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Resumen






RESUMEN

El trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos (alo-TPH), precursor de la terapia
celular y la inmunoterapia, es un tratamiento considerado curativo en neoplasias
hematoldgicas, aplasia medular severa, enfermedades autoinmunes, inmunodeficiencias
severas, hemoglobinopatias o errores congénitos del metabolismo, entre otras patologias. La
mayor limitacién del alo-TPH es el desarrollo de enfermedad injerto contra receptor (EICR)
severa, como resultado de una reaccion alogénica mediada por los linfocitos T del donante
contra antigenos del receptor. Esta reaccidon es especialmente importante ante disparidades
en el complejo mayor de histocompatibilidad (HLA o CMH | y II) entre donante y receptor. Sin
embargo, se ha observado en todas las series que a pesar de la disponibilidad de un donante
emparentado histocompatible (HLA idéntico), entre un 25-50% de estos pacientes desarrollan
EICR. Esta complicacion es la principal causa de morbi-mortalidad asociada con el

procedimiento.

Se han descrito diversos factores genéticos que pueden favorecer la aparicion de la EICR a
pesar de la compatibilidad HLA entre donante y receptor. En esta tesis exploraremos el papel
de la disparidad en antigenos menores de histocompatibilidad (AMiH) y de los polimorfismos
(SNPs) en genes que codifican moléculas de coestimulacidn/inhibicién, capaces de modular
la aloreactividad ante las disparidades en AMiH. Esto podria traduirse una incidencia variable
de EICR y por tanto un impacto direfencial en la supervivencia global (SG), la supervivencia

libre de progresién (SLP) o en las recidivas.

En la primera publicacién que compone la tesis, se discute el papel de las UDP-
glucuronosiltransferasas (UGTs), enzimas implicadas en el metabolismo de hormonas
esteroideas y farmacos liposolubles. UGT2B17 es la principal enzima involucrada en la
glucuronizacién de la testosterona, siendo ademas una de las principales enzimas implicadas
en la segunda fase del metabolismo de farmacos. Se ha descrito que los hombres expresan
niveles 4 veces mas elevados de UGT2B17 que las mujeres, lo cual contribuiria a una mayor
actividad de glucoronidacion de sus sustratos. El gen de UGT2B17 estd en el cromosoma 4q13,
y dicho gen puede tener 0, 1 o 2 copias en funcién de la presencia o no de un polimorfismo

ins/del que condiciona la delecion de 129 kilobases (kB). La presencia de al menos una copia
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de UGT2B17 en el receptor puede actuar como AMHi cuando el donante presenta dicha
delecién en homocigosis. En este sentido se ha descrito que la disparidad UGT2B17 se asocia
a mayor riesgo de EICR aguda tras alo-TPH de donante emparentado (DE) HLA idéntico. En la
cohorte retrospectiva de 1127 pacientes estudiados que recibieron un alo-TPH DE HLA
idéntico, 69 casos (6,1%) presentaron la disparidad de UGT2B17 entre donante y receptor,
con una elevada incidencia de EICR aguda severa en este grupo (22,7% vs 14,6%), pero sin
diferencias estadisticamente significativas (p: 0,098). Sin embargo, analizando el subgrupo de
pacientes cuyo donante era hombre (616) casos, la incidencia de EICR aguda severa en parejas
con la disparidad de UGT2B17 fue significativamente mayor (25,1% vs 12,8%; p: 0.005), esta
asociacion se confirmé en el andlisis multivariante (p: 0.043; Hazard ratio: 2.16, IC 95%: 1.03—
4.57). La supervivencia global fue peor en el grupo de pacientes con disparidad UGT2B17 (P:
0.005). Por tanto, concluimos que la disparidad de UGT2B17 tiene un impacto negativo en el

alo-TPH de DE HLA idéntico especialmente cuando el donante es hombre.

En la segunda publicacién que compone la tesis, se discute la relevancia de la modulacion de
la respuesta inmune mediada por SNPs de genes que codifican moléculas de
coestimulacion/inhibicion. Programmed cell-death 1 (PD-1) es un gen que codifica una
molécula inhibidora de la activacién linfocitaria T. La expresiéon de PD-1 desencadena una
sefal inhibitoria sobre la activacidon de los linfocitos T, lo cual genera un proceso de tolerancia
inmune. Algunos SNPs de PD-1 muestran una clara asociacién con el desarrollo de diversas
enfermedades autoinmunes o alto riesgo de desarrollo de neoplasias. Sin embargo, pocos
datos se han publicado acerca del impacto de estos SNPs en el desarrollo del EICR en

pacientes sometidos a alo-TPH.

Se realizé un estudio retrospectivo en una cohorte de 1485 parejas donante-receptor, sin
tener en cuenta la restriccion HLA. Se analizaron los genotipos de dos SNPs: el primero, PD-
1.1G/A ubicado en la region promotora y segundo, PD-1.3G/A en el intron 4. En el estudio se
detectd un incremento del riesgo de EICR grados Il a IV en pacientes que recibieron injertos
de donantes homocigotos para los alelos PD-1.1G (p: 0.027) y PD-1.3AA (p: 0.003), en el
analisis multivariante estos dos alelos fueron identificados como factores de riesgo
independientes para EICR aguda grado lI-IV (p:0.033; HR 2.2; 95%Cl: 1.1-4.8 y p <0.001; HR

4.5; 95%Cl: 2-10.1 respectivamente). Por el contrario, el genotipo de PD-1 no mostrd
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asociaciéon con la SG o recaida. Los resultados sugieren que el genotipo de PD-1 juega un
importante papel en el desarrollo de EICR en pacientes sometidos a alo-TPH de donante

emparentado (DE) HLA idéntico.

En resumen, esta tesis doctoral pretende continuar el estudio del impacto de algunos factores
genéticos que parecen ser una barrera al trasplante de tejidos, sobre todo en trasplante de
progenitores hematopoyéticos (TPH). Se analizaron locus de AMiH y SNPs de genes
relacionados con moléculas de coestimulacién/inhibicion de la respuesta inmune que son
capaces de modular la capacidad aloreactiva de los linfocitos T frente a las disparidades de

AMiH.

La tesis puede aportar principalmente una mayor cohorte de parejas donante receptor que
intente aclarar los estudios contradictorios que existen sobre el potencial terapéutico en la
induccidn de un efecto injerto contra tumor (EICT) con una controlada enfermedad injerto
contra receptor (EICR) que es la principal complicacion, potencialmente mortal en el

trasplante alogénico.
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RESUM

El trasplantament al-logénic de progenitors hematopoetics (alo-TPH), precursor de la
terapia cel-lular i la immunoterapia, és un tractament considerat curatiu en neoplasies
hematologiques i malalties no neoplasiques autoimmunes, immunodeficiencies severes,
hemoglobinopaties o errors congenits del metabolism. La limitacid més important del alo-
TPH és el desenvolupament de la malaltia de I'empelt contra I’hoste severa, com a resultat
d'una alo-reacci6 mediada pels limfocits T de I'empelt contra el receptor mediada
principalment per una disparitat en els complexos majors d'histocompatibilitat (HLA o
CMH 1 ll). Tot i aixi, s'ha observat en totes les séries que malgrat la disponibilitat d'un
donant emparentat histocompatible (HLA idéntic), entre un 25 a 50% d'aquests pacients
desenvolupen la malaltia de I'empelt contra I’hoste. Aquesta complicacié és la principal

causa de morbimortalitat associada amb el procediment.

S'han descrit diversos factors genétics que poden afavorir I'aparicié de la malaltia de
I'empelt contra |I’"hoste, malgrat la compatibilitat de I'HLA entre donant i receptor; en
aquesta tesi explorarem, el paper de la disparitat en antigens menors d'histocompatibilitat
(AMiH) i els polimorfismes (SNPs) de gens que codifiguen molecules de
coestimulacié/inhibicid6 de la resposta immune, capacos de modular la capacitat
aloreactiva davant de les disparitats d'AMiH, aix0 podria traduir-se en incidencia variable

d'EICR, supervivéncia global (SG), supervivéncia lliure de progressio (SLP) o recidives.

A la primera publicacié que fa part de la tesi, es discuteix el paper de les UDP-
glucuronosiltransferases (UGTs), enzimes implicades en el metabolisme d'hormones
esteroides i farmacs liposolubles. UGT2B17 és la principal enzima involucrada en la
glucuronitzacid de la testosterona, a més és la principal a la segona fase el metabolisme de
farmacs i s'ha descrit que els homes expressen 4 vegades els nivells d'UGT2B17 que les
dones amb el conseglient elevat nivell de glucoronidacié dels seus substrats. El gen
d'UGT2B17 és al cromosoma 4q13, i aquest gen pot tenir 0, 1 o 2 copies en funcié de la
preséncia o no d'un polimorfisme ins/del, el que condiciona la delecié de 129 kB. La
presencia d'almenys una copia d'UGT2B17 al receptor pot actuar com a AMiH quan el

donant presenta aquesta delecié en homocigosi. En aquest sentit s'ha descrit que la
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disparitat UGT2B17 s'associa a un risc més gran de malaltia empelt contra |’hoste aguda
després de alo-TPH de donant emparentat (DE) HLA idéntic. A la cohort retrospectiva de
1127 pacients estudiats que van rebre un alo-TPH D'HLA identic, 69 casos (6,1%) van
presentar la disparitat d'UGT2B17 entre donant i receptor, amb una elevada incidéncia de
la malaltia empelt contra I'hoste aguda severa en aquest grup (22, 7% vs 14,6%), pero
sense diferencies estadisticament significatives (p: 0,098). No obstant aix0, analitzant el
subgrup de pacients que van rebre un injert de donant home (616 casos), la incidéncia de
la malaltia de I'empelt contra I'hoste aguda severa en parelles amb la disparitat de
UGT2B17 va ser significativament elevada (25,1% vs 12,8%; p:0.005), aquesta associacié es
va confirmar al analisi multivariant (p: 0.043; Hazard ratio: 2.16, IC 95%: 1.03—-4.57). La
supervivencia global va ser pitjor al grup de pacients amb disparitat UGT2B17 (P: 0.005).
Per tant, concloem que la disparitat d'UGT2B17 té un impacte negatiu al alo-TPH de donant

HLA idéntic especialment quan el donant és home.

A la segona publicacié que fa part de la tesi, es discuteix la rellevancia de la modulacié de
la resposta immune mediada per SNPs de gens que codifiguen molécules de
coestimulacié/inhibicid. Programmed cell-death 1 (PD-1) és un gen que codifica molécules
coinhibidores de receptors. L'activacié de PD-1 desencadena la inhibicié de |'activacio dels
limfocits T, cosa que genera un procés de tolerancia immune. L'expressié d'alguns SNPs de
PD-1 mostren una clara associaci6 amb el desenvolupament de diverses malalties
autoimmunes o alt risc de desenvolupament de neoplasies. Tot i aix0, poques dades s'han
publicat sobre l'impacte d'aquests SNPs en el desenvolupament de la malaltia de I'empel
contra I'hoste en pacients sotmesos a alo-TPH. Es va fer un estudi retrospectiu en una
cohort de 1485 parelles donant-receptor, sense tenir en compte la restriccié HLA. Es van
analitzar els genotips de dos SNPs: PD-1.1G/A, ubicat a la regié promotora i PD-1.3G/A a
I'intron 4. A l'estudi es va detectar un increment del risc la malaltia de |'empelt contra
I’hoste aguda graus Il a IV en pacients que van rebre empelts de donants homozigots per
a al-lels PD-1.1G (p: 0.027) i PD-1.3AA (p: 0.003), en I'analisi multivariant aquests dos al-lels
van ser identificats com a factors de risc independents per a la malaltia empelt contra
I"hoste aguda grau lI-1V (p: 0.033; HR2.2; 95% CI: 1.1 - 4.8 i p<0.001; HR4.5; 95% CI: 2 - 10.1
respectivament). Per contra, el genotip de PD-1 no va mostrar associacié amb la SG o la

recaiguda. Els resultats suggereixen que el genotip de PD-1 juga un paper important el
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desenvolupament de la malaltia de I'empelt contra |’"hoste en pacients sotmesos a alo-TPH

de donant emparentat (DE) HLA identic.

Resumint, aquesta tesi doctoral pretén continuar I'estudi de I'impacte d'alguns factors
genetics que semblen ser una barrera al trasplantament de teixits, sobretot al
trasplantament de progenitors hematopoétics (TPH). Es van analitzar locus d'AMiH i SNPs
de gens relacionats amb molécules de coestimulacid/inhibicié de la resposta immune que
son capaces de modular la capacitat aloreactiva dels limfocits T davant de les disparitats

d'AMiH.

La tesi pot aportar principalment una cohort més gran de parelles donant receptor que
intenti aclarir els estudis contradictoris que existeixen sobre el potencial terapéutic en la
induccio d'un efecte empelt contra tumor amb una controlada malaltia empelt contra
receptor que és l'efecte advers més important i potencialment mortal al trasplantament

alogenic.
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SUMMARY

Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (allo-HSCT), a precursor to cell therapy
and immunotherapy, is a treatment considered curative in hematological neoplasms and non-
neoplastic autoimmune diseases, severe immunodeficiencies, hemoglobinopathies or inborn
errors of metabolism, among others. The major limitation of allo-HSCT is the development of
severe graft-versus-host disease (GVHD), as a result of a graft-versus-host T-cell-mediated
alloreaction mediated primarily by a disparity in major histocompatibility complexes (HLA or
CMH I and Il). However, it has been observed in all the series that despite the availability of a
histocompatibility (HLA identical) related donor, between 25-50% of these patients develop
GVHD. This complication is the main cause of morbidity and mortality associated with the

procedure.

Several genetic factors have been described that can favour the appearance of GVHD despite
the HLA compatibility between donor and recipient. In this dissertation, we will explore the
role of the disparity in minor histocompatibility antigens (mHag) and polymorphisms (SNPs)
of genes encoding coestimulation/inhibition molecules of the immune response, capable of
modulating the alloreactive capacity against mHag disparities, this could translate into a

variable incidence of GVHD, overall survival (OS), progression-free survival (PFS) or relapse.

In the first publication that makes up the dissertation, the role of UDP-
glucuronosyltransferases (UGTs), enzymes involved in the metabolism of steroid hormones
and fat-soluble drugs, is discussed. Uridine diphospho-glucuronosyltransferase 2B17
(UGT2B17) is the main enzyme involved in the glucuronidation of testosterone, it is also the
main enzyme in the second phase of drug metabolism and it has been described that, men
express 4 times the levels of UGT2B17 than women with a consequent high level of
glucuronidation of their substrates. The UGT2B17 gene is on chromosome 4q13, and that
gene can have 0, 1 or 2 copies depending on the presence or absence of an ins/del
polymorphism that determines the 129 kB deletion. The presence of at least one copy of
UGT2B17 in the recipient can act as mHag when the donor has such a homozygous deletion.
In this sense, UGT2B17 and its association with acute GVHD (aGVHD) has been described. We

retrospectively studied the clinical impact of a UGT2B17 mismatch in a cohort of 1127
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patients receiving a HSCT from an HLA-identical sibling donor. UGT2B17 mismatch was
present in 69 cases (6.1%). Incidence of severe aGVHD was higher in the UGT2B17
mismatched pairs (22.7% vs 14.6%), but this difference was not statistically significant (P:
0.098). We did not detect differences in chronic GVHD, overall survival, relapse-free survival,
transplant-related mortality, or relapse. Nevertheless, when we analysed only those patients’
receiving grafts from a male donor (616 cases), aGVHD was significantly higher in the
UGT2B17 mismatched group (25.1% vs 12.8%; P: 0.005) and this association was confirmed
by the multivariate analysis (P: 0.043; hazard ratio: 2.16, 95% confidence interval: 1.03—4.57).
Overall survival was worse for patients mismatched for UGT2B17 (P: 0.005). We conclude that
UGT2B17 mismatch has a negative clinical impact in allogeneic HSCT from HLA-identical
sibling donors only when a male donor is used. These results should be confirmed by other

studies.

In the second publication that makes up the dissertation, the relevance of the modulation of
the immune response mediated by SNPs of genes that encode coestimulation/inhibition
molecules is discussed. Programmed cell-death 1 (PD-1) is a gene that encodes receptor co-
inhibitory molecules. PD-1 activation triggers an immune checkpoint resulting in inhibition of
T cells that leads to peripheral tolerance. Some PD-1 polymorphisms have been described and
associated with the development of autoimmune diseases or cancer predisposition, but there
are few data concerning the relevance of such polymorphisms on the clinical outcome after
allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (allo-HSCT). We analysed the distribution
of the SNPs PD-1.1G/A (rs36084323) and PD-1.3G/A (rs11568821) genotypes of the donor, in
a cohort of 1485 allo-HSCT from HLA-identical sibling donors. A retrospective study was
performed in a cohort of 1,485 donor-recipient pairs, without taking HLA restriction into
account. The genotypes of two SNPs were analysed: PD-1.1G/A located in the promoter
region and PD-1.3G/A in intron 4. We found an increased risk of grades Il to IV graft-versus-
host disease (GvHD) in patients receiving grafts from homozygous donors for the G allele at
the rs36084323 SNP (P = 0.033; hazard ratio [HR] 2.2; 95% confidence interval [CI] 1.1 to 4.8)
and from homozygous donors for the A allele at the rs11568821 position (P < 0.001; HR 4.5,
95%Cl 2.0 to 10.1). In contrast, the PD-1 genotype of the donor did not show association with

overall survival or relapse incidence. These results suggest that the PD-1 genotype of the
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donor plays an important role for the development of acute GvHD after allo-HSCT from HLA-
identical sibling donors.

To sum up, this dissertation aims to continue the study of the impact of some genetic factors
that seem to be a barrier in tissue transplantation, especially in hematopoietic stem cell
transplantation (HSCT). Minor histocompatibility loci and SNPs of genes related to
coestimulation/inhibition molecules of the immune response that are able of modulating the

alloreactive capacity of T lymphocytes against mHag disparities were analysed.

The dissertation can mainly provide a larger cohort of donor-recipient couples that tries to
clarify the contradictory studies that exist about the therapeutic potential in the induction of
a graft-versus-tumor effect (GVTI) with a controlled graft-versus-host disease (GVHD) that is

the effect most important and life-threatening adverse event in allogenic transplantation.
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1. INICIOS Y EVOLUCION DE LA INMUNOTERAPIA Y EL TRASPLANTE
ALOGENICO DE PROGENITORES HEMATOPOYETICOS.

El creciente conocimiento acerca de los diferentes roles que juega el sistema inmune, ha
mostrado que este no solo nos defiende frente a invasores como bacterias o virus, sino que
también puede cumplir un papel en el control del crecimiento de células malignas. El sistema
inmune entonces tiene una enorme complejidad, estd compuesto por células equipadas de
diversas armas, que trabajan como un ejército, actuando ya sea directamente (inmunidad
celular) o a través de proteinas llamadas anticuerpos (inmunidad humoral) sobre elementos
extrafios al organismo (Aly 2020), esta respuesta inmunitaria se desencadena mediante vias
activadoras y/o inhibidoras complejas, mediadas por células, anticuerpos, receptores y

citoquinas.

El trasplante de progenitores hematopoyéticos es precursor de la terapia celular y la
inmunoterapia, estas terapias se basan en introducir elementos celulares alogénicos y/o
moléculas como anticuerpos o proteinas no propias del organismo, saltando o limitando los
controles que puedan desencadenar la activacién del sistema inmune frente a estos
antigenos; con el objetivo de restablecer o aumentar la respuesta inmune del receptor

(Inogés 2004).

La inmunoterapia ha revolucionado el tratamiento de las neoplasias mostrando respuestas
duraderas en aquellos pacientes que responden y, en otras enfermedades no neopldsicas esta
demostrando su potencial, sin embargo, su eficacia es variable en muchos grupos de
pacientes donde se esta investigando cuales son los factores o mecanismos que determinan

la evasion de las células tumorales a la accidn del sistema inmune (Chu 2020).

La inmunoterapia comprende un amplio grupo de tratamientos que ayudan o potencian la
capacidad del sistema inmune para combatir las células neoplasicas, incluyendo la terapia
celular, las vacunas, inhibidores de check-point, anticuerpos monoclonales y terapias
mediadas por citoquinas. La terapia celular adoptiva de células T (CAR T-cells), el trasplante
alogénico de progenitores hematopoyéticos y la infusidn de linfocitos del donante; estas tres

ultimas terapias consisten en formas de inmunoterapia que modifican genéticamente o



reemplazan el sistema inmune enfermo o ineficaz del paciente por uno que le permita

combatir la enfermedad (Aly 2020).

2. HISTORIA DEL TRASPLANTE ALOGENICO DE TEJIDOS Y DE PROGENITORES
HEMATOPOYETICOS.

En el antiguo Egipto ya existian los trasplantes de piel, con una barrera recurrente, si se
trasplantaba tejido de otra persona, el tejido moria o causaba reacciones de rechazo en el
receptor. Lainmunidad entonces era conocida, como la capacidad de algunos animales de no
verse afectados por procesos clinicos que mataban o enfermaban a otros similares. El
posterior avance en el estudio de lainmunidad llevé al desarrollo de la vacunacién por Pasteur
en 1885. Carl Jensen en 1903 intuyé que los homoinjertos fracasaban a causa de una reaccién
inmune, el cuerpo atacaba el tejido injertado como si se tratara de una infeccion. Hacia 1912,
Georg Schone observd que, si los homoinjertos de piel fracasaban y si se intentaba un
segundo injerto del mismo donante, este fracasaba aun mas rapido. Schéne determiné que
el organismo del receptor aprendia a reconocer las caracteristicas del injerto y asi los destruia

rapidamente (Barker 2013).

Los progresos en el estudio de la respuesta inmune al trasplante, se realizaron a partir de
1920, cuando James B. Murphy demostrd que los linfocitos jugaban un papel en el proceso
de rechazo de los injertos, entonces razond que al destruir los linfocitos conseguiria la
tolerancia del injerto, la supresion del sistema inmune la intenté mediante radiacidn, agentes
guimicos o extirpando el bazo (Barnes 1953). Peter Medawar demostré que el rechazo de los
injertos de piel realizados entre conejos y ratones genéticamente diferentes mostré
especificidad y memoria, caracteristicas atribuidas previamente a la respuesta inmune frente
a patogenos (Medawar 1944). Mitchinson comprobd que el rechazo de injertos de piel es
mediado por células y no por anticuerpos (Mitchinson 1953). En 1947 Peter Medawar,
mediante su trabajo en cultivo de tejidos, descubrid que el rechazo de tejidos trasplantados
de una persona genéticamente distinta ocurria mediante un mecanismo inmunoldgico, sin
embargo, este mecanismo era independiente de los entonces conocidos antigenos que se
producian mediante la vacunacion (Billingham 2010). Burnet y Fener en 1949,
complementaron los estudios de Medawar, al descubrir que el cuerpo podia distinguir entre

lo propio y lo no propio; sin embargo, los injertos trasplantados entre vacas gemelas eran
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tolerados, teorizaron entonces, que esta capacidad del cuerpo de diferenciar entre lo propio

y lo no propio ocurria en el periodo embrionario (Billingham 2010).

En 1953 Peter Medawar publicd finalmente que mediante el uso de ratones "quimera”, estos
ratones podian donar o recibir trasplantes de los ratones que les daban origen. Las
investigaciones de Medawar sobre la tolerancia inmunoldgica adquirida fueron la llave que
abrio paso al campo de la trasplantologia (Billingham 2010). Posteriormente, se comprobd
gue se podia reconstituir el tejido hematopoyético de animales irradiados, a partir de
elementos celulares obtenidos a partir del bazo o la médula dsea y, que estas células mas
adelante conocidas como células madre hematopoyéticas (HSC) pueden sobrevivir a la
criopreservacion. A fines de la década de los 80 y 90s Weissman demostrd que la médula
6sea de ratén contenia una alta proporcion de células madre hematopoyéticas (HSC) que

podrian repoblar todos los linajes hematopoyéticos.

Eventualmente los experimentos de Medawar sobre tolerancia inmune a trasplantes, se
extendieron a mamiferos y aves, comprobando que se podria reconstituir el tejido
hematopoyético Unicamente cuando se infundian injertos con HSC histocompatibles, sin
embargo, esos animales luego morian debido a diversas reacciones inmunomediadas. Estos
estudios mostraron que inducir tolerancia inmune en animales adultos era mas dificil, debido
a las reacciones inmunes bidireccionales entre tejido y receptor, como el rechazo a las células
o tejido del donante o el rechazo del receptor contra el injerto y otras reacciones
inmunomediadas de las células o tejido injertado contra el receptor; en este ultimo caso
encontramos dos fendmenos inmunes; el primero hoy conocido como: el efecto injerto
contra tumor (EICT) considerado uno de los objetivos del alo-TPH donde los linfocitos T del
injerto identifican antigenos provenientes de las células neoplasicas y desencadenan una
respuesta inmune para su control (efecto benéfico antitumoral); el segundo fenédmeno
inmune es la enfermedad injerto contra receptor (EICR), esta reaccién ocurre cuando el
injerto desencadena una respuesta inmune contra los tejidos del huésped de manera
indiscriminada incluyendo células tumorales y tejidos normales, este fendmeno provoca tasas
altas de morbilidad y mortalidad durante los primeros afios de historia del trasplante de

médula dsea.



Los avances en la comprension de los mediadores implicados en la aparicion de la EICR se
acompafiaron de la observacion de que la administracion de metotrexate era efectiva tanto
para la profilaxis como para el tratamiento de la EICR; esto ofrecid las herramientas necesarias

para intentar alo-TPH en humanos.

Los esfuerzos de investigadores por controlar el EICR y potenciar el EICT para el control de las
células neoplasicas, llevaron a que en la década de los 60 y 70s se determinara que los
linfocitos se componian de diferentes cepas de células con diferentes funciones (linfocitos T,
B, etc), y se encontrd que niveles bajos de linfocitos T contaminantes en fuentes parcialmente
purificadas de células madre hematopoyéticas pueden causar EICR, pero si las células T se
eliminan por completo, la recaida leucémica es mas probable, aunque ese riesgo podria
reducirse significativamente mediante la infusidon de linfocitos del donante (DLI) (Barker

2013).

A partir de 1957, con el desarrollo de anticuerpos monoclonales por Milstein y Kohler, se
facilitd el uso de reactivos altamente especificos para identificar y separar tipos celulares
mediante sus moléculas de superficie y, entre 1970 y 1980 Len Herzenberg mediante el uso
de activadores de fluorescencia activados fue crucial para definir un fenotipo y las funciones
de los subconjuntos de células linfoides y en general hematopoyéticas (Kohler 1957) (Hardy

2013) (Uchida 1992).

El origen del trasplante de tejido hematopoyético, basado en los trabajos de Medawar, vino
de la mano de dos investigadores, en primer lugar, Loutit en 1953, quien mostrd que era
posible la restauracidon de la hematopoyesis en ratones sometidos a radiaciéon, mediante la
infusion de células esplénicas obtenidas de cepas consanguineas (Barnes and Loutit 1953); en
segundo lugar, Donnall Thomas quien en 1957, informd por primera vez, que 6 pacientes
quienes habian sufrido ablacion o destruccién de su médula désea por radiacion vy
guimioterapia, recibieron trasplantes de médula dsea de donantes sanos, lo cual le merecié

el premio nobel (Thomas 1957).

En 1959, se reportaron dos alo-TPH en pacientes con leucemia linfoblastica aguda, tratados
con irradiacién corporal total (TBI), utilizando injertos de sus gemelos idénticos, la
recuperaciéon de la hematopoyesis se consiguié en semanas, pero, posteriormente los dos

fallecieron por progresiéon de la enfermedad. La primera serie exitosa de 3 pacientes



sometidos a alo-TPH debido a inmunodeficiencia congénitas se reportaron por Holland entre

1968 a 1969 (Barker 2013).

2.1. Conceptos y evolucion del trasplante de progenitores hematopoyéticos.

El trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH), es una transferencia de células
progenitoras hematopoyéticas (HSC) y linfocitos a partir de médula ésea, sangre periférica o
sangre de corddn umbilical, con el objetivo de restablecer la produccidn de células sanguineas
funcionales en pacientes que presentan una médula ésea y/o sistema inmune disfuncionales
o ineficientes (Davis 2000) (Bleakley 2004). A partir de 1980 el trasplante de progenitores
hematopoyéticos ha pasado de ser un tratamiento experimental, a ser el tratamiento
estdndar en un creciente nimero de enfermedades, porque ha demostrado ser una terapia
efectiva, muchas veces la Unica, para pacientes con leucemias agudas de alto riesgo. Después
de 60 afnos de investigacion, el alo-TPH, ha mejorado la supervivencia de los pacientes con
neoplasias hematolégicas y otras enfermedades no neoplasicas como enfermedades

autoinmunes o inmunodeficiencias severas en las cuales se emplea (Niederwieser 2019).

La disponibilidad de un registro internacional de donantes no emparentados alrededor del
mundo con ascendentes posibilidades de encontrar un donante compatible, el avance en las
técnicas de genotipificacion y preservacién de las células, el progreso de los cuidados de
soporte, el uso de inmunosupresores y uso de nuevas fuentes de progenitores
hematopoyéticos, han estimulado el creciente uso de este procedimiento en mayor cantidad
de patologias y pacientes de mayor edad (Gooley 2010) (E. D. Carreras 2019). Anualmente se
realizan en el mundo cerca de 40.000 alo-TPHs, segun el World Wide Network of Blood and
Marrow Transplantation, y su nimero continda incrementandose anualmente entre un 10 a

20% (Niederwieser 2019)(Figural).



Figural. Incremento progresivo en el numero de trasplantes de progenitores
hematopoyéticos (TPH), allogenic: alogénico; autologous: autdlogo; HSCT:TPH.
Extraido de "One and Half Million Hematopoietic Stem Cell Transplants (HSCT).
Dissemination, Trends and Potential to Improve Activity By Telemedicine from the Worldwide
Network for Blood and Marrow Transplantation (WBMT)." Niederwieser D, et al, 2019, Blood
134 (Supplement_1): 2035. https://doi.org/10.1182/blood-2019-125232.

3.MEDULA OSEA, HEMATOPOYESIS Y CELULAS MADRE HEMATOPOYETICAS.

3.1 Médula 6sea y hematopoyesis.

La médula ésea es un érgano que se encuentra en la cavidad interna y esponjosa de los huesos
largos y en los espacios trabeculares de los huesos planos. Esta cavidad esta formada por un
compartimiento vascular y un compartimiento hematopoyético. El compartimiento
hematopoyético estd compuesto por islotes de células de diferentes linajes celulares en
diferentes estados madurativos, que conforman la hematopoyesis (eritroblastica,
granulocitaria, monocitica, linfoide, megacariocitica como las mas destacadas), la matriz
extracelulary las células del estroma medular (macréfagos, osteoblastos, fibroblastos, células

adiposas y endoteliales) que funcionan como sistema de sostén de las células



hematopoyéticas, pero que también participan en la creacion de un microambiente mediante
la secrecion de citoquinas, moléculas de adhesién celular y factores de maduracion que

permiten y mantienen la hematopoyesis (Figura2).

La hematopoyesis es el proceso de formacién, renovacidon, maduracién y diferenciacion de
las células que conforman el tejido sanguineo (Taichman 2005). La médula désea tiene una
enorme capacidad de produccion células, las células sanguineas maduras, son continuamente
producidas por los llamados progenitores hematopoyéticos o Unidades formadoras de
colonias (UFC), que son células menos diferenciadas, comprometidas con un linaje celular
(ejemplo UFC mieloides o linfoides), a su vez esas UFC provienen de progenitores
hematopoyéticos multipotentes (con el potencial de diferenciarse en varios linajes celulares),
los cuales en ultima instancia son progenie de las llamadas células madre hematopoyéticas

(HSC) o progenitores totipotentes (Sieff 2022).

3.2 Células madre (Stem Cells) y trasplante de progenitores hematopoyéticos.

Las células madre de un tejido (Stem cells), son células indiferenciadas que aun no han
desarrollado estructuras o proteinas que identifican a ese tejido o linaje celular en particular,
sin embargo, poseen todo el potencial para desarrollarlas. Por lo tanto, las células madre
contribuyen a la creacion de todas las células maduras del cuerpo humano y son la base de
cada tejido y drgano. Las células madre en general, deben tener dos caracteristicas
importantes, en primer lugar, capacidad de autorenovacion (capacidad de proliferacién) y en
segundo lugar, gran potencial de diferenciarse en diferentes tipos celulares para conformar
todo tipo de tejidos, en el caso de la médula dsea, las células madre hematopoyéticas (HSC)
son capaces de repoblar todos los linajes celulares que conforman el tejido hematopoyético,
a partir de la generacidn de progenitores multipotentes y estos a su vez se diferencian en UFC
(Figura2). Por tanto, las HSC son capaces de restaurar un sistema hematopoyético entero en

un animal que ha sido irradiado de manera letal (Charitos 2021).



Figura2. Médula dsea, hematopoyesis y células madre o progenitores hematopoyéticos.
Adaptado de " La diferenciacidon de células de la hematopoyesis tipos de vectores ilustraciéon”™
de Vit Krajicek, 123rf.com.

La célula madre hematopoyéticas (HSC), representa menos de un 1% de toda la celularidad
de la médula ésea, es la primera célula madre adulta aislada y ampliamente estudiada, ese
conocimiento acumulado ha sido trasladado para su utilizacién clinica en el trasplante de
progenitores hematopoyéticos, para la conseguir la completa restitucién de la hematopoyesis

y el sistema inmune en un receptor (Skulimowska 2021).

Las HSC no son identificables morfoldgicamente, por lo cual se han utilizado marcadores de
superficie para identificarlas y purificarlas; en los humanos el marcador mas empleado es el
antigeno CD34 que no solo se expresa en las HSC, sino también en progenitores
hematopoyéticos mads diferenciados. En el campo del trasplante de progenitores

hematopoyéticos, el conteo de células CD34+ es utilizado clinicamente para determinar si el



injerto contiene suficiente volumen de HSC para lograr una correcta recuperacion de la

hematopoyesis.

La base tedrica de la utilidad del trasplante se cimenta en el potencial que tienen las HSC de
diferenciarse y generar progenie capaz de retener esta capacidad de autorenovacion bajo los
estimulos adecuados para restaurar la hematopoyesis después de recibir quimioterapia y/o
radioterapia a altas dosis (Copelan 2006). Sin embargo, a pesar del efecto antitumoral que
supone la quimioterapia y/o radioterapia a altas dosis usadas como acondicionamiento, aun
existe la posibilidad de recurrencia de la enfermedad, es entonces aqui, donde reside el
beneficio del uso de las HSC y los linfocitos obtenidos de un donante alogénico, el objetivo es
conseguir que las células tumorales residuales del paciente puedan ser reconocidas,
controladas o incluso eliminadas mediante la activacion de los elementos del sistema inmune

presentes en el injerto del donante (Bleakley 2004).

4. SISTEMA INMUNE, PATRONES DE RECONOCIMIENTO INMUNE E
INMUNOBIOLOGIA DEL TRASPLANTE ALOGENICO DE PROGENITORES
HEMATOPOYETICOS.

El funcionamiento del sistema inmune se ha estudiado desde un modelo que entiende el
reconocimiento antigénico como su propiedad fundamental (Chaplin 2010) (Flajnik 2010). A
través de la historia de la inmunologia, se ha mantenido el patrén “propio/no propio”, como
principio de estudio del reconocimiento inmune. Entendiendo el sistema inmune como el
mecanismo implicado en el mantenimiento de la integridad del organismo y su defensa frente
a amenazas externas como patdégenos y toxinas, asi como internas, como tumores vy

metabolitos tdxicos generados de forma enddgena.

El sistema inmune requiere estrategias de reconocimiento celular y molecular dindmicas, a su
vez estas estrategias son moduladas por la naturaleza del estimulo antigénico, la integridad
de los componentes del sistema inmune y el microambiente, lo cual determinara la
generacién de una respuesta de tolerancia o una activaciéon del sistema inmune que

desencadenara una respuesta inmune de proteccion (Flajnik 2010).

La tolerancia inmune, se refiere a la existencia de mecanismos reguladores, que permitan la

generacién de una respuesta inmune eficiente frente a antigenos, al tiempo que coexista una



estricta regulacion de la activacidon inmune para prevenir dafios; el objetivo de la tolerancia
inmune es en primer lugar, evitar una respuesta inmunoldgica frente a antigenos propios y,
en segundo lugar, evitar que una respuesta exagerada a antigenos induzca dafo tisular
colateral. Por tanto, la respuesta inmune debe ser capaz de activarse frente a un antigeno

externo (no propio) y al mismo tiempo generar una tolerancia a lo propio (lwasaki 2010).

Sin embargo, el patrén propio/no propio en el marco del reconocimiento inmunoldgico se ha
mostrado insuficiente para comprender como y qué desencadena la respuesta inmunoldgica,
ya que, el sistema inmunitario debe equilibrar la capacidad de generar la respuesta inmune
contra amenazas “reales” al organismo, sean externas (patégenos, toxinas) o internas (células
neoplasicas o metabolitos internos), al tiempo que debe ser tolerante con aquellos antigenos
internos (derivados del propio organismo sano o embriones) y externos con los cuales
convivimos o entramos en contacto cada dia en un sistema abierto como: el aire, los
alimentos, medicamentos o la flora bacteriana. Por tanto, se han usado otros patrones o
modelos en donde las categorias “inmundgeno” y “exdgeno” no son equivalentes (Flajnik

2010) (Liu 2016).

4.1. Sistema inmune innato y adaptativo.

El sistema inmune es la maquinaria desarrollada por los seres vivos a lo largo de afios de
evolucidon para defender al organismo de los patdégenos externos. Existen dos tipos de
inmunidad: mientras que el sistema inmune innato actia como primera linea de defensa,
usando para ello células constitutivas e inespecificas, el sistema inmune adaptativo es aquel
gue permite una respuesta de alta especificidad antigénica, facilitando ademas una eficaz
proteccién contra reexposiciones al mismo patégeno, mediante un mecanismo de memoria

inmunoldgica (Cunningham 2021).

Los mediadores de la respuesta innata representan la primera linea de defensa, pero poseen
una especificidad limitada, lo conforman: las barreras cutdaneo-mucosas, el sistema del
complemento y células con funcidn fagocitica (polimorfomucleares y macréfagos) y células
con capacidad citotéxica (células NK y linfocito T CD8+). Todos estos mediadores van a dar
lugar a una respuesta rdpida pero no especifica frente a cualquier patdgeno, este tipo de

respuesta implica por lo general, un proceso inflamatorio citotéxico que no involucra
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reconocimiento de antigenos necesariamente, sin embargo, se requieren mecanismos de
reconocimiento de antigenos propios que permitan evitar un ataque indiscriminado contra
elementos propios; en este sentido, la activacién de la células NK son un claro ejemplo, son
capaces de reconocer células infectadas por patdgenos y tienen importante actividad
antitumoral porque identifican en ellas la pérdida de expresion de moléculas de

histocompatibilidad clase | (Toche 2012) (Regueiro JR. 2011)(Figura3).

Figura3. Inmunidad innata mediada por células NK (Natural Killer).
Adaptado de " Biologia y patologia del sistemainmune™ Regueiro J.R. et al, Inmunologia, 2011,
Ed. Panamericana. Madrid.

Por otro lado, la inmunidad adaptativa vendra mediada por linfocitos B y T reguladores
(CD4+), el proceso de activacién de la inmunidad adaptativa requiere el reconocimiento de
antigenos, este proceso confiere capacidades de especificidad y memoria de las células
involucradas (linfocitos T y B), con el objetivo de mejorar la capacidad defensiva frente a

exposiciones sucesivas. La inmunidad adaptativa posee dos tipos de respuestas inmunes:

inmunidad celular e inmunidad humoral (Figura4).

La activacion de los linfocitos T, requiere la presentacién del antigeno por parte de una célula
especializada, como son las células dendriticas o los macréfagos tisulares, la presentacion del
antigeno requiere su unién a moléculas de histocompatibilidad tipo | o tipo Il. Esta interaccion
entre célula presentadora de antigeno y linfocito T se produce en lo que llamamos la sinapsis

inmunoldgica (Shape 2009). En esta sinapsis, la célula presentadora de antigeno expresa en
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su superficie una serie de péptidos procedentes de la degradacion de proteinas enddgenas.

Ill

Este sistema de presentacién de antigenos endégenos forma parte del “control de calidad”
del organismo, de manera que aquellas células que expresen péptidos que no son
reconocidos como propios por el sistema inmune sean eliminadas. Este es el mecanismo que
ayudard a eliminar células infectadas por virus o incluso células que hayan sufrido una

transformacién tumoral y presenten antigenos tumorales en su superficie (Toche 2012).

Figurad. Inmunidad adaptativa. Adaptado de "Visién panordmica del sistema inmune." ~
Toche Paola. 2012.Revista de medicina clinica Condes. 23:446-457. DOI: 10.1016/S0716-
8640(12)70335-8
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4.2. Sinapsis inmunoldgica.

El proceso de presentacidn antigénica requiere que los péptidos lleguen a la superficie celular.
Para ello y tras la degradacion de las proteinas en el proteasoma, los péptidos son
translocados al reticulo endoplasmatico a través de proteinas transportadoras (como es el
caso de TAP) y cargados en la zona de unién peptidica de las moléculas HLA de clase | (HLA-A,
-B 0 —C), estabilizadas tras la unién a beta-2 microglobulina. Una vez cargados los péptidos en
la molécula HLA, éste complejo es transportado hasta la membrana citoplasmatica de la célula
presentadora de antigenos. En el otro lado de la sinapsis, el linfocito T citotdxico expresa en
su superficie el receptor de célula T (TCR), que sera el encargado de reconocer al complejo
péptido-HLA. En caso de que el antigeno no sea reconocido como propio, se desencadena una
sefial de activacion del linfocito T. Sin embargo, es necesaria la presencia de una segunda
sefial para que la activacién del linfocito T sea efectiva. Esta segunda seial (o sefial de
coestimulacién) vendra dada por la union de la molécula CD28, expresada en la superficie del
linfocito T con las moléculas CD80 o CD86 de la superficie de la célula presentadora de
antigeno. Otras moléculas coestimuladoras presentes en el reconocimiento antigénico son

CD40 y su ligando CD154 (Figuras).

Una vez activado el linfocito T, se liberard interleucina 2, asi como enzimas responsables de
permeabilizar la membrana de la célula presentadora de antigeno (perforina) y de estimular

la apoptosis de dicha célula (granzima).

Debido al fendmeno de amplificacion de la respuesta, mas células efectoras seran reclutadas,
y los linfocitos T CD4 activaran la produccion de anticuerpos por parte de los linfocitos B. El
mecanismo por el que la activacidn linfocitaria cesa esta relacionado con la inhibicion de la
sefial de coestimulacidn: transcurridas unas horas desde la activacion, se empieza a expresar
en la superficie del linfocito T la molécula CTLA-4, una molécula que compite con CD28 para
su union a CD80 y CD86, pero con mayor afinidad. Asi, CTLA-4 desplaza a CD28 y esto genera
una segunda sefial que ya no es activadora, sino inhibidora. De esta manera, el sistema
inmune consigue que la activacidn no sea perpetua y que la amplificacidn de la respuesta no
llegue a producir dafios tisulares en células vecinas o fendmenos de autoinmunidad (Sherman

1993).
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Figura5. Representacion esquematica de la sinapsis inmunolégica. Adaptado de
“JCI0731720.f1.jpg" de http://josedeondarza.com/Bio406/Handouts/notes_05.htm.

4.3. Inmunobiologia del trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos.

En las ultimas décadas los mecanismos de control inmunoldgico encargados de iniciar y
mantener una respuesta inmune efectiva son mejor entendidos y por tanto actualmente es
posible saber que las células T del donante pueden inducir una respuesta antitumoral efectiva

(efecto injerto contra tumor EICT) (Davis 2000) (Bleakley 2004).

El interés actual del campo relacionado con la inmunologia tumoral es intentar que el sistema
inmune tenga una potente accidon antitumoral igual de efectiva que cuando actua contra
microorganismos; hoy en dia conocemos que este potente efecto mediado por las células T
CD8+ y CD4+ del donante esta dirigido hacia antigenos presentados por las células neopldsicas
gue son reconocidas como extrafias, sin embargo, el sistema inmune del receptor en la
mayoria de casos no es capaz de activar una respuesta contra estos antigenos tumorales,
previsiblemente por una deficiencia del mismo que puede ser causada por varios factores: el
primero, que al emerger las células neopldsicas de los tejidos propios del receptor, aunque
expresan antigenos tumorales estos no sean particularmente inmundgenos y el segundo que

el paciente tenga alterados los mecanismos que activan la maquinaria encargada del
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procesamiento y presentacion de antigenos o de la migracion de células efectoras al lugar de
localizacion de la neoplasia, en muchos casos como consecuencia de la produccion de

moléculas inhibidoras por las células neoplasicas (Storb 2001).

5. GENERALIDADES DEL TRASPLANTE DE PROGENITORES HEMATOPOYETICOS.

5.1. Definicion.

El trasplante de progenitores hematopoyéticos es la infusidn por via endovenosa de células
progenitoras hematopoyéticas (HSC) a un paciente para restaurar una hematopoyesis y
sistema inmune deficiente, generalmente empleado para tratar neoplasias generalmente
derivadas del tejido hematopoyético. Estas HSC pueden ser obtenidas a partir de la sangre
periférica, por extraccion directa mediante aspiracion de la médula dsea o a partir de la sangre

de cordén umbilical (Thomas 1975) (Figura6).

Figura6. Fuentes de progenitores hematopoyéticos. PBSC: progenitores hematopoyéticos de
sangre periférica. Adaptada de "HSCT (haematopoietic stem cell transplantation)“de
https://www.mssociety.org.uk/about-ms/treatments-and-therapies/disease-modifying-
therapies/hsct
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5.2 Tipos de trasplante de progenitores hematopoyéticos.

5.2.1. Trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos (alo-TPH).

El alo-TPH implica la trasferencia o infusién de progenitores hematopoyéticos obtenidos a
partir de un donante sano, que sea compatible genéticamente con el receptor. La
compatibilidad HLA es el principal determinante, por lo que inicialmente se intenta usar un
donante emparentado HLA idéntico, pero si esto no es posible se puede buscar un donante

no emparentado con una compatibilidad genética HLA elevada.

El alo-TPH tiene dos caracteristicas distintivas, en primer lugar, el inéculo no estd
contaminado con células malignas y, en segundo lugar, contiene linfocitos T capaces de
mediar una reaccion inmunitaria contra antigenos extrafios, como los que expresan las células

neopldsicas (Balassa 2019).

La base tedrica de la utilidad del trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos se
cimenta en el potencial que tienen las HSC del donante de diferenciarse y generar
progenitores capaces de retener esta capacidad de autorenovacion y diferenciacién bajo los
estimulos adecuados para restablecer todo el tejido hematopoyético (Copelan 2006). Del
mismo modo, las células neopldsicas emergen también de células progenitoras que
probablemente pierden el control sobre sus mecanismos de replicacion y diferenciacion
(Lessard 2003). Por esta razéon nos encontramos que, en muchas neoplasias derivadas del
tejido hematopoyético, a pesar de conseguir una remision de la enfermedad mediante el uso
de la quimioterapia, persisten células progenitoras neopldasicas con el potencial de permitir la
recurrencia de la enfermedad. Este concepto se conoce como enfermedad minima residual
(EMR). Se ha planteado que estas células neoplasicas residuales pueden ser controladas o
incluso eliminadas mediante la activacion del sistema inmune trasferido al paciente a partir

del injerto de un donante sano (Bleakley 2004).

Por tanto, el trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos, como terapia
antineoplasica, consiste en reemplazar el tejido hematopoyético defectuoso y con potencial
tumoral del paciente, por el de un donante sano a través de la transferencia de progenitores
hematopoyéticos capaces de generar en el paciente (receptor) un tejido hematopoyético

sano, pero, ademas este injerto aportara linfocitos T capaces de activar una respuesta inmune
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contra las células tumorales residuales, causando el denominado efecto injerto contra tumor
o injerto contra leucemia (EICT o EICL). Para conseguir este objetivo es indispensable primero
controlar o disminuir al minimo la carga tumoral o la EMR. Este EICT busca erradicar la
enfermedad y disminuir el riesgo de recaida. Sin embargo, cuando la respuesta inmunitaria
se dirige contra antigenos presentados en tejidos sanos del receptor, puede causar dafio
colateral y destruccion de estos tejidos, este efecto en la clinica se describe como enfermedad

de injerto contra receptor (EICR) (Balassa 2019).
5.2.2. Trasplante singénico de progenitores hematopoyéticos.

Su principal caracteristica es, el uso de HSC a partir de un donante gemelo idéntico, esto
garantiza una compatibilidad genéticamente idéntica a las del receptor, sus principales
ventajas son, en primer lugar, que no se asocia a EICR o rechazo del injerto, lo cual determina
un riesgo relativamente bajo de morbilidad y mortalidad asociada al procedimiento. En
segundo lugar, como en el trasplante alogénico convencional se garantiza la usencia de
contaminacion del injerto con células neoplasicas residuales. Su principal desventaja es la
poca capacidad de generar activacién del sistema inmune para conseguir el efecto injerto
contra tumor o leucemia (EICT o EICL) trasferido al paciente a partir del injerto de un donante
sano. Sin embargo, menos del 1% de pacientes tienen un gemelo idéntico, por tanto, no es

una opcidén terapéutica disponible en muchos casos (Balassa 2019).

5.2.3. Trasplante autdélogo de progenitores hematopoyéticos (auto-TPH).

En el auto-TPH se utilizan células madre hematopoyéticas extraidas del propio paciente; este
procedimiento se realiza principalmente para tratar neoplasias malignas como linfomas,

mielomas y algunas neoplasias derivadas de tejido germinal.

El fundamento principal del uso del auto-TPH es que estas las células cancerosas exhiben una
pronunciada curva dosis-respuesta a la quimioterapia y a la radiacién, pero la principal
limitacién de la administracion de altas dosis de quimioterapia o radioterapia es su efecto
mielosupresor que en algunos casos puede ser mortal. El auto-TPH permite la administracidon
de quimioterapia y/o radioterapia a altas dosis, (llamada durante el proceso de trasplante,
acondicionamiento) que provoca una aplasia o mielosupresién severa que dificulta la

restauracién de la hematopoyesis y del sistema inmune. Esta situacién es rescatada mediante
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la subsiguiente infusion de HSC obtenidas previamente del paciente y criopreservadas. Dichas
células madre, infundidas por via endovenosa permiten restablecer la hematopoyesis y la

inmunidad (Saijo 1997) (Figura7).

El auto-TPH también es un tratamiento prometedor para algunas enfermedades
autoinmunitarias, en las que se administra un tratamiento en dosis altas con el objetivo de
atenuar o reiniciar la respuesta inmunitaria autorreactiva y reconstituir la inmunidad a partir

de las HSC obtenidas del propio paciente (Burt 2002).

Las principales caracteristicas del auto-TPH son: el paciente es su propio donante y puede
emplearse en pacientes mayores con una morbimortalidad significativamente baja debido a
la ausencia de reacciones inmunomediadas de rechazo como la EICR, que se presentan en
trasplantes alogénicos. Sin embargo, las desventajas del auto-TPH son dos: a) la
administracion de quimioterapia a altas dosis puede asociarse a mayor toxicidad que la
administracion de quimioterapias a dosis convencionales y b) se asocia a una mayor
frecuencia de recidivas que el trasplante alogénico por la falta del efecto antitumoral mediado

por los linfocitos T del donante (Balassa 2019).

Figura7. Proceso de trasplante autélogo de progenitores hematopoyéticos (auto-TPH), HSC:
progenitores hematopoyéticos. Adaptada de “"HSCT (haematopoietic stem cell
transplantation)” de https://www.mssociety.org.uk/about-ms/treatments-and-
therapies/disease-modifying-therapies/hsct.
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6. Elementos clinicos del trasplante alogénico de progenitores
hematopoyéticos.

6.1. Histocompatibilidad y seleccion del donante

6.1.1. Complejo mayor de histocompatibilidad CMH y sistema HLA.

El descubrimiento a finales de los afios 50, del sistema de compatibilidad leucocitaria
antigénica humana CMH o HLA, supuso un eje fundamental en la historia del trasplante de
tejidos y le valio el premio nobel a Benacerraf, Dausset y Snell. A partir de los primeros
trasplantes de médula ésea publicados en 1957 por Donnall Thomas (Thomas 1957), se
desarrollaron estudios primero en animales luego trasladados a humanos, que llevaron a la
identificacién y reconocimiento del papel central, que juega la compatibilidad genética entre

donante y receptor en el éxito del trasplante de tejidos. (Juan 2012) (Snell 2014).

El trasplante alogénico involucra a un donante y un receptor que no son genéticamente
idénticos, por tanto, las células linfocitarias del donante trasplantadas pueden reaccionar
contra los tejidos del paciente, causando reacciones inmunomediadas diversas, tanto
beneficiosas para el control de la enfermedad tumoral residual (EICT), asi como reacciones
inmunitarias contra los tejidos sanos del donante que provocan un alto riesgo de
morbimortalidad relacionada con el procedimiento o EICR. El control de estas reacciones de
EICR no deseadas, requieren tratamiento inmunosupresor en su mayoria en el periodo peri-

trasplante.

El riesgo de aparicidon de la EICR estd determinado principalmente por el grado de paridad

genética entre donante y receptor en el sistema HLA.

Las moléculas del sistema HLA son codificadas por una regién gendmica que incluye multiples
genes responsables de la coordinacion de la respuesta inmunitaria, esta regién, se denomina
complejo mayor de histocompatibilidad CMH, pero, su importancia va mas alld de sus

funciones relacionadas con histocompatibilidad (Munshi 2020).

Las moléculas pertenecientes al sistema HLA son proteinas polimérficas expresadas en la
superficie celular, que regulan respuestas inmunes frente a antigenos mediante un proceso
de unidn, transporte a la superficie celular y presentacién de péptidos derivados de proteinas

enddgenas o exdgenas, procedentes por ejemplo de patdgenos o de células neoplasicas. La

19



expresion de las moléculas del sistema HLA se puede dar en cualquier célula nucleada del
organismo y es de gran importancia su expresion en las células presentadoras de antigenos.
Por tanto, las moléculas del sistema HLA desempefan una funcién central en la inmunidad
adaptativa, cuya funcion principal es la presentacion de péptidos o antigenos al receptor de
los linfocitos T para su reconocimiento y para la estimulaciéon de una respuesta inmune

(Yewdell JW 2003)(Figura8).

Adicionalmente también participan en el proceso de la activacién de la inmunidad innata
mediante la interaccién con receptores dispuestos en la superficie de las células citoliticas

Natural Killer (NK) (Regueiro JR. 2011) (Figura9).

Figura8. Modelo de presentacién de antigenos a los linfocitos T, mediante HLA tipo Il.
Adaptado de "Making sense of mass destruction: quantitating MHC class | antigen
presentation”. Yewdell JW,2003,Nature Reviews Immunology , 952—961 (2003). Doi:
10.1038/nri1250.
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Figura9. Modelo de presentacién de antigenos a través de las moléculas de HLA tipo I.
Adaptado de " Biologia y patologia del sistemainmune™ Regueiro J.R. et al, Inmunologia, 2011,
Ed. Panamericana. Madrid.

En el brazo corto del cromosoma 6 se localiza la zona génica que conforma el CMH, estando
esta region compuesta por cerca de 200 genes relacionados con el sistema HLA. Esta zona del
cromosoma que codifica el sistema HLA esta subdividida en tres regiones segun la clase de
HLA: clase |, clase Il y clase lll. La regién que codifica para el HLA clase | contiene genes que
codifican los antigenos HLA clasicos, siendo los mas importantes HLA-A, HLA-B y HLA-C por su
alta tasa de polimorfismo (Moalic. 2008). Estas moléculas HLA de clase | son expresadas en
practicamente todas las células nucleadas del organismo, encargadas de la presentacién de
antigenos a los linfocitos T citotoxicos (CD8+) y células NK, por tanto, las moléculas de HLA

clase | intervienen tanto en la inmunidad innata como en la adaptativa.

La regidon que codifica para HLA de clase Il contiene genes que codifican las moléculas, HLA-
DR, HLA-DQy HLA-DP. Los genes de la clase |l se expresan de forma constitutiva en un numero

muy restringido de tipos celulares especializados en la presentacién de antigenos (células
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presentadoras de antigenos y linfocitos B), como los son las células dendriticas y los linfocitos
B, encargados de presentar antigenos a los linfocitos T reguladores (CD4+), sin embargo,
pueden inducirse en otros tipos de celulares. La regién que codifica para el HLA de la clase llI
tiene genes menos conocidos, pero incluye una serie de genes relacionados con la respuesta

inmunitaria (Neefjes 2011) (Figural0).

La region codificante para las moléculas de HLA, se hereda como un solo conjunto de alelos
del CMH, descrito como haplotipo, de cada progenitor, lo cual resulta en agrupaciones de
genes del sistema HLA que tienden a heredarse y expresarse juntas. Los haplotipos se
preservan por seleccidon natural para dar ventajas de supervivencia, ademas los haplotipos
frecuentes dentro de una poblacién determinada parecen reflejar interdependencias
funcionales entre los mismos. Los haplotipos pueden ser diferentes en poblaciones

diferentes.

FiguralO. Region del brazo corto del cromosoma 6 que codifica para el CMH. Tomado de
“Comment est réalisé un typage HLA? How is HLA typing performed?” Moalic V., Réanimation
(2008) 17, 407—411. https://doi.org/10.1016/j.reaurg.2008.03.006

6.1.2. Seleccidon del donante.
6.1.2.1 Trasplante alogénico a partir de donante no emparentado.

Los mejores resultados del TPH alogénico se producen cuando el donante es un hermano o
familiar (DE) con los mismos haplotipos de HLA, asociandose el procedimiento a un menor
riesgo de rechazo del injerto y de EICR. Sin embargo, la probabilidad de que un hermano sea

HLA compatible es sdlo del 25%. Por tanto, en ausencia de un familiar compatible, la

22



alternativa cldsica la constituyen los donantes voluntarios no emparentados (DnE). Estos
donantes pueden localizarse gracias a su inscripcidn en los registros de donantes. El registro
oficial en Espafia es el Registro de Donantes de Médula Osea (REDMO), creado en 1991 por
la Fundacién Josep Carreras contra la leucemia. Este registro cuenta con mas de 200.000
donantes voluntarios, procedentes de todas las comunidades auténomas, y mas de 60.000
unidades de sangre de corddn almacenadas en nuestro pais. Adicionalmente, el REDMO tiene
acceso a los mas de 27 millones de donantes voluntarios internacionales, existentes en 75
registros de donantes repartidos en 53 paises de todo el mundo, y a las 680.000 unidades de

sangre de cordodn existentes en 53 bancos de corddn de 36 paises (Carreras 2022) (Figurall).

Las mejoras en las técnicas de genotipado del HLA, han permitido disponer de tipificacién HLA
de alta resolucién y poder identificar asi disparidades entre paciente y donante no
emparentado que habian pasado desapercibidas histéricamente, contribuyendo asi a una

mejor seleccidon de donantes.

Ademas de la compatibilidad HLA donante-receptor como requisito principal para llevar a
cabo el TPH, existen otra serie de valoraciones que deben ser consideradas para establecer la
idoneidad de un donante. Asi priorizamos donantes jovenes, si existen donantes compatibles
de distintas edades, priorizamos los donantes de sexo masculino y en caso de disponer de
donantes de sexo femenino priorizaremos donantes sin gestaciones previas que hayan

podido dar lugar a sensibilizacion antigénica HLA.

6.1.2.2. Trasplante alogénico a partir de sangre de cordon umbilical.

En 1989 la doctora Eliane Gluckman realizé en Paris el primer trasplante a un nifio de 8 afos
con Anemia de Fanconi, empleando sangre de corddn umbilical de una hermana compatible.
La evidencia sobre la disponibilidad de células madre hematopoyéticas (HSC) en la sangre de
corddn umbilical habia llevado a un interés sobre estas fuentes como potencial fuente para
restablecer la hematopoyesis tras administracion de quimioterapia a altas dosis. Las primeras
experiencias sugerian ademas que los linfocitos T presentes en la sangre de corddén umbilical
podrian ser especialmente tolerantes ante disparidades HLA, por lo que historicamente se
aceptan un numero moderado de disparidades HLA entre paciente y la unidad de sangre de

corddn umbilical como donante. La disponibilidad de unidades de sangre de corddn
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criopreservadas en bancos especificos vy la flexibilidad en |la exigencia de compatibilidad HLA

llevo a la expansion de dichos bancos de sangre de corddn umbilical (Niederhuber 2020).

Sin embargo, la principal desventaja de esta fuente de progenitores representa la dificultad
de disponer de una unidad con suficiente cantidad de HSC, si el receptor es una persona
adulta (Carreras 2022). Asimismo, la recuperacién hemoperiférica e inmunolégica mas lenta
gue cuando se usan donantes adultos ha hecho que el uso de esta fuente esté actualmente

en declive.

6.1.2.3. Trasplante de donante haploidéntico.

Es una modalidad de TPH realizado a partir de un donante con una compatibilidad del 50 %

en el HLA (por tanto: receptor y donante comparten un haplotipo).

Las primeras experiencias llevadas a cabo por el grupo de Perugia se basaban en la
administracion de una “megadosis” de células madre y una intensa deplecion de linfocitos T
del inéculo. Ademas del elevado riesgo de EICR severa, dicha estrategia se asociaba a una
intensa inmunosupresion post-TPH que daba lugar a multiples infecciones oportunistas, por
lo que inicialmente no trascendid el uso de este tipo de donantes. Sin embargo, actualmente
se han generalizado este tipo de trasplantes usando el modelo propuesto por el grupo de
Baltimore, consistente en usar ciclofosfamida post-trasplante para conseguir la eliminacion
de los linfocitos T altamente reactivos causantes de la EICR. Estos avances han hecho que los
resultados del trasplante haploidéntico mejoren de manera progresiva y por esta razén, su
empleo es cada vez mas frecuente en pacientes que no cuentan con un donante compatible
0 en casos en los que no hay tiempo suficiente para realizar una busqueda internacional o no

se dispone de una unidad de sangre de cordén adecuada (Carreras 2022).

Considerados en su conjunto, hermanos histocompatibles, una red internacional de donantes
no emparentados compatibles disponibles, unidades de sangre de cordén umbilical y
trasplantes haploidénticos hacen que hoy en dia, practicamente el 100 % de los pacientes que
tengan la indicacién, puedan recibir el trasplante alogénico de progenitores

hematopoyéticos.
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Indicacion de trasplante

~~

Tipificacion HLA de paciente y familia cercana
(hermanos, padres e hijos)

<~

'Donante emparentado histocompatible identificado|
S ~NO&~
'Busqueda de DnE|

DnE compatible identificado
g <\NoL-
Fuente alternativa

TPH Haploidentico o

Sangre de cordon
Fuente de HSC: S|
sangre periférica o médula osea

Escoger terapia de acondicionamiento e inmunosupresion
post-trasplante

TRASPLANTE (TPH)

Figurall. Proceso de selecciéon del donante para el trasplante alogénico de progenitores
hematopoyéticos (TPH). Elaboracién propia.

6.2. Fuentes de células madre hematopoyéticas (HSC).
En general se dispone de tres fuentes de progenitores hematopoyéticos CD34+, aspiracién
intradsea directa, movilizacion de HSC a sangre periférica con posterior aféresis para su

aislamiento y los progenitores obtenidos de la sangre de cordén umbilical (Figural2).
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Figural2. Fuentes de progenitores hematopoyéticos. Progenitores Hematopoyéticos de
sangre periférica (PBSC). Adaptada de "HSCT (haematopoietic stem cell transplantation)” de
https://www.mssociety.org.uk/about-ms/treatments-and-therapies/disease-modifying-
therapies/hsct.

6.2.1. Médula dsea.

Los progenitores se obtienen mediante aspiraciones de médula dsea seriadas realizadas con
aguja intradsea a nivel de cresta iliaca. Como ventaja se considera que el injerto es rico en un
repertorio directo de progenitores hematopoyéticos diversos y muy bajo contenido en
linfocitos T maduros, por tanto, se considera que el riesgo de EICR es mas bajo. Es la fuente

de eleccion para pacientes con aplasia medular severa.

6.2.2. Progenitores hematopoyéticos derivados de sangre periférica (PBSC).

La circulacién de progenitores hematopoyéticos CD34+ en sangre periférica es
extremadamente baja, por lo que no es suficiente para conseguir la celularidad necesaria para

un trasplante. Sin embargo, un gran volumen de progenitores hematopoyéticos CD34+
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pueden ser movilizados desde la médula ésea, mediante la administracién de medicamentos
gue son factores estimulantes de las colonias granulocitarias. Posteriormente se realiza una
aféresis de la sangre periférica mediante un catéter venoso central y un separador celular,
consiguiendo obtener una cantidad adecuada de progenitores hematopoyéticos para llevar a
cabo un trasplante. La desventaja de este tipo de fuente de progenitores radica en su mayor

contenido de linfocitos T maduros, con el consiguiente mayor riesgo de desarrollo de EICR.

6.2.3. Sangre de cordén umbilical.

Tal y como ya se ha mencionado, la sangre de cordén umbilical presenta una alta
concentracion de progenitores hematopoyéticos CD34+, ademds de contener linfocitos T
naive, menos reactivos que los linfocitos T maduros. Su principal desventaja radica en el
volumen limitado de HSC contenido en cada unidad de sangre de corddn, en el caso de

receptores adultos.

6.3. Proceso de realizacion del trasplante alogénico de progenitores
hematopoyéticos.

6.3.1. Acondicionamiento.

Una vez elegido el donante, obtenidas y criopreservadas las HSC CD34+, se procede a la
administracion del acondicionamiento. Se trata de la administracién al paciente de
guimioterapia en combinacién o no con radioterapia e inmunosupresores a altas dosis, en los

dias previos a la infusion de los HSC.
El acondicionamiento tiene varios objetivos:

e Crear espacio dentro de la médula désea para que los nuevos progenitores
hematopoyéticos puedan arraigarse, proliferar y diferenciarse.

e Eliminar las células tumorales residuales (Enfermedad minima residual o EMR).

e Inmunosuprimir o eliminar el restante sistema inmune competente del receptor
para permitir el prendimiento de la nueva hematopoyesis y adicionalmente prevenir

la reaccidon inmune o rechazo del injerto.
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Los regimenes de acondicionamiento tienen diferentes intensidades de mielosupresién para
la erradicacion de EMR y de inmunosupresidon para la prevencidon del rechazo del injerto.
Hablamos de regimenes denominados mieloablativos cuando la intensidad de la
quimioterapia y/o radioterapias utilizadas son capaces de erradicar todas las células madre
hematopoyéticas. Los regimenes mieloablativos se asocian a mayor toxicidad y mortalidad
relacionadas con el trasplante (MRT). Por el contrario, los regimenes de acondicionamiento
no mieloablativos provocaran citopenias de menor intensidad, pero linfopenia significativa.
Estos regimenes no mieloablativos (también llamados “de intensidad reducida”) permiten
realizar un alo-TPH en pacientes de mayor edad, aprovechando el efecto inmunitario del
injerto contra el tumor que provocan los linfocitos del donante y, por tanto, no seria necesaria
siempre la erradicacién completa del tejido hematopoyético del receptor. Los regimenes de
acondicionamiento de intensidad reducida se asocian a una disminucidn de la morbilidad y |a
mortalidad, pero se reservan para pacientes que no tolerarian el acondicionamiento
mieloablativo y para pacientes que reciben trasplantes alogénicos por enfermedades no

neoplasicas (Niederhuber 2020)(Figural3).

6.3.2. Procesamiento, preservacion e infusion de las HSC.

El procesamiento y manipulacién de la HSC incluye, reducciéon de volumen, filtracién para
remover impurezas, hematies, para la posterior criopreservacion mediante la adicidon de 10%
de dimetilsulféxido. Una vez administrado el régimen de acondicionamiento las HSC son

infundidas por via endovenosa idealmente mediante una via central (Figura 13).
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Figuras13. A. Seleccidn y preservacion de HSC (Progenitores hematopoyéticos). B. Proceso
de realizacion del trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos (alo-TPH). EICR:
Enfermedad injerto contra receptor. Adaptada de Adaptada de "HSCT (haematopoietic stem
cell transplantation)” https://www.mssociety.org.uk/about-ms/treatments-and-

therapies/disease-modifying-therapies/hsct.
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6.3.3. Prevencion de la enfermedad injerto contra receptor (EICR).

La seleccion del donante mdas idéneo posible, la mejor fuente de progenitores
hematopoyéticos y el régimen de acondicionamiento lo mds personalizado posible,
constituyen las primeras medidas de control de factores de riesgo para evitar la EICR, que es
la principal responsable de la morbimortalidad del alo-TPH. La administracion de un régimen
de profilaxis de la EICR es el otro componente fundamental para mejorar el resultado del alo-
TPH, consiste en la administracion de medicamentos inmunosupresores de manera

prolongada iniciando los dias posteriores a la infusién de los HSC.

La profilaxis farmacoldgica de la EICR fundamentalmente busca disminuir o debilitar la
aloreactividad hacia los tejidos del receptor a diferentes niveles de la respuesta inmune
linfocitaria del sistema inmune del injerto, desde el proceso de presentacién antigénica,
pasando por la activacidn linfocitaria y hasta la proliferacién celular (Carreras 2022)(Tabla 1)

(Figural4).

Tablal. Inmunosupresores mas usados en los regimenes de profilaxis de la EICR.

Medicamento Via administracién | Monitorizacion
Corticoides EV endoveosa NO
-Metilprednisolona / Prednisona VO via oral

Inhibidores de la calcineurina EV o VO SI
-Ciclosporina o Tacrolimus

Inhibidores del mTOR (Mammalian target of VO Sl

rapamycin) -Sirolimus
Inhibidores de la IMD (Inosina monofosfato

deshidrogenasa) EV o VO NO/SI
-Micofenolato mofetil

Agentes alquilantes EV NO
-Ciclofosfamida

Antimetabolitos EV NO/SI
-Metotrexate

Inmunoglobulinas EV NO

-Inmunoglobulina antitimocitica (ATG)
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Figurald. Lugar de acciéon de los inmunosupresores de la respuesta inmune. MMF
(Micofenolato mofetil), MTX (metotrexate), Cy (ciclofosfamida). Adaptada de "Visién
panoramica del sistema inmune", Toche Paola, 2012,Revista de medicina clinica
Condes. 23:446-457. DOI: 10.1016/5S0716-8640(12)70335-8.

6.4. Complicaciones del trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos.

6.4.1. Generalidades de las complicaciones.

El proceso de presentacién de complicaciones generales y frecuentes que sufre el receptor a
partir del dia de la infusién de las HSC del donante considerado como el dia 0 del
procedimiento, sigue un patron temporal predecible, como se muestra en la Figura 15. De
manera general, se considera que los primeros 100 dias del procedimiento son el momento
de mayor riesgo de complicaciones relacionadas con un elevado riesgo de mortalidad,
posteriormente el riesgo disminuye progresivamente. Durante las primeras semanas el
escenario clinico esta dominado por las consecuencias derivadas de la toxicidad directa sobre

el organismo del régimen de acondicionamiento e inmunosupresor empleado para la
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profilaxis de la EICR, adicionalmente las complicaciones infecciosas debido a la intensa
mielosupresion granulocitaria, a la necesidad de dispositivos invasivos como catéteres y la
disrupcidn de las barreras mucosas, son el segundo factor de mortalidad en este primer
periodo. La amplia experiencia adquirida en el intenso manejo de soporte en régimen de
hospitalizacidn y aislamiento del paciente durante este periodo ha logrado que la mortalidad
durante este periodo no represente una barrera para la realizacion del procedimiento

(Niederhuber 2020).

En un segundo periodo del trasplante aparecen las complicaciones que son la principal
barrera para el éxito del trasplante, son las relacionadas con la aparicion de reacciones
inmunitarias que provocan, el fallo y/o rechazo de implante del injerto por parte del receptor
o bien la enfermedad injerto-contra receptor. Si estas complicaciones se presentan se puede
extender el tiempo de administracién del régimen inmunosupresor para la profilaxis y/o
tratamiento de la EICR, lo cual se asocia a complicaciones infecciosas causadas por
microorganismos oportunistas y por la reactivacion de infecciones virales, como la infeccidn

por citomegalovirus (Carreras 2022).

La tercera etapa ocurre mads allad del dia 100 del trasplante y se extiende hasta que hay
evidencia de recuperacién de la inmunidad adaptativa con tolerancia inmune, momento en
el cual es posible reducir o incluso suspender de manera definitiva el régimen de profilaxis de
la EICR. Las complicaciones que aparecen en esta etapa son de cardcter mas cronico y

requieren un manejo multidisciplinar por su complejidad.

7. ENFERMEDAD INJERTO CONTRA RECEPTOR (EICR).

7.1. Fisiopatologia de la enfermedad del injerto contra el receptor.

La enfermedad injerto contra receptor (EICR) es la principal complicacién del trasplante
alogénico de progenitores hematopoyéticos (alo-TPH). Esta condicionada por diferencias
antigénicas entre donante y receptor que provocan una reaccién inflamatoria de intensidad
variable que puede llegar a comprometer la vida del paciente. Tiene dos formas de
presentacion, aguda y crdnica, con caracteristicas clinicas, inmunolégicas e histolégicas

particulares. Se caracteriza por una reaccidon inmune selectiva que afecta preferentemente a
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la piel, el tracto gastrointestinal y el higado, y ocasionalmente a las glandulas exocrinas y los

bronquios (Von Domarus 2020).

En la fisiopatologia de la EICH aguda se distinguen tres fases: la tormenta de citocinas

provocada por el régimen de acondicionamiento, la activacion de células Ty la fase efectora.

Los procesos que van a desencadenar la EICR aguda comienzan en la fase de preparacion pre-
trasplante. Durante este periodo, el dafio tisular provocado por la quimioterapia y/o
radioterapia de acondicionamiento induce la produccién por parte de células activadas, de
citocinas proinflamatorias como el TNF-q, la IL-1 y IL-6 y factores de crecimiento como el GM-
CSF, promoviendo el aumento en la expresidon de moléculas de adhesidon y complejos mayores
de histocompatibilidad. En una segunda fase, se produce la activaciéon de las células T del
donante. Esta fase incluye la presentacion antigénica, la activacién de los linfocitos T del
injerto y la proliferacion y diferenciacion de estas células activadas. Cuando las células CD4+
y CD8+ ingresan al torrente sanguineo, interactlian con las células presentadoras de antigeno
(Zeiser 2004) (Visentainer 2003). Si existen diferencias en el complejo mayor de
histocompatibilidad, las células del injerto desencadenan una EICR. En el lecho capilar, las
células T del injerto interactian con las células endoteliales y se exponen a nuevos
aloantigenos. Las células T activadas secretan citocinas tipo Th1, especialmente IL-2 e IFN-y.
La IL-2 es producida por las células CD4+ del injerto ya en los primeros dias post-trasplante.
La IL-2 produce la activacion de las células CD8+ del injerto y el IFN estimula la produccidon de
multiples citocinas en los macréfagos, amplificando de esta manera la cascada de eventos
inmunoldgicos que desencadenan la EICR. El balance entre citocinas Thly Th2 es critico para
la presentacién de la EICR aguda. El incremento de citocinas Th2 como la IL-4, se relaciona
con una menor frecuencia de EICR. A igual nimero de linfocitos T infundidos, la utilizacion de
progenitores hematopoyéticos movilizados con G-CSF disminuye el riesgo de EICR y reduce el
fallo de injerto al cambiar el perfil de citocinas por aumento de las de tipo Th2. Altos niveles
de citocinas inmunosupresoras como la IL-10 (Ju 2003), o el pretratamiento de las células
CD4+ con esta citocina (MacDonald 2003), se relacionan con modulacién y regulacién de la
respuesta inmune en la EICR. En la tercera fase, o fase efectora, los linfocitos grandes
granulares (células NK) son responsables de los efectos citoliticos que se incrementan por los

mediadores inflamatorios y las citocinas. La respuesta inflamatoria amplifica el dafio celular
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al estimular la sintesis de TNF-a, IL-1a e incrementar las moléculas HLA clase Il y de adhesion

ICAM-1, en la piel y el tracto digestivo. (Ferrara 2009)(Figural5).

Durante el régimen de acondicionamiento, pueden producirse grandes cantidades de
lipopolisacdrido (LPS, endotoxina), especialmente a nivel de piel y mucosas del tracto
gastrointestinal; en la fase efectora, el LPS estimula en la piel a los queratinocitos y en la
dermis y el tracto gastrointestinal a los fagocitos mononucleares para la produccién de TNF-
a, que produce dafio directo del tejido al inducir la muerte celular por apoptosis. Los agentes
virales también agravan la EICR y son factores predisponentes para su presentacion; entre
estos destaca la infeccidn por citomegalovirus, el cual estimula el fendmeno inflamatorio y la

produccién de citocinas tipo Th1l.

Figural5. Fisiopatologia de la Enfermedad injerto contra receptor aguda. CPA: células
presentadoras de antigeno. FNT o TNF: Factor de necrosis tumoral, IL1: interleuquina
1, LPS: Lipopolisacaridos, Thl: T helper, LTC: Linfocito T citotdxicos. Adaptada de
"Graft-versus-host disease." Ferrara JLM et al, 2009. "Graft-versus-host disease."
The Lancer 373:1550-61. DOI:10.1016/5S0140-6736(09)60237-3.
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7.2. Determinantes genéticos de la enfermedad injerto contra receptor.

En un modelo de trasplante de tejidos, el grado de activacién del sistema inmune del donante
estd determinado por varios factores, pero el determinante fundamental es el grado de
histocompatibilidad donante-receptor determinado por estas polimdrficas moléculas de
histocompatibilidad (MHC o HLA) tipo | y Il, que presentan péptidos (antigenos) a las células
T del donante en la superficie celular. Estos péptidos son obtenidos a partir de proteinas
intracelulares o extracelulares previamente degradadas. Las células T del donante pueden
entonces desencadenar una reaccion de rechazo ante antigenos propios del receptor. Este
rechazo a los antigenos del receptor es el causante tanto del efecto clinico injerto contra
tumor, resultado antitumoral (buscado para el control de la neoplasia), asi como de la
enfermedad injerto contra receptor (EICR) (Bleakley 2004) efecto no deseado y principal

causante de mortalidad.

Entre un 25 y un 50% de los pacientes que reciben un trasplante alogénico a partir de un
donante familiar HLA idéntico desarrollan enfermedad injerto contra receptor, siendo este
porcentaje superior cuando el donante es no relacionado. Esta complicacion es la principal

causa de mortalidad asociada con el procedimiento.

Conocemos que el principal factor de riesgo para el desarrollo de la EICR en el trasplante
alogénico es la incompatibilidad HLA de donante-receptor, razén por la cual es mayor su
incidencia en trasplantes de donante no emparentado (DnE). En menor medida intervienen
otros factores como la alosensibilizacidon previa del donante, relacién de género donante-
receptor, edad del paciente, el régimen de acondicionamiento, la fuente de progenitores, la
cantidad de linfocitos T del producto infundido, el tipo de profilaxis para la EICR recibido
durante el procedimiento o la serologia de citomegalovirus (CMV) (Ferrara 2009) (Carreras

2022).

Se han descrito diversos factores genéticos que pueden favorecer la aparicién de la EICR a
pesar de la compatibilidad HLA entre donante y receptor, tales como la presencia de
disparidades HLA no detectadas por métodos de tipificacion convencional, la disparidad en
antigenos menores de histocompatibilidad, la existencia de polimorfismos en genes
productores de citocinas o el metabolismo de farmacos y en los Ultimos afios cada vez con

mayor interés, los polimorfismos de genes relacionados con la sinapsis inmune que implica a
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moléculas que participan en el proceso de coestimulacion/inhibicion de la respuesta inmune

del linfocito T (Lin 2003) (Holler 2006) (Oostvogels 2016)(Figural6).

Figural6. Presencia de polimorfismos (SNPs) y Enfermedad injerto contra Receptor (EICR) vs
Efecto injerto contra tumor (EICT). Tomado de "Minor histocompatibility Ags: identification
strategies, clinical results and translational perspectives." QOostvogels O, et al, 2016, Bone
Marrow Transplanation 51:163-71. DOI: 10.1038/bmt.2015.256.

7.2.1. Papel de las disparidades del sistema HLA.

El complejo mayor de histocompatibilidad humano (HLA) es el sistema genético mas
polimérfico que existe. Consta de moléculas de clase | (HLA-A, -B y—C) y de clase Il (HLA-DRB1,
-DQB1 y —DPB1)2. Cada individuo expresara dos moléculas distintas de cada uno de los loci
de clase | en todas sus células nucleadas en caso de heterocigosidad, afadiendo la expresion
de dos moléculas de cada uno de los loci de clase Il en aquellas células con capacidad de
presentacion de antigenos. Actualmente hay descritos 1193 alelos de HLA-A, 1800 de HLA-B,
829 de HLA-C, 902 de HLA-DRB1, 112 de HLA-DQB1 y 141 de HLA-DPB1, en base al numero
de secuencias descritas (Mackay 2000). Cuando un paciente tributario de trasplante alogénico
no dispone de un donante familiar HLA idéntico debe iniciarse una bisqueda de donante no
emparentado. La primera limitacidn para el éxito de esta busqueda vendra dada por las
caracteristicas étnicas del paciente: mientras un paciente caucdsico puede encontrar un
donante HLA-A-B-DRB1 idéntico con relativa facilidad, no ocurre lo mismo cuando el paciente

pertenece a poblaciones étnicas con escasa representacidén en los registros nacionales e
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internacionales de donantes voluntarios. Esto se debe a la distinta frecuencia de distribucidn

de alelos y haplotipos HLA que se observa en poblaciones genéticamente dispares.

Clasicamente, la identificacion de un donante no emparentado “HLA-idéntico” se realizaba
mediante serologia para HLA-A y —B y por técnicas de PCR de alta resolucién para HLA-DRB1
(PCR-SSP, PCR-SSOP o secuenciacion directa). Posteriormente, al poder disponer de métodos
de tipificacion HLA que nos permitian disponer de alta resolucién tanto para HLA de clase |
como de clase Il, se puso de manifiesto en estudios retrospectivos que muchos de los
trasplantes no emparentados realizados se habian llevado a cabo a través de disparidades
HLA no detectadas, tanto por diferencias en subtipos moleculares de una misma especificidad
seroldgica de HLA-A o -B (ej: A*02:01 versus A*02:05; ambos son tipificados como HLA-A2),
como en loci HLA no tipificados rutinariamente (HLA-Cw, -DQB1 o —DPB1). Diversos estudios
pusieron de manifiesto laimportancia de la identidad molecular tanto en HLA de clase | (HLA-
A, -B, -C) (Davies 1995) (Speiser 1996) (Sasazuki 1998) (Petersdorf 1997) (Nagler 1996) como
en HLA de clase Il (HLA-DRB1, -DQB1, -DPB1) entre paciente y donante no emparentado para
el éxito del trasplante (Petersdorf 1995). Actualmente, la tipificacién de HLA-A, -B, -C, -DRB1
y —DQB1 de alta resolucidn se practica rutinariamente antes de la realizacién de un trasplante
no emparentado. Por el contrario, la tipificacion de HLA-DPB1 se considera optativa, ya que
hasta un 80% de los individuos no emparentados considerados “HLA-idénticos” presentaran
disparidad en este locus, por la existencia de una elevada posibilidad de recombinacién en
este punto del genoma (Petersdorf 1996) (Petersdorf 1993). De hecho, el Grupo espaiiol de
trasplante hematopoyético (GETH) identificé que incluso un 6% de los hermanos HLA-A-B-
DRB1 idénticos presentan disparidad en HLA-DPB1, asocidandose dicha disparidad con mayor

incidencia de EICH aguda (Gallardo 2004).

7.2.2. Antigenos menores de Histocompatibilidad

Si un elevado porcentaje de pacientes que reciben un trasplante a partir de un hermano HLA-
idéntico aun presentan grados severos de EICR. Una de las posibles explicaciones para ello

seria la presencia de disparidades en un grupo de antigenos distinto al HLA o complejo mayor
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de histocompatibilidad (CMH). Esta independencia del CMH ha motivado el nombre de

“antigenos menores de histocompatibilidad”.

Los AMiH fueron descritos como moléculas peptidicas de 8-10 aminodcidos (Aa) obtenidas a
partir de la degradacién de proteinas enddgenas altamente polimdrficas. Estos pequefios
péptidos son presentados al sistema inmune a través de moléculas HLA y que proceden del
procesamiento de proteinas endégenas. Estos polimorfismos en su mayoria son de tipo SNP
(single nucleotide polymorphism) y suelen tener dos alelos, uno de los cuales resulta
inmunogénico cuando es presentado a los linfocitos T del donante. Dichos SNPs generalmente
provocan un cambio en la secuencia de la proteina, de tal manera que, cuando el receptor es
portador del alelo inmunogénico y el donante no lo es, se desencadena un reconocimiento
de dicho antigeno por las células T del donante y por tanto activacién de la respuesta inmune

(Goulmy 1996) (Chao 2004)(Figurals).

Los mecanismos que hacen un alelo inmunogénico son diversos: mayor afinidad por la
molécula HLA de restriccion, procesamiento diferencial por parte del proteasoma, déficit de
transporte intracelular por TAP o incluso por delecién del propio gen (Brickner 2006). Por el
contrario, la no inmunogenicidad de un alelo se da como consecuencia de que las proteinas
resultantes, no generan ninguna respuesta inmune porque el polimorfismo introducido no les
permite ser presentadas por las moléculas HLA, otras en cambio son presentadas con éxito;

teniendo la posibilidad de ser reconocidas y toleradas por el sistema inmune.

Otra caracteristica importante de los antigenos menores de histocompatibilidad es su
distribucidn tisular: algunos como HA-1 o HA-2 estan restringidos a células de estirpe
hematopoyética incluyendo aquellas de las cuales derivan las neoplasias hematopoyéticas,
por lo cual estdn en el punto de mira de todos aquellos grupos que trabajan en inmunoterapia
de neoplasias hematoldgicas, mientras que otros como HA-8 o H-Y se expresan en todas las

células del organismo. (Summers 2020)(Figural7).
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Figural7. Relacidn entre restriccion de expresion de AMiH en los tejidos y la presentacion de
EICR (Enfermedad injerto contra receptor) y el efecto injerto contra tumor (EICT o EICL).
Tomado de "Minor Histocompatibility Antigen-Specific T Cells” Summers C., 2020, Frontiers
in Pediatrics. https://doi.org/10.3389/fped.2020.00284
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HA-1 es posiblemente el antigeno menor de histocompatibilidad mejor estudiado: se trata de
un nonapéptido con 2 alelos (HA-1H y HA-1R) que procede de la degradacion de una proteina
codificada por el cromosoma 19. El alelo H es el inmunogénico, gracias a una mayor afinidad
por la molécula de HLA-A*02:01, que es su elemento de restriccion. Se ha descrito la
correlaciéon de una disparidad en este antigeno menor con un aumento de incidencia de EICR
aguda en trasplante alogénico de donante familiar HLA idéntico sin manipulacién del injerto

(Gallardo 2001).

Otro antigeno menor es, HA-8 que también se expresa en todas las células del organismo y
estd restringido por HLA-A*02:01. Se ha descrito una correlacidn entre la disparidad en este

antigeno con EICR aguda y con una peor supervivencia (Akatsuka 2003) (Pérez-Garcia 2005).

También son antigenos menores de histocompatibilidad los genes del cromosoma Y que
codifican proteinas polimérficas, como SRY, SMCY, TMSB4Y, UTY, RPS4Y o DBY. Seran los
responsables de la mayor incidencia de EICR aguda cuando el receptor es varén y el donante

es mujer.

Otros antigenos menores humanos menos estudiados son HA-2, HA-3, HB-1, ACC-1, ACC-2,
ACC-6, SP110, PANE1, UTA2-1 y UGT2B17. La disparidad en los antigenos menores ACC-1y
UGT2B17 se han relacionado con la aparicién de EICR aguda (Nishida 2004) (McCarroll 2009).
En cambio, no hay actualmente estudios clinicos fiables que nos indiquen la relevancia clinica
de otros antigenos menores como HA-2, HA-3, HB-1, ACC-2, SP110 o PANE1. La Tabla2 y
Figural8, muestran la nomenclaturay restriccion tisular de los principales antigenos menores

de histocompatibilidad (Akatsuka 2007).
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Tabla 2. Antigenos menores de histocompatibilidad humanos.

Nombre Péptido Restriccion Cromosoma | Proteina Expresion
inmunogénico HLA
HA-1 VLHDDLLEA HLA-A*0201 | 19p13.3 HA-1 T. hematopoyético
HA-1/B60 KECVLHDDL HLA-B60 19p13.3 HA-1 T. hematopoyético
HA-2 YIGEVLVSV HLA-A*0201 | 7p12—p13 Miosina 1G T. hematopoyético
HA-3 VTEPGTAQY HLA-A*0101 | 15924-q25 | Lymphoid Blast | Ubicua
Crisis Oncogene
HA-8 RTLDKVLEV HLA-A*0201 | 9p24.2 KIAA0020 Ubicua
HB-1 EEKRGSLHVW | HLA-B*44 5q32 Desconocida Linfocitos B
ACC-1 DyLQYVLQI HLA-A*24 15q24.3 BCL2A1 T. hematopoyético
ACC-2 KEFEDDIINW HLA-B*44 15q24.3 BCL2A1 T. hematopoyético
SP110 SLPRGTSTPK HLA-A*0301 | 2937 SP110 nuclear T. hematopoyético
body protein
PANE1 RVWDLPGVLK | HLA-A*0301 | 22913 PANE1 Células linfoides
UGT2B17/A29 | AELLNIPFLY HLA-A*2902 | 4913 uUGT2B17 Cél. dendriticas y
linfocitos B
UGT2B17/B44 | AELLNIPFLY HLA-B*44 4913 uUGT2B17 Cél. dendriticas y
linfocitos B
LRH-1 TPNQRQNVC HLA-B*0702 | 17p13.2 P2X5 T. hematopoyético
LB-ECGF-1H | RPHAIRRPLAL | HLA-B*07 22913 ECGF-1 T. hematopoyético
CTSH/A31 ATLPLLCAR HLA-A*31 15924-q25 | Catepsina H Linfocitos B
CTSH/A33 WATLPLLCAR HLA-A*33 15924-q25 | Catepsina H Linfocitos B
LB-ADIR-1F SVAPALALFPA | HLA-A*02 1925.2 TOR3A Desconocida
ACC-6 MEIFIEVFSHF HLA-B*44 18921.33 HMSD Desconocida
A1/HY IVDCLTEMY HLA-A*01 Yq1i1 USP9Y Ubicua
A2/HY FIDSYICQV HLA-A*02 Yq11.1 SMCY Ubicua
A33/HY EVLLRPGLHFR | HLA-A*33 Yq1i1 TMSB4Y Ubicua
B7/HY SPSVDKARAEL | HLA-B*07 Yq11.1 SMCY Ubicua
B8/HY LPHNHTDL HLA-B*08 Yq11 Uty Ubicua
B52/HY TIRYPDPVI HLA-B*52 Yq11.3 RPS4Y1 Ubicua
B60/HY RESEEESVSL HLA-B60 Yq11.1 Uty Ubicua

T. hematopoyético*: Tejido hematopoyético.
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Figural8. Nomenclatura y funcién del polimorfismo de los principales antigenos menores de
histocompatibilidad. mHag: antigenos menores de Histocompatibilidad. CMH, Complejo
mayor de Histocompatibilidad, TAP: proteina trasportadora. Tomado de "Minor
histocompatibility antigens as targets for immunotherapy using allogeneic immune
reactions." Akatsuka Y, et al, 2007, Cancer Science 98:1139-46. DOI: 10.1111/j.1349-
7006.2007.00521.x

Se ha descrito y probado en disefios experimentales, el papel de los antigenos menores de
histocompatibilidad, su inmunogenicidad y por tanto su capacidad de generar respuesta
inmune inducida por linfocitos T CD8+ y CD4+ con un potente potencial efecto injerto contra
tumor, en el contexto del trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos (alo-TPH);
sin embargo la disparidad de estos antigenos entre donante y receptor puede inducir a la par
una fuerte respuesta tipo EICR, ya que como ya se menciond, estos péptidos restringidos y
presentados por determinados antigenos HLA no solo se encuentran en el tejido
hematopoyético y su contrapartida neoplasica, sino que también se pueden expresar en los
tejidos sanos del receptor. Por esta razdon, a pesar tener un donante emparentado
histocompatible, los pacientes que reciben este tipo de trasplante, tienen una incidencia
elevada de enfermedad injerto contra receptor (EICR), considerada la principal causa de

mortalidad en este tipo de procedimientos.
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La comprensiéon y andlisis del impacto de los AmiH y la activacion del sistema inmune en
respuesta a estos, pueden conducirnos a una mejor prediccion del resultado clinico tras el

trasplante, ademas de proveer un blanco para el desarrollo eficaz de la inmunoterapia.

Un reciente estudio multicéntrico del European Bone Marrow Transplantation EBMT16
mostrdé una asociacién entre la disparidad de sexo (donante mujer / receptor varén) y la
disparidad HA-8 con una mayor incidencia de EICH aguda (Spierings 2013). Por el contrario, la
disparidad en antigenos menores de histocompatibilidad restringidos a tejido
hematopoyético parece asociarse a mejor supervivencia libre de enfermedad y mejor

supervivencia global, pero sélo en pacientes que presentan EICR.

Aun queda mucho trabajo por hacer en lo que respecta a determinar la relevancia clinica de
la presencia de disparidades en antigenos menores de histocompatibilidad, pero
principalmente se estd explorando la posibilidad de usar como diana terapéutica aquellos

antigenos menores con expresion restringida a tejido hematopoyético.

El grupo espafiol de trasplante (GETH) desde 1999 esta trabajando en identificar la relevancia
de las disparidades entre donante-receptor de los antigenos menores de histocompatibilidad
y su impacto en el resultado del trasplante de progenitores de donante emparentado HLA
idéntico (Ardstegui 2000). En 2001 el grupo espafiol publicé la relacidn entre la disparidad de
HA-1 y una elevada incidencia de EICR (Gallardo 2001). El mismo grupo, en 2004 describio el
efecto de la disparidad en HLA-DPB1 como factor independiente de EICR (Gallardo 2004) y
por tanto peor prondstico del trasplante. En el mismo sentido en 2005 encontraron la misma

relacidon para HA-8 (Pérez-Garcia 2005).

Actualmente se han descrito cerca de diecinueve genes con sus correspondientes moléculas
CMH de restriccion, implicados en la expresion de antigenos menores de histocompatibilidad
aislados a partir de linfocitos T aloreactivos de pacientes con EICR. (Tabla2). Existen
numerosas publicaciones en las cuales se ha intentado relacionar la disparidad donante-
receptor en uno o varios de estos genes y la aloreactividad especifica de las células T del
donante con el resultado final del trasplante y el desarrollo o no de la EICR en el transplante

alogenico a partir de donante emparentado HLA idéntico.

Asi se ha reportado que disparidades en AMiH como HY, HA-1, HA-2 y HA-8 estdn asociadas a

mayor incidencia de EICR y por tanto mayor control de la enfermedad, pero los estudios son
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contradictorios, probablemente debido a la mezcla de donantes relacionados y no
relacionados en algunos, en otros a la poca cantidad de pacientes, o a que se han analizado

pocos genes en cada caso (Goulmy 1996) (Lin 2001) (Akatsuka 2003) (Heinemann 2004).

Un andlisis retrospectivo del impacto de un panel conformado por diecisiete 17 AMiH en una
cohorte de pacientes sometidos a alo-TPH de DE, reportd que una o mas disparidades en
AMiH autosémicos mejora la SLP de estos pacientes, sin encontrar asociacidon con la
incidencia de EICR aguda o cronica, contrario a lo que ocurria con la disparidad HY; sin
embargo la poblacion de este estudio se referia Unicamente a alo-TPH DE deplecionado de
células T (Hobo 2013); en el cual como se puede entender la deplecion T del injerto hace que

el impacto de los antigenos menores de histocompatibilidad sea dificil de comprobar.

Recientemente se publicd un analisis multicéntrico retrospectivo donde se analizaron 10
AmiH autosémicos y 10 AMiH del cromosoma Y, en el cual solo se hallé una significacion
estadistica: la disparidad HA-8 con el incremento de EICR, para todos los demas antigenos
estudiados no fue posible establecer su significacidn estadistica, inicamente se confirmo una
menor probabilidad de recaida de la enfermedad en aquellos que presentan EICR (E. K.
Spierings 2013). En resumen, no se ha logrado demostrar que disparidades donante-receptor
en AMiH, aparte de las ya establecidas por el cromosoma Y, HA-1 y posiblemente HA-2 y HA-
8, juegan un papel relevante y podrian ser objeto de desarrollo de terapias farmacoldgicas o
vacunas dirigidas, posiblemente por la poca cantidad de muestras y la baja frecuencia de la
disparidad. La tabla2, muestra los AMiH descritos hasta ahora que podrian tener un impacto

en el desarrollo de complicaciones aloreactivas en el alo-TPH.

7.2.3. Polimorfismos en genes que codifican para moléculas de coestimulacion -
inhibicion de la respuesta inmune.

En el proceso de reconocimiento inmune, se requieren 2 sefiales para la activacion. La inicial,
union del receptor TCR al complejo HLA-péptido, va seguida de una sefial coestimuladora
antigeno independiente provocada por la interaccién de moléculas B7 (las mejor
caracterizadas son CD80 y CD86), en la superficie de la célula presentadora de antigeno con
su receptor (CD28) en la superficie del linfocito T. El antigeno 4 citotdxico de linfocitos T (CTLA-

4) es una molécula homdloga de CD28 que es un antagonista competitivo de B7. CTLA-4 tiene
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mayor afinidad por B7 que CD28, y su translocacién a la superficie celular tras la activacion T
provoca un secuestro de B7 y una sefal negativa responsable de la inhibicién de la activacién

(Drake C.G. 2014).

El desarrollo de la EICR precisa de distintos pasos que son necesarios para que se produzca el
fendmeno de alorreconocimiento. La participacién de distintas moléculas en cada uno es
estos pasos hace que cualquier modificacién en los genes que las codifican pueda interferir
con dicho proceso. Asi, para que este se produzca, primero debe producirse la interaccion
entre la célula presentadora de antigeno y el linfocito T. La célula presentadora de antigeno
ofrece un péptido anclado a una molécula HLA para su reconocimiento por el receptor del
linfocito T (TCR). Si el péptido es inmunogénico y es reconocido como extrafio, se producira
una sefal de activacion del linfocito T. Sin embargo, para que el linfocito T se active se precisa
de una segunda sefial coestimuladora. Esta sefial vendra dada por la unién de CD28 con B7.
El mecanismo fisiolégico para detener esta activacién linfocitaria y evitar una activacién
linfocitaria indefinida es la expresién de CTLA-4 por el linfocito T en condiciones de activacion.
Esta molécula tiene una mayor afinidad por B7, por lo que desplaza a CD28 interrumpiendo
la sefial de coestimulacién y dando lugar a un estado de anergia, facilitando asi el caracter

temporal de la activacién inmunoldgica ante un antigeno (Figural9).

Figural9. Sinapsis inmunolégica. Tomada de “"Breathing new life into immunotherapy: review
of melanoma, lung and kidney cancer”. Drake CG, 2014, Nat Rev Clin Oncol. Doi:
10.1038/nrclinonc.2013.208
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Existen polimorfismos en el gen de CTLA-4 consistentes en un Unico cambio de base (SNP),
gue dan lugar a una mayor o menor capacidad de expresion del gen vy, por lo tanto, suponen
una mayor o menor duraciéon de la activacién de los linfocitos T ante una activacién
antigénica. Asi, diversos estudios han correlacionado la existencia de polimorfismos que
condicionan una menor expresion de CTLA-4 con enfermedades autoinmunes (Peterson

2018) (Ueda 2003).

En una corte de donante-receptor de alo-TPH, el grupo GETH detecté una implicacién del
polimorfismo CT60 (A/G) del gen de CTLA-4 del donante, con una mayor incidencia de
recidivas, peor supervivencia global y una menor incidencia de EICH aguda en relacién con un

aumento o disminucion de la forma soluble de la proteina (Pérez-Garcia 2007).

Légicamente, éste es un campo en continua expansion y el estudio de los polimorfismos de
las moléculas de coestimulacién/inhibicion como PD-1, CD200, BTLA, etc, y su influencia en el
resultado del alo-TPH y de su papel en el desarrollo de EICR, estd aun poco explorado, su
estudio permitird en un futuro disefiar estrategias de prevencion individualizadas para cada

pareja de receptor-donante.

En conclusién, el proceso mediante el cual nuestro sistema inmune adaptativo es capaz de
reconocer un antigeno como extrafio es un proceso complejo y que requiere la intervencion
de distintas moléculas que se expresan en los linfocitos T y en las células presentadoras de
antigeno. Los polimorfismos en los genes que codifican para estas moléculas, asi como las
posibles variantes de los péptidos presentados serdn especialmente relevantes en la
capacidad de desarrollar enfermedad del injerto contra el huésped y de controlar enfermedad

minima residual tras un trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos.
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Mientras el HLA continla siendo la principal barrera en el trasplante de tejidos, la disparidad
en locus de antigenos menores de histocompatibilidad tiene un papel importante cuando
existe compatibilidad HLA entre donante y receptor.

Adicionalmente, modelos experimentales han demostrado que polimorfismos (SNPs) de
genes relacionados con moléculas de coestimulacidn/inhibicion de la respuesta inmune son
capaces de modular la capacidad aloreactiva de los linfocitos T frente a las disparidades de
AMiH, pero no existe informacién disponible sobre el impacto de algunas de ellas en el

trasplante de progenitores hematopoyéticos.

Nuestra hipotesis, se basa en considerar que factores genéticos como la disparidad en el
antigeno menor de histocompatibilidad UGT2B17 y el genotipo de la molécula de inhibicién
de respuesta PD-1 pueden tener un impacto en la evolucidn clinica de los pacientes sometidos
a alo-TPH de donante emparentado HLA idéntico, afectando principalmente a la incidencia

de la enfermedad injerto contra receptor (EICR) o de recidivas de la enfermedad de base.

Objetivos principales:

1. Analizar el impacto clinico de la disparidad en el antigeno menor UGT2B17 entre donante
y receptor en la evolucién clinica de los pacientes post-alo-TPH de donante emparentado HLA

idéntico.

2. Determinar si los polimorfismos (SNPs) del gen PD-1 impacta en la evolucidn clinica de los

pacientes que reciben un alo-TPH de donante emparentado HLA idéntico.
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Objetivos secundarios:

1. Determinar si existe asociaciéon de la disparidad entre donante y receptor del AMHi

UGT2B17 con la incidencia de EICR aguda o crénica.

2. Determinar si hay una asociacién entre la disparidad del AMHi UGT2B17 y la supervivencia
global y supervivencia libre de enfermedad en el modelo de alo-TPH a partir de donante

familiar HLA-idéntico.

3. Conocer las frecuencias alélicas y genotipicas de los SNPs del gen de PD-1 en nuestra

cohorte de donantes.

4. Determinar si el genotipo de PD1 del donante muestra una asociacién con la incidencia de

la EICR aguda o cronica.

5. Establecer si el genotipo de PD1 del donante muestra una asociacidn con la supervivencia

global, supervivencia libre de enfermedad o la mortalidad relacionada con el trasplante
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La presente tesis es un compendio de los siguientes articulos publicados, por
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1.Articulo 1. Impacto de la disparidad en el antigeno menor de
Histocompatibilidad UGT2B17 en el trasplante alogénico a partir de donante

emparentado HLA idéntico.

Los antigenos menores de histocompatibilidad son péptidos que pueden desencadenar
respuestas inmunes en el contexto de una disparidad entre donante y receptor tras un
trasplante alogénico (aloTPH), por eso su estudio es de gran interés sobre todo en el ambito

del trasplante de donante emparentado HLA idéntico.

Las UDP-glucuronosiltransferasas (UGTs) son enzimas implicadas en el metabolismo de
hormonas esteroideas y farmacos liposolubles. UGT2B17 es la principal enzima involucrada
en la glucuronizacién de la testosterona, ademds es la principal en la segunda fase del
metabolismo de fadrmacos y se ha descrito que los hombres expresan niveles 4 veces mayores
de UGT2B17 que las mujeres, lo cual se asociaria a una mayor capacidad de detoxificacién por
glucuronizacién (Hum 1999) (Gallagher 2010).

El gen de UGT2B17 esta en el cromosoma 4q13, y puede tener 0, 1 6 2 copias en funcién de
la presencia o no de un polimorfismo insercién/delecidn (ins/del) que condiciona la delecién
de 129 kB (Beaulieu 1997). La presencia de al menos una copia o alelo de UGT2B17 en el
receptor (UGT2B17+) puede actuar como antigeno menor de histocompatibilidad cuando el
donante presenta dicha delecidén en homocigosis (UGT2B17-/-) la expresidn y procesamiento
del este AMiH esta restringida por HLA-A*29 o por HLA-B*44, alelos especialmente frecuentes
en poblacion caucasica (Murata 2003); sin embargo, se ha descrito que la disparidad UGT2B17
se asocia a mayor riesgo de EICR aguda tras alo-TPH de donante familiar HLA idéntico,
independientemente de la tipificacion HLA del paciente (Wilson 2004) (Xue 2008) (Jakobsson
2006).

Pacientes y métodos: Estudiamos retrospectivamente el impacto clinico de la disparidad
UGT2B17 en una cohorte de 1127 pacientes que recibieron un alo-TPH de donante familiar
HLA idéntico con una profilaxis homogénea de enfermedad de injerto contra receptor. Se
correlaciond la presencia de la disparidad con EICR aguda, mortalidad relacionada con el

trasplante (MRT) y tasa de recidiva mediante incidencia acumulada considerando riesgos

56



competitivos. La supervivencia global (SG) y supervivencia libre de enfermedad (SLE) se
calcularon mediante curvas de Kaplan-Meier y comparacién con el test log-rank. El analisis

multivariante se hizo mediante regresion de Cox.

Resultados: La disparidad UGT2B17 se identificd en 69 casos (6.1%). La incidencia de EICR
aguda severa (estadios IlI-IV) fue ligeramente mayor en los pacientes con disparidad
UGT2B17, sin alcanzar significacion estadistica (22.7% vs 14.6%; p: 0.098) y el analisis
multivariante tampoco mostro significacion. No encontramos asociacién de la disparidad con
ninguna otra de las variables clinicas analizadas.

Sin embargo, cuando seleccionamos solo aquellos pacientes que recibieron un trasplante de
un donante varén (616 casos), encontramos una incidencia significativamente mayor de EICH
[1I-IV en presencia de la disparidad UGT2B17 (25.1% vs 12.8%; p: 0.005), en el andlisis
multivariante en este grupo de pacientes se identificd a UGT2B17 como un factor de riesgo
independiente para el desarrollo de EICR aguda severa (p: 0.024; HR: 2.25,95%Cl: 1.11 - 4.57).
Esta mayor incidencia de EICR aguda se asocié a una tendencia a la significacion estadistica
con una mayor mortalidad relacionada con el trasplante a los 2 afios en el analisis univariante
(30,7% vs. 20% a los 2 anos; p: 0,082). En esta cohorte, la SG también fue peor en el grupo
con disparidad UGT2B17 (mediana 1.1 afnos vs no alcanzada; p: 0.005). No se detecté impacto
sobre la incidencia de recaidas de la enfermedad de base ni en la incidencia de la EICR cronica

(41,9% vs. 40%; p: 0,835)
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2.Articulo 2. El genotipo de PD-1 del donante, se asocia a la enfermedad
injerto contra receptor en el trasplante alogénico a partir de donante

emparentado HLA idéntico.

La irrupcién con gran éxito en el mundo de la oncologia de los anticuerpos monoclonales
contra moléculas coinhibidoras de la respuesta inmune, expresadas por los linfocitos T tales
como los anti-PD-1 (nivolumab, pembrolizumab), como herramientas terapéuticas en
diferentes grupos de neoplasias, ha despertado interés en el estudio de del papel de PD-1 en
el trasplante hematopoyético. Programmed cell-death 1 (PD-1) es un gen que codifica una
molécula que vehiculiza sefiales de inhibicion de respuesta en los linfocitos T, lo cual genera

un proceso de tolerancia inmune.

La expresion de algunos SNPs de PD-1 muestran una clara asociacion con el desarrollo de
diversas enfermades autoinmunes o alto riesgo de desarrollo de neoplasias. Sin embargo,
pocos datos se han publicado acerca del impacto de estos SNPs en el desarrollo de EICR en
pacientes sometidos a alo-TPH. Por esta razén se ha determinado si el genotipo de PD-1
condiciona o no una mayor incidencia de EICR aguda en el alo-TPH de donante emparentado

HLA idéntico.

Pacientes y métodos: Se realizd un estudio retrospectivo en una cohorte de 1485 parejas
donante-receptor sometidos a trasplante alogénico de donante emparentado HLA idéntico
sin deplecidn de linfocitos T del injerto, sin tener en cuenta la restriccién HLA. Se determind
el genotipo del donante para los SNPs PD-1.1 (G/A) ubicado en la regién promotora y PD-1.3
(G/A) ubicado en el intrén 4. Se correlaciond la presencia del genotipo de PD-1 del donante
con la incidencia de EICR aguda, mortalidad relacionada con el trasplante (MRT) y tasa de
recidiva mediante incidencia acumulada considerando riesgos competitivos. La supervivencia
global (SG) y supervivencia libre de enfermedad (SLE) se calcularon mediante curvas de
Kaplan-Meier y comparacion con el test log-rank. El andlisis multivariante se hizo mediante

regresion de Cox.
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Resultados: Las frecuencias de los alelos y haplotipos de PD-1 fueron similares a las descritas
previamente en poblaciéon caucasica. El haplotipo PD-1.1G/PD-1.3G (G-G) fue el

predominante (86,3%).

La incidencia acumulada de EICR aguda grados II-1V fue elevada en pacientes con e donantes
homocigotos para alelos PD-1.1G (p: 0.027) y PD-1.3AA (p: 0.003); en el analisis multivariante
estos dos alelos fueron identificados como factores de riesgo independientes para EICR aguda
grado II-IV (p:0.033; HR2.2; 95%Cl: 1.1-4.8 y p<0.001; HR4.5; 95%Cl: 2-10.1 respectivamente).
Analizando la incidencia acumulada de EICR aguda lI-IV en la cohorte, se pudieron diferenciar
tres grupos de pacientes en base al genotipo PD-1: la incidencia de EICR aguda II-IV fue del
64% en el grupo de pacientes con donantes con genotipo de alto riesgo (PD-1.1GG/PD1.3AA),
32,6% para aquellos con donantes con genotipo intermedio (PD-1.1GG/PD-1.3AG o GG) y un
18% per los que recibieron injerto de donantes con genotipo de PD-1 de bajo riesgo (al menos
un alelo A en posicién PD-1.1). El andlisis estadistico mostré que dichas diferencias eran
significativas tanto cuando se compara el grupo de alto riesgo con el de riesgo intermedio (p:
0.001) como cuando la comparacién se realiza entre el grupo de riesgo intermedio y el grupo

de bajo riesgo (p: 0.029).

Adicionalmente considerando la incidencia sélo de formas severas de EICR aguda (grados I
o V), el genotipo PD-1.3AA continlo siendo un factor de riesgo independiente: 41,9% vs.

14,4% (p <0,001; HR 7,22; 1C95%: 2,6-19,7).

A pesar del riesgo incrementado de EICR aguda, no se detectd influencia del genotipo de PD-
1 en los objetivos secundarios (EICR crénica, mortalidad relacionada con trasplante (MRT), SG

o recaidas)
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La enfermedad del injerto contra el receptor es la principal complicacion del trasplante
alogénico de progenitores hematopoyéticos. La ocurrencia de la EICR estd determinada por
la activacion del sistema inmune del injerto debido a diferencias antigénicas entre donante y
receptor que provocan una reaccion inflamatoria de intensidad variable provocada por los
linfocitos T del injerto y que puede llegar a comprometer la vida del paciente. Tiene dos
formas de presentacion, aguda y crdnica, con caracteristicas clinicas, inmunoldgicas e
histoldgicas particulares. Se caracteriza por una reaccidn inmune selectiva que afecta
preferentemente a la piel, el tracto gastrointestinal y el higado, y ocasionalmente a las

gladndulas exocrinas y los bronquios.

El grado de activacion del sistema inmune del donante estd determinado principalmente por
el grado de histocompatibilidad entre donante y receptor, que vendra determinado
principalmente por las altamente polimdrficas moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC o HLA) tipo | y Il, las cuales presentan péptidos (antigenos) a las
células T del donante en la superficie de las células presentadoras de antigenos, estos

péptidos son obtenidos a partir de proteinas degradadas.

En esta tesis hemos explorado dos posibles mecanismos que colaborarian a la aparicién de
EICR en el modelo del trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos a partir de
donante familiar HLA idéntico: por una parte hemos explorado el papel de la disparidad en
antigenos menores de histocompatibilidad, focalizando el estudio en un antigeno menor
poco estudiado como es UGT2B17 y por otra hemos querido analizar el impacto del genotipo
de PD-1, gen que codifica moléculas de coinhibicidén de la respuesta inmune y que por tanto

podria modular la capacidad aloreactiva frente a las disparidades en AMiH.

De esta manera, segun los objetivos planteados se realizaron los trabajos anteriormente
descritos que componen la tesis. A continuacidn, analizaremos los resultados de acuerdo con
la bibliografia publicada si la hay, adicionalmente intentaremos extraer conclusiones que
aporten nuevos conocimientos con una potencial aplicabilidad a la practica clinica en un

futuro.
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Articulos 1. Impacto de la disparidad en el antigeno menor de
Histocompatibilidad UGT2B17 en el trasplante alogénico a partir de donante

emparentado HLA idéntico.

Los antigenos menores de histocompatibilidad (AMiH), son pequefios péptidos presentados
a los linfocitos T del sistema inmune, por células presentadoras de antigenos a través de
moléculas HLA. Estos AMiH proceden del procesamiento de proteinas endégenas, son
péptidos polimdrficos y suelen tener dos alelos, uno de los cuales resulta inmunogénico
cuando es presentado a los linfocitos T del donante, de tal manera que, cuando el receptor
es portador del alelo inmunogénico y el donante no lo es, se desencadena una activacién de
las células T del donante (injerto), esta activacién media los fendmenos de EICR y EICT

(McCarroll 2009) (Goulmy 1997) (Warren 1998).

La mayoria de estos AMiH son resultado de polimorfismos dialélicos de un solo nucledtido
(SNPs), la inmunogenicidad de estos SNPs se puede dar por dos vias; diferencias en la
secuencia de aminodacidos o variabilidad en los niveles de expresidén proteica. En el caso de
UGT2B17, dicho gen puede tener 0, 1 é 2 copias en funcién de la presencia o no de un
polimorfismo insercién/delecion (ins/del) que condiciona la delecion de 129 kB, por tanto, la
inmunogenicidad o capacidad de UGT2B17 de actuar como AMiH, se debe a una expresién
diferencial entre donante y receptor, es decir, si el receptor presenta al menos una copia o
alelo de UGT2B17 (UGT2B17+/- o UGT2B17+/+) cuando el donante presenta delecion de
UGT2B17 en homocigosis (UGT2B17-/-) (Beaulieu 1997) (Wilson 2004). Adicionalmente,
UGT2B17 es una proteina larga (520 aminoacidos), por tanto, se considera que tiene multiples
epitopes antigénicos, por lo cual su potencial inmunogénico en el escenario del alo-TPH es
previsible si hay disparidad de UGT2B17 entre donante y receptor. En este sentido en 2005
Terakura et al, describid, el impacto clinico de una cohorte de 435 sometidos a alo-TPH de
donante no emparentado HLA idéntico, en el cual no se detectd asociacidon entre la presencia
de la disparidad de UGT2B17 y la incidencia EICR aguda o crdénica o recaida, sin embargo, se
detectd que el uso donante UGT2B17-/- fue un factor de riesgo independiente relacionado
con elevada mortalidad relacionada con el trasplante y disminucién de la supervivencia global

(Terakura 2007).
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En contraste, McCarroll et al, analizd tres cohortes de parejas de donante-receptor con alo-
TPH de DE HLA idéntico, en el estudio encontraron elevado riesgo de EICR aguda en presencia
de la disparidad de UGT2B17 como SNP de insercidn/deleciéon, sin tener en cuenta la
restriccion HLA (McCarroll 2009)(Spierings 2006); conociendo la incidencia esperada de la
disparidad de UGT2B17 es del 5-6%, se estima que en cada cohorte presentd entre 20-35
parejas con la presencia de la disparidad. Andlisis de otras cohortes mas pequeias de parejas

de donante receptor detectaron una asociacion similar (Jervis 2013) (Martinez-Bravo 2014).

De manera mas reciente, Spierings et al, llevaron a cabo un andlisis multicéntrico donde se
exploré el impacto clinico de varios AMiH en la EICR en una cohorte de 639 pacientes
sometidos a alo-TPH de DE HLA idéntico y 210 de un donante no emparentado (DNE)
(Spierings 2013), no se logro realizar el estudio del impacto de la disparidad de UGT2B17,
debido a la baja incidencia de la disparidad que se presentd en el estudio, porque Unicamente
se analizaron las disparidades restringidas por HLA: UGT2B17/A29 y UGT2B17/B44, no
abordaron en impacto de la disparidad independiente de la restriccion por HLA. En nuestro
estudio de la disparidad UGT2B17, definida como la presencia de la delecién homocigota de
UGT2B17 en el donante, y la presencia de al menos un aleo en el paciente, inicialmente no se
encontrd asociacion significativa con ninguna de las variables clinicas analizadas, de la misma
manera, no encontramos diferencias considerando donantes UGT2B17+ a diferencia de
Terakura et al. (Terakura 2007) Sin embargo, encontramos se detectd que la disparidad de
UGT2B17 era un factor de riesgo independiente para EICR aguda grave, solo cuando se usaba
un donante masculino. Esta observacién puede estar relacionada con varios factores; el uso
de un donante masculino excluye la presencia de las disparidades H-Y condicionados por la
combinacién receptor masculino-donante femenina, ya que se considera que la presencia de
multiples péptidos inmunogénicos derivados del cromosoma Y pueden ser
inmunodominantes, por tanto, la relevancia clinica de los AMiH podria verse afectada por la
presencia de las disparidades H-Y; en este contexto, queda por explorar la relevancia clinica

de otras disparidades de alelos nulos.

Gallagher et al. (Gallagher 2010) demostraron que existen diferencias relacionadas con el

género en la expresion y actividad de UGT2B, los hombres muestran un mayor nivel de
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expresion de UGT2B17 y un mayor nivel de actividad de glucuronidacién que las mujeres.
Ademas, el estado de disparidad de UGT2B17 supone por si mismo la presencia de al menos
un alelo de UGT2B17 en el receptor, dado que UGT2B17 participa en la actividad de
glucuronidacion en los microsomas hepaticos y se ha descrito que el metabolismo de la
ciclosporina A puede estar parcialmente mediado por la glucuronidacién de miembros de la
familia UGT2B, una hipdtesis a considerar es que el metabolismo de la ciclosporina A puede
ser mas rapido en los receptores que expresan UGT2B17, aumentando el riesgo de EICR en
presencia de disparidades inmunogénicas, desafortunadamente, el andlisis realizado
mediante gel de agarosa de los productos de la PCR no pueden distinguir UGT2B17
heterocigoto +/ — de homocigoto +/+ y esta limitacion técnica no nos permite determinar si
la carga alélica es relevante en este contexto. Adicionalmente debido a la baja frecuencia de
la disparidad de UGT2B17, solo los estudios que analizan grandes cohortes de alo-TPH
homogéneos de donantes hermanos HLA idénticos pueden ser utiles para aclarar su
relevancia clinica. Nuestros resultados parecen contradecir los informes anteriores y la
disparidad de UGT2B17 tiene solo un efecto marginal en EICRa, cuando se usa un donante
masculino; sin embargo, estos resultados deben considerarse preliminares y deben ser

confirmados por otros estudios.

Articulo 2. El genotipo de PD-1 del donante, se asocia a la enfermedad
injerto contra receptor en el trasplante alogénico a partir de donante

emparentado HLA idéntico.

Diversos factores genéticos y clinicos se han relacionado con la aparicidon de EICRa después
del alo-TPH de donante emparentado HLA idéntico, en este sentido se puede hipotetizar, que
la capacidad de algunas moléculas inhibidoras para enviar sefales negativas que median en
la supresion de la respuesta de las células T puede determinar la fuerza y la duraciéon de la
reaccion inmunitaria contra un antigeno especifico. Existen varias moléculas con esta funcién
inhibitoria, pero CTLA-4 y PD-1 son las mejor estudiadas, y este conocimiento ha permitido
desarrollar anticuerpos monoclonales dirigidos contra CTLA-4 (ipilimumab) o PD-1

(nivolumab, pembrolizumab) que bloquean la interaccion de estas moléculas con sus
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ligandos, mejorando la respuesta inmune contra varios tumores malignos (Robert 2015)

(Ansell 2017).

Los polimorfismos de CTLA-4 se han correlacionado con el resultado clinico después del
trasplante hematopoyético alogénico de donantes hermanos HLA idénticos (Piccioli 2010)
(Metaxas 2012) (Juran 2008), pero, no hay datos disponibles sobre la relevancia del genotipo
PD-1 del donante y la incidencia de EICR aguda. En este trabajo, hemos encontrado que el
alelo G en la posicidn rs36084323 en el promotor y el alelo A en la posicidn rs11568821 en el
intrén 4 estdn asociados con una mayor incidencia de EICR aguda, adicionalmente, nuestros
resultados no sugieren una asociacion entre el genotipo PD-1 y CTLA-4 que pudiera
enmascarar la relevancia real de los polimorfismos de PD-1, esta observacion concuerda con
estudios previos que asocian el alelo PD-1 rs11568821 A, con una mayor susceptibilidad a
desarrollar lupus eritematoso sistémico, nefritis lipica o artritis reumatoide (L. P.-R.
Prokunina 2004) (L. G.-R. Prokunina 2004). Se ha planteado la hipdtesis de que esta
susceptibilidad al desarrollo de enfermedades autoinmunes estd mediada por la interferencia
de la union del factor de transcripcién Runx1, alterando entonces la regulacion de la expresion
génica en presencia del alelo rs11568821 A (Prokunina 2002). El alelo PD-1 rs36084323 A
parece ser protector para la EICR aguda en nuestro estudio, ya que se ha descrito que lo es
para la susceptibilidad a desarrollar nefritis lUpica (Prokunina 2004), este efecto protector de
las respuestas autoinmunes o aloinmunes puede estar relacionado con la descripcién
previamente publicada de niveles reducidos de factor de necrosis tumoral alfa en presencia

de este alelo A (Bennet 2006).

Se han descrito pocos haplotipos extendidos de PD-1 que tengan una incidencia razonable en
estudios en humanos, el Unico haplotipo que lleva el alelo rs11568821 (PD-1.3) A corresponde
a la combinacién PD-1.1G/PD-1.3A/PD-1.5C/PD-1.6G/PD-1.7C en los SNP estudiados con
mayor frecuencia dentro del gen PD-1, este haplotipo debe considerarse de alto riesgo para
desarrollar EICR segun nuestros resultados. Sin embargo, al considerar el impacto real de los
polimorfismos del gen PD-1 en el alo-TPH, se debe recordar que la distribuciéon de alelos y
haplotipos de este gen muestra una importante variacion geogréfica: mientras que el alelo
rs11568821 A tiene una incidencia entre 10 y el 15% en la poblacion caucasica del sur de

Europa, esta incidencia desciende al 5-7% en el norte de Europa, siendo extremadamente
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rara en personas asiaticas o afroamericanas (Mori 2005). Por el contrario, el alelo protector
rs36084323 A es poco frecuente en la poblacién caucasica, pero estd mucho mas
representado en la poblacién asiatica (Ferreiros-Vidal 2007) (Thorburn 2007). Con base estos
datos, parece poco probable que el genotipo PD-1 del donante determine el resultado clinico
del trasplante cuando se estudian cohortes de pacientes asidticos o afroamericanos, y esto
debe tenerse en cuenta al intentar validar estos resultados en pacientes con antecedentes
genéticos no caucdsicos, a pesar de la correlacién observada entre el genotipo PD1 del
donante y la EICR aguda, no se detecté impacto en la incidencia de recaidas, esto puede
atribuirse a la heterogeneidad del diagndstico, el estadio de la enfermedad y el régimen de

acondicionamiento, que es inherente al analisis de cohortes muy grandes.

Sin embargo, al realizar un subandlisis de cohortes homogéneas muy seleccionadas segun el
diagnéstico y el estadio de la enfermedad previos al trasplante, tampoco fue posible detectar
ninguna asociacion, este hecho sugiere que la molécula PD-1 deberia ser especialmente
relevante para suprimir el proceso inicial de aloreconocimiento que conduce a la EICR aguda,
pero no en la prevencion de recaidas, lo que es consistente con la falta de correlacién con la
EICR crénica. Hasta la fecha, solo un estudio realizado en una pequena cohorte de 72
pacientes iranies exploré el posible impacto del genotipo PD-1 en el desarrollo de la EICR
aguda en el alo-TPH, pero en este caso, solo el PD-1.9 SNP, que no es polimérfico en la
poblacién caucdsica, mostré una posible asociacién. Sin embargo, el pequefio tamano de la

cohorte analizada no permite considerar concluyentes estos resultados (Iravani-Saadi 2014).

Este es el primer estudio que correlaciona el genotipo PD-1 del donante con la aparicién de
EICR aguda en el escenario del alo-TPH en una gran cohorte de pacientes caucasicos, a pesar
de los hallazgos, debemos considerar que la baja frecuencia de los genotipos PD-1 relevantes
puede dificultar la obtencién de conclusiones sdlidas; por lo tanto, es necesario realizar la
validacion de estos resultados en otras cohortes de estudio. Adicionalmente, se deberia
considerar el genotipo PD-1 del donante junto con factores de riesgo previamente
identificados, como polimorfismos de citoquinas o las disparidades en antigenos menores de
histocompatibilidad, para desarrollar modelos genéticos capaces de predecir la ocurrencia de
EICR aguda. Nuestro enfoque sugiere que no solo la presencia de disparidades antigénicas

entre el paciente y el donante serian relevante en un contexto alogénico, sino que también
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se debe tener en cuenta los polimorfismos en los genes de las moléculas responsables de la

segunda sefial o coestimuladoras de la activacidon o inhibicion de las células T.
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1. Impacto de la disparidad entre donante y receptor del antigeno menor UGT2B17 en la

evolucidn clinica de los pacientes post-trasplante alogénico de donante emparentado HLA

idéntico.

e La disparidad de UGT2B17 entre donante y receptor no parece tener impacto en
la evolucidn clinica de los pacientes post-alo-TPH de donante emparentado HLA
idéntico. No se demostrd asociacién con la incidencia de EICR aguda o crénica en
la cohorte estudiada.

¢ Sin embargo, el analisis de subgrupos mostré que la disparidad de UGT2B17 es un
factor de riesgo independiente para EICR aguda en pacientes trasplantados a partir
de un donante vardn.

e Es posible que la elevada expresion de UGT2B17 en hombres respecto a mujeres
pueda condicionar una diferencia significativa en el metabolismo de los

medicamentos, lo cual podria generar un impacto en la evolucion del alo-TPH.

2. Impacto de los polimorfismos (SNPs) del gen PD-1 del donante, en la evolucion clinica de

los pacientes que reciben un trasplante alogénico de donante emparentado HLA idéntico.

En la cohorte de donantes analizada las frecuencias alélicas y genotipicas mostraron
una distribucién concordante con las previamente descritas en poblacién cauciasica.
El alelo G fue el predominante en los dos polimorfismos de PD-1 estudiados. El
haplotipo G-G (rs36084323 G/rs11568821 G) fue el predominante.

El genotipo de PD-1 del donante es un factor de riesgo independiente para la
incidencia de EICR aguda, estableciendo genotipos de riesgo alto, intermedio y bajo.
No se pudo establecer una correlacidn significativa entre el genotipo de PD-1 del
donante con la EICR crénica, asi como tampoco con supervivencia global,
supervivencia libre de enfermedad o mortalidad relacionada con el procedimiento en

el modelo de alo-TPH a partir de donante familiar HLA-idéntico.
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