations of MM patients with uniform
treatment: 1) Population of patients with symptomatic MM included in the GEM-00
treatment protocol diagnosed in 2000-01: n = 128, 2) population of patients with
untreated quiescent or asymptomatic MM: n = 53 (this section of our work is published
in Tissue Antigens 2008, 71, 548-551).

As a result of this analysis, we noted that the phenotypic frequency of DRB1*01
allele was higher in the group of patients with quiescent MM compared with
symptomatic MM and that the incidence of DRB1*07 allele was higher in the group of
patients with symptomatic MM compared with the control population.

Taking together, the data provided support for the hypothesis that HLA
specificities may play a role in the control of the disease in patients with MM. In
particular the HLA-DRB1*01 may have a greater ability to efficiently present tumour
antigens to immunocompetent myeloma cells, which would promote a better immune
response against the tumour. In turn, this could result in a more appropriate disease

control associated with more indolent disease and prolonged survival.

In contrast, the HLA-DRB1*07 allele may have the opposite meaning, with a
less effective MM tumour antigens presentation.

2. MICROSATELLITES AND HAEMATOPOIETIC STEM CELL
TRANSPLANTATION

Data from allelic and genotypic frequencies of different polymorphisms are
essential requirements in forensic genetics (forensic casework, identification of missing
people, etc.) and population genetic studies?*?, due to their different distribution among
regions. Similarly, for the study of haematopoietic chimerism, the identification of the
most informative genetic markers (i.e. microsatellite analysis) is important since it

allows discriminating cells between donor and recipient.



To date, there is no study of the microsatellite allele frequencies comprising our
region. With this idea, we aimed to describe the allele frequencies of 15 microsatellite
markers analysing several parameters of forensic interest in our series, representative of
the population of Castile and Leon (this section of our work has been submitted for

publication in Forensic Science International: Genetics).

The distribution of STR markers in our region is similar to that of other Iberian
Peninsula populations and it is consistent with the observed data in our analysis with
HLA polymorphisms. Both the high polymorphism information content (PIC) values
and power of discrimination (PD) (ability to discern between two different individuals)
show four highly informative microsatellite markers (Penta E, FGA, D18S51, D21S11),
agreeing with those observed in other series with Caucasian individuals®*®®. These
markers are therefore the most useful in the study of hematopoietic chimerism since
there are the ones with the highest probability to show different alleles between

recipient and donor.

In addition, we observe the presence of a variant allele with a very low
frequency in the marker D3S1358, which has previously been described only twice and
none in Spain. This variant has been sent to the on-line database STRbase?*, which

compiles microsatellite polymorphisms information for the forensic community.

We then discuss the role of STR in the allogeneic transplantation setting in two
ways; first, analysing its utility to monitor the degree of hematopoietic chimerism in a
group of patients with reduced intensity conditioning (RIC) allo-HSCT and second,
analysing its behaviour as an indirect measure of genetic divergence between recipient

and donor.

The presence of mixed chimerism in patients with hematologic malignancies
after allo-HSCT with myeloablative conditioning usually precedes the reappearance of
malignant cells of recipient origin and is thus an indicator of disease recurrence?’. The
chimerism evolution after transplantation is also a dynamic process, and increase or
decrease of the percentage of autologous cells in patients with mixed chimerism can

occur®. These studies are the basis for preventive immunotherapy therapeutic



interventions aimed to avoid graft rejection, to maintain it or to prevent an imminent

relapse®®?.

RIC allo-HSCT base its efficacy on its immunosuppressive ability which allows
grafting of the donor cells with less toxicity and transplant-related mortality by using
nonmyeloablative regimens, keeping the graft-versus-tumor activity. However, this type
of transplant is not able to reduce the incidence of GvHD, it has lower capacity of
tumour debulking and the risk of rejection is higher’®*®. These characteristics allows its
use in patients with hematologic diseases that would not be candidates for conventional
allo-HSCT because of their high age or comorbidity®**. In this type of transplant there
is a period of time with the coexistence of donor and recipient cells, with a mutual
tolerance in which there may be a graft versus leukemia effect after the establishment of
complete donor chimerism**®. Therefore, the only presence of mixed chimerism in the
absence of GvHD is not enough for therapeutic intervention through preventive

immunotherapy.

The impact of hematopoietic chimerism in the particular case of RIC allo-HSCT
has been little studied. The studies usually analyze the impact of the T lymphocytes

36,37

subpopulation in the early stages of graft (days +21 or +56) , with little information

about the value of the chimerism dynamics, because of the lack of quantitative criteria

and/or failure to establish objective definitions®’

or to be limited to paediatric
patients?3**1. For these reasons we examined the value of the chimerism dynamics in

adult patients with RIC allo-HSCT with peripheral blood HLA identical sibling donor.

In our series we observed a group of patients with increased mixed chimerism in
bone marrow, which associates with a high incidence of relapse. In all cases
immunosuppression was withdrawed and in six cases additional immunotherapy was
added (donor lymphocyte infusion, DLI). Five of the six patients who received DLI
responded, were rescued and reached complete (4 patients) or partial remission (1 case)
with a 4-7 years follow up after transplantation. Of these, three cases developed post-
DLI GvHD (two cases mild and one severe GvVHD) and one patient relapsed 5 years
after the DLI. The two remaining patients, who did not develop GvHD, progressed
between 12 and 18 months post- DLI. By contrast, all patients who did not receive DLI

relapsed and died with an average of 2 and 6 months post-transplantation, respectively.

Thus, monitoring of the post-transplant hematopoietic chimerism dynamics in

RIC allo-HSCT patients, similarly as in those with myeloablative conditioning



regimens, is a reliable method to identify those patients with very high risk of relapse

who could benefit from immunomodulatory treatment.

The second point is the evaluation of the impact of microsatellites discrepancies
between recipient and donor in the evolution of patients undergoing peripheral blood
HLA-identical sibling donor allo-HSCT. We assume that the greater the discrepancy is
the more differences in minor histocompatibility antigens between recipient and donor
will be’, and therefore a greater subsequent immune reaction probability with higher

frequency and severity of GVHD.

Following to this hypothesis, we show that patients with high genetic divergence
with respect to its donor (2 thirds of the total) had a higher incidence and severity of
GvHD and lower survival. In fact, it was an independent factor associated with
complications after allo-HSCT. The data are consistent with previous observations

made by our group as well as other reports***

, and consistent with the hypothesis that a
more intense immune reaction against the host when greater is the genetic distance
between recipient and donor, even with HLA identity. In addition, we found a specific
microsatellite discrepancy between donor and recipient associated with a worse post-
transplant clinical behaviour, suggesting the presence of a genetic component close to

13922-g31 with a possible role in the recognition and/or in the immune response.

With these considerations, we propose that the study of microsatellite
discrepancies may be a valuable method as a direct estimator of genetic differences
between recipient and donor that allows to identify a group of patients with increased
risk of GVHD and worse survival. This would enable us to a improve donor selection,
as well as tighter GvHD control and/or raise more intensive treatment of GVHD within

clinical trials.

3. OTHER POLYMORPHISMS: CELLULAR ADHESION
MOLLECULES

Finally, we proposed to analyze the role of polymorphisms in adhesion molecule
platelet endothelial cell (PECAM-1, CD31) and intercellular cell adhesion molecule 1
(ICAM-1, CD54) in the development of GVHD after allo-HSCT.

PECAM-1 and ICAM-1 are members of the immunoglobulin superfamily and

are constitutively expressed in leukocytes and endothelial cells*. These molecules



allow the binding between leukocytes and endothelial cells to facilitate leukocyte
transmigration*’*®, having PECAML1 also an important role in lymphocyte activation in

response to foreign antigens recognition®.

Three SNP polymorphisms (L125V, S563N and R670G, (CD31-125 CD31-563

CD31-670, respectively)) are found in PECAM-1 gene sequence, which have been

associated with increased incidence and/or severity of aGvHD>**

57-62

, although there are
conflicting results® ™, remaining the real effect of PECAM-1 unknown. The three
polymorphisms are in linkage disequilibrium in Caucasian population, being complete
between CD31-563S and CD31-670R and with a strong imbalance between CD31-125L
and CD31-563S/670R. Thus, the two main haplotypes in Caucasian individuals,

designated LSR and VNG, are found in more than 98% of individuals®*®*.

Meanwhile, ICAM-1 has been associated with chronic inflammatory diseases
such as ulcerative colitis or Crohn disease®®’. To the best of our knowledge there is
only one article analyzing their role in GvVHD, assessing the polymorphism located at
codon 56 (K/M) which is finally excluded from the analysis because of its low

heterozygosity in Caucasian®.

With these precedents we decided to analyze the role of CD31-125 (as reference
of the different haplotypes) and SNP at codon 241 in ICAM-1 (CD54-241) in 127
patients undergoing HLA identical sibling allo-HSCT.

In our series, neither disparity nor the incompatibility of both CD31-125 and
CD54-241 between recipient and donor were associated with an increased incidence
and/or severity of aGvHD. In contrast, the heterozygous genotype of CD31-125 in the

donor was associated with severity of aGvHD.

CD31-125 is involved in PECAM-1-PECAM-1 interactions between two
endothelial cells or between leukocytes and endothelial cells®. It has recently been
shown that this polymorphism produces protein structural changes®. Similarly,
monocytes expressing the heterozygote genotype in CD31-125 (L/V) have increased
adhesion capability, without endothelial cell genotype influence’. Both results are
consistent with the Goodman’s hypothesis >°, which proposed a different capacity of
leukocyte migration due to a different structure of the protein defined by each

haplotype.



With these premises and the obtained results it could be hypothesized that in the
allo-SCT setting donor monocytes carrying both forms of the protein would have
greater ability to adhere to endothelial cells, due to the fact that binding between
PECAM-1 molecules is affected, favouring their migration through them and thereby
facilitating the access of monocytes to tissues that may trigger the graft-versus-host

reaction.

In conclusion, the presented data suggest that donor genotype of PECAM-1 is
associated with the development of complications after allogeneic transplantation, such
as the severity of GVHD. This result as well as the molecular basis for this mechanism
should be confirmed in prospective studies. Whether this hypothesis is confirmed, the
study of PECAM-1 donor genotype could be of clinical relevance in anticipation of
GVvHD.



CONCLUSIONS

Following the HLA studies:

1. Allelic and haplotypic frequencies in a reference sample from our population
are well established, showing that it is genetically similar to other Iberian
populations and allowing us to obtain a control population for association
studies.

2. Frequent haplotypes from our population are described, including two no
previously published in other Spanish populations. These two haplotypes
were immediately added and applied to extend HLA typing in those patients
from our region having a frequent haplotype.

3. Role of HLA system as mechanism control or development of tumors: in
Multiple Myeloma patients, the presence of DRB1*01 allele is associated
with an indolent disease, which suggests an effect on neoplasm immune

control.

According to Microsatellites studies:

1. A total of 15 STR regions allelic frequencies and other forensic parameters
from our population were established. Penta E, D18S51, FGA y D21S11 are
the most informative markers and therefore they are especially useful for
chimerism analysis.

2. Aninfrequent allele 11 in D3S1358 STR marker in two individuals from our
population was reported, which was only observed in other three populations

and it was referred to on-line STR database STRbase.



3.

Sequential chimerism analysis is a valuable tool that allows the identification
of a group of patients with high risk of relapse, which should be actively
treated.

A direct correlation was observed between the higher genetic
incompatibilities in STR regions analyzed between recipient and donor and
worse outcome of patients receiving an identical HLA sibling donor
allogeneic-stem cell transplantation.

The presence of disparities in the neighboring D13S317 region could

influence transplant-related mortality.

According to Cell Adhesion Molecules studies:

1.

ICAML1 genotype does not seem to have any influence on the prognosis or
complications after allo-SCT. On the other hand, donor PECAML1 genotype
could be associated with complications after HLA identical allo-SCT like the

severity of acute GvHD.
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