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Introduccion

Dos individuos no familiares comparten alrededor del
99,9% de la secuencia de ADN. Dado que el genoma
humano estd compuesto por mas de tres billones de
pares de bases, el ADN de estos dos individuos diferi-
rd “tal sélo” en unos pocos millones de pares de bases.
Los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) son va-
riaciones en un Unico par de bases nitrogenadas en la
secuencia del genoma que se encuentran presentes en,
al menos, un 1% de la poblacién normal'. Los SNP si-
tuados en los exones de los genes pueden dar lugar a
un cambio de aminoacido en la secuencia de la protei-
na que codifican dichos genes. En cambio, los SNP si-
tuados en las regiones no codificantes pueden dar lu-
gar a variaciones en la expresién de los genes. Durante
los dltimos afios se ha intentado relacionar los SNP
con la presencia de enfermedades o la respuesta a tra-
tamientos en diversos ambitos de la medicina, entre
ellos en el trasplante alogénico de precursores hema-
topoyéticos (alo-TPH). Los SNP que tienen una mayor
significacién clinica en el alo-TPH son aquellos que
forman parte del sistema mayor de histocompatibili-
dad o HLA. (La histocompatibilidad del receptor y el
donante es vital para el éxito del trasplante y constitu-
ye un factor limitante para la realizacién del mismo;
sin embargo, este aspecto del trasplante queda fuera
del &mbito de esta revisién.)

En los Gltimos afios se ha estudiado la relacién de
determinados SNP que no forman parte del sistema
HLA con la evolucién del alo-TPH. Entre ellos pode-
mos diferenciar tres grandes grupos: SNP en genes de
citocinas y sus receptores, SNP en genes que partici-
pan en el metabolismo de farmacos y SNP en genes de
la inmunidad innata. A continuacién se exponen algu-
nos ejemplos de los dos primeros grupos y una revi-
sién de los SNP en genes de la inmunidad innata y su
relacién con la evolucién del trasplante.

SNP en citocinas y sus receptores

Numerosos estudios han examinado el papel de poli-
morfismos en genes inmunorreguladores con la evo-
lucién del alo-TPH, revisado en?®. Las citocinas pro
y antiinflamatorias mds frecuentemente estudiadas
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han sido TNE IL-1, IL-RN (que codifica el antagonis-
ta del receptor de IL-1), IL-2, IL-6, IL-10 e IEN-y. Las
asociaciones que con mas frecuencia se han analiza-
do han sido la enfermedad del injerto contra el hués-
ped (EICH) aguda, la mortalidad relacionada con el
trasplante (MRT), la supervivencia libre de recaida
(SLE) y la supervivencia global (SG). La mayoria de
los estudios publicados se han llevado a cabo en co-
hortes relativamente pequenas de pacientes, de uno
0 Unos Pocos centros y en trasplantes a partir de her-
mano HLA-idéntico*.

SNP en el metabolismo de farmacos

La farmacogendémica examina la relacién entre poli-
morfismos en enzimas metabolizadoras de farmacos
con la farmacocinética, los efectos y la toxicidad de los
medicamentos. En el ambito del alo-TPH se ha estu-
diado la relacién entre la farmacogenémica de algu-
nos medicamentos utilizados en el acondicionamien-
to o en la profilaxis de la EICH con su toxicidad. Por
ejemplo, el metotrexato es ampliamente utilizado
como profilaxis de la EICH, sobre todo en regimenes
de acondicionamiento mieloablativo. La metilentetra-
hidrofolato reductasa (MTHRF) es una enzima clave
en el metabolismo del metotrexato que posee dos SNEF,
C677T y A1298C, que modifican la actividad de la en-
zima. Ulrich et al.” analizaron los genotipos C677T de
la MTHRE en un grupo de pacientes que recibieron un
alo-TPH con metotrexato y observaron que aquellos
que presentaban el genotipo 677TT tenfan mas mu-
cositis y necesitaban mds tiempo para la recuperacién
plaquetaria después del trasplante.

SNP en genes de la inmunidad innata

MBL2

MBL es una proteina plasmatica perteneciente a la fa-
milia de las colectinas con capacidad de oligomerizarse
y reconocer estructuras de carbohidratos (manosa, mu-
cosa...) presentes en la superficie de diversos microor-
ganismos. Una vez unido a su ligando, MBL activa la
via del complemento de manera independiente de la
presencia de anticuerpos. En el gen MBL existen seis
SNP, tres en la regién promotora UTRS’ (<551, -221 y
+4) y tres en la regién codificante, en los codones 52, 54
y 57. Los individuos con las formas variantes del gen
MBL ven significativamente disminuidos los niveles
plasmaticos funcionales de la proteina MBL. Aproxi-
madamente un tercio de la poblacién caucasica tiene
genotipos de /BL que se asocian a niveles bajos de la
proteina, y un 5% con niveles muy bajos. El déficit de
MBL es la principal causa de inmunodeficiencia®.
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Tabla 1. Estudios de asociacion de SNP en MBL2 en alo-TPH

Autor/afio N Tipo TPH SNP estudiados Asociacion
; - : -550,-221, »
Mullighan/027 97 Familiar HLA id. 52,54, 57 Infeccion grave
Rocha/028 107 Hermano HLA id. 52,54, 57 No asociacion con infeccion
: -550,-221, e
Granell/069 106 Hermano HLA id. 52 54,57 Infeccion flngica invasora
Mullighan/0810 142 Hermano HLA id. (59 alo-TIR) _5525 05;2571 ' Infeccion grave

HLA id.: HLA idéntico; alo-TIR: trasplante de intensidad reducida.

En el ambito del alo-TPH, algunos estudios han ana-
lizado la influencia de los polimorfismos en AIBL en
la incidencia de complicaciones infecciosas, con resul-
tados discordantes. Mullighan ez al” estudiaron el ge-
notipo de MBL en 97 parejas paciente-donante que
recibieron un alo-TPH por diferentes enfermedades
hematolégicas a partir de un donante familiar. El régi-
men de acondicionamiento era mieloablativo en todos
los casos. En dicho estudio se definia como infeccién
grave una infeccién microbiolégicamente documenta-
da sistémica, invasiva o rapidamente progresiva. Se es-
tudiaron los SNP en la regién promotora y en el primer
exo6n del gen VBL. Los autores observaron un mayor
riesgo de infeccién grave en aquellos pacientes con
genotipos deficientes en MBL. Rocha et al.® sobre un
grupo de 107 parejas paciente-donante trasplantados
a partir de hermano HLA idéntico con acondiciona-
miento mieloablativo, no encontraron asociacién en-
tre los SNP en el primer exén de MBL y la incidencia
de infecciones viricas, bacterianas o fungicas. En dicho
trabajo no se estudiaron los polimorfismos en la regién
promotora. Nuestro grupo observé una mayor inci-
dencia de infeccién fingica invasiva en aquellos pa-
cientes trasplantados que presentaban las formas va-
riantes de MBL, tanto a nivel del promotor como del
primer exén’. En un nuevo estudio prospectivo, Mu-
llighan ez al.** observaron que el impacto de los SNP en

MBL en la incidencia de infecciones se limitaba Gni-
camente a los pacientes que recibian un alo-TPH con
intensidad de acondicionamiento mieloablativo con
irradiacién corporal total.

NOD2

Nod2 es una proteina citoplasmatica que participa en
el mantenimiento de la homeostasis de la flora intes-
tinal. Reconoce el MDP, un componente del peptido-
glicano presente en la pared de bacterias tanto gram-
positivas como gramnegativas. Al unirse a su ligando,
Nod2 se oligomeriza y activa la via de sefializacién de
NF-«B que, a su vez, promueve la transcripcién de nu-
merosos genes que codifican citocinas inflamatorias!'.
Nod2 se expresa, en condiciones normales, en células
mieloides y en las células de Paneth del epitelio intesti-
nal. Se ha implicado a los SNP R702W (SNP 8), G908R
(SNP12) y L1007insC (SNP13) en la patogenia de la en-
fermedad inflamatoria intestinal'?.

En las primeras fases del desarrollo de la EICH, el
dafio tisular provocado por la quimioterapia y la radio-
terapia sobre el tubo digestivo facilita la translocacién
bacteriana. Se ha observado que la descontaminacién
intestinal es un factor protector de la EICH®. En este
sentido, la disfuncién de Nod2, que participa en la pri-

Tabla 2. Estudios de asociacion de SNP en NOD2 en alo-TPH

Autor/afio N
Holler/0414 169
Holler/0615 303
Granell/0616 85
Mayor/0817 196
Sairafi/0818 198

Tipo TPH Asociacion
Hermano HLA id. y DNE (40% MRT
alo-RIC) EICHa
: MRT
Hermano HLA id. s6
Hermano HLA id. DLT SLE
alo-DNE por LA (83% DLT) Reg"G'da

Familiar, DNE No asociacion con EICH ni MRT

HLA id.: HLA idéntico. DNE: donante no emparentado. alo-TIR: trasplante de intensidad reducida. MRT: mortalidad relacionada con el trasplante. SG: supervivencia global. DLT:
deplecion linfoide T. SLE: supervivencia libre de enfermedad. LA: leucemia aguda. EICH: enfermedad del injerto contra el huésped.
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Figura 1. Supervivencia global segun el genotipo NLRP2
rs1043684 del donante. N = 116, GG 15% vs. GA/AA 57%
(P =.001).

mera linea de defensa frente a los microorganismos in-
testinales, podria tener un papel importante en el desa-
rrollo de la EICH.

Holler er al'* analizaron la influencia de los SNP en
NOD2 en un grupo heterogéneo de 169 pacientes so-
metidos a alo-TPH. Observaron una mayor incidencia
de EICH aguda grave y una mayor MRT cuando los
pacientes o sus donantes presentaban las formas va-
riantes de NOD2. Posteriormente, los mismos autores
han confirmado los hallazgos en una serie de mds de
trescientos trasplantes a partir de hermano HLA-idén-
tico, un tercio de ellos de intensidad reducida®. En el
segundo trabajo, los autores observaron una clara aso-
ciacién de los SNP en NOD2 presentes en el donante
o el paciente con la SG. El impacto de los polimorfis-
mos en NOD2 en EICH aguda y MRT se observé Gni-
camente en aquellos pacientes que no habian recibido
descontaminacion intestinal para gérmenes gramposi-
tivos. En consecuencia, los autores concluian que las
bacterias grampositivas podrian tener un papel rele-
vante en la activacién de la inflamacién mediada por
Nod2. De forma interesante, en ambos estudios la
causa de muerte en los pacientes con SNP en NOD2
es EICH aguda, como era esperable, pero también de
insuficiencia respiratoria primaria o secundaria. En un
grupo de pacientes sometidos a alo-TPH con deple-
cién CD34 positiva, esta modalidad de trasplante se
caracteriza por una muy baja incidencia de EICH agu-
da grave, y se observa una asociacién entre los SNP el
NOD2 con la supervivencia libre de progresién's. Es-
tos resultados orientan hacia un efecto deletéreo de los
SNP en NOD2 al margen de sus efectos sobre la EICH
aguda. Por otra parte, Mayor et al.,'” sobre una cohorte
de pacientes trasplantados a partir de donante no em-
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parentado por leucemia aguda, observaron que aque-
llos que presentaban SNP en NOD2 tenfan una menor
SG debido a una mayor recaida, sugiriendo un efecto
de injerto contra leucemia relacionado con NOD?2. En
algunos estudios no se ha observado asociacién entre
los SNP en NOD2 y la evolucién del trasplante’®.

Inflamosoma

Los inflamasomas son complejos citosélicos de macro-
moléculas implicados en la produccién de IL-1 e IL-18
en respuesta a diferentes estimulos derivados de paté-
genos®. Las interleucinas anteriormente citadas estan
implicadas en la patogenia de la EICH. Nuestro grupo
analiz6 la asociacién entre 14 SNP frecuentes presen-
tes en cinco genes que forman parte del inflamosoma
(NLRP1, NLRP2, NLRP3, CARDS y CASP5) y la evolu-
cién del trasplante en un grupo de 133 pacientes que
recibieron un alo-TPH de hermano HLA idéntico en el
Hospital Clinic de Barcelona. La presencia del geno-
tipo TT en el donante en el locus rs10925027 del gen
NLRP3 se asoci con la recaida. Asimismo, el genotipo
GG en el donante en el locus rs1043684 del gen NLRP2
se asocié con MRT y SG (Figura 1).

Conclusiones

En el ambito de los polimorfismos de genes implica-
dos en la inmunidad innata se puede concluir que: a)
los SNP en la regién promotora y en el primer exén del
gen MBL se relacionan con una mayor incidencia de
infecciones en pacientes que reciben un alo-TPH con
un régimen de acondicionamiento mieloablativo con
irradiacién corporal total, aunque ello no parece tradu-
cirse en una mayor mortalidad; b) los SNP en NOD?2
parecen relacionarse con una menor supervivencia que
pudiera deberse a una mayor EICH aguda, a complica-
ciones pulmonares o a una mayor recaida; y c) algunos
SNP en genes que forman parte del inflamosoma, con-
cretamente NLRP3 y NLPR2, podrian asociarse a recai-
da o MRT, respectivamente. En el caso de NLPR2 po-
dria existir también relacién con la SG.

Numerosos estudios han relacionado la presencia
de variaciones genéticas con la evolucién del alo-TPH,
principalmente con recaida, EICH aguda, MRT y su-
pervivencia. Son menos frecuentes las asociaciones
con infecciones y EICH crénica. La mayoria de dichos
estudios se han limitado a relativamente pocos SNP en
genes que se han implicado en la patogenia de compli-
caciones del trasplante. La mayoria de estos estudios
se han realizado en grupos relativamente pequefios de
pacientes, cosa que dificulta la realizacién de andlisis
multivariantes que puedan incluir factores de riesgo
clinicos y bioldgicos.
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Introduction

Cytomegalovirus (CMV) infection continues to be an
important cause of morbidity and mortality for solid
organ transplantation (SOT) and haematopoietic stem
cell transaplantation (HSCT) recipients'. Serological-
ly CMV positive HSCT recipients with a negative do-
nor (D-/R+) are at especially high risk for CMV infec-
tion, since specific immune effectors, depleted by the
conditioning regimen cannot be adequately restored
by the donor graft. Allogeneic haematopoietic trans-
plants are considered of higher risk in the following
cases: T-cell depletion, non related graft, non identi-
cal HLA, use of high dose of corticoids and condition-
ing based on antilymphocytic globulin, alemtuzumab
or purine analogs?.

Two major factors are essential in order to control
the infection, the detection of CMV replication and
the generation of a CMV specific immune response.
Without intervention, the majority of CMV repli-
cation and disease occurs early during the first three
months post-transplantation, during the administra-
tion of the most intense immunosuppressive treat-
ment®. Successful long-term prevention of CMV dis-
ease requires the generation of a CMV-specific T cell
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response acquired after the recognition of CMV anti-
gens by the patient immune response®. After antigen-
ic stimulation, naive T cells proliferate and differenti-
ate in memory cells that will protect during later CMV
reactivation. CMV specific T cells, CD4+ and CD8+,
are characterized by their ability to secrete I[ENy after
CMYV antigen stimulation. Measuring CMV-specific T
cells allows for the detection of an adaptive immune
response to CMV®,

The development of antiviral strategies has resulted
in a large decrease in the incidence of CMV disease.
Currently, two strategies are used to treat CMV in-
fection after transplantation, preemptive therapy and
prophylaxis, and both have been shown to be very
similar in efficacy®”. In the prophylaxis strategy, pa-
tients receive continuous treatment of valganciclovir
during three months after transplantation, preventing
CMV viremia and disease. This approach has sever-
al disadvantages: higher risk for late-onset CMV dis-
ease, selection of ganciclovir resistance mutations,
development of side effects and a delay in eliciting a
CMV-specific immune response. Allograft rejection
was found to be strongly associated with the occur-
rence of late-onset CMV disease®. This is particular-
ly important in allogeneic HSCT recipients where the
mortality rate from late-onset CMV disease is notably
high’®. Furthermore, prophylaxis with ganciclovir may
expose a significant proportion of patients who would
never have developed disease to a prolonged course of
antiviral therapy. This is of particular importance since
ganciclovir treatment has severe side effects such as
neutropenia.

In the preemptive strategy treatment is initiated
as soon as CMV replication reaches an established
threshold!’ and it is discontinued when CMV replica-
tion decreases under the limit of detection. This ap-
proach reduces the use of antivirals, preventing side
effects. In addition, it does not promote the selection
of resistant strains". The short periods of viral replica-
tion may allow for the stimulation of a CMV specific
immune response, which may prevent late-onset dis-
ease. Indeed, subclinical viremia, if promptly aborted,
and viral replication that is not allowed to progress to
prolonged or sustained CMV viremia are not associat-
ed with suboptimal outcomes!2.

For the preemptive administration of ganciclovir it
is essential to use a sensitive and specific method to
detect CMV replication to tightly control virus repli-
cation to prevent long periods of low level CMV rep-
lication'®. In our laboratory we have optimized a mo-
lecular approach involving a real time polymerase
chain reaction (rt-PCR) that is particularly sensitive
for monitoring early CMV replication compared to
antigenemia. Our results showed that rt-PCR tech-
nique was able to detect primary CMV infection in
46% of the tested samples while antigenemia only de-
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tected it in 7% of samples'*. Our results suggest that
this rt-PCR method is more sensitive for the detection
of CMV replication and would therefore be a useful
method for guiding treatment.

Based on previous results in solid organ transplant
patients we have prospectively monitored HSCT re-
cipients receiving pre-emptive treatment. The goal of
this study was to evaluate the administration of pre-
emptive treatment, while monitoring for CMV repli-
cation with a sensitive real time PCR technique to suc-
cessfully control CMV infection. Furthermore we have
monitored lymphocyte reconstitution after HSCT and
measured CMV-specific T-cell response to determine
immune protection against CMV.

Design and methods
Patients and samples

We performed a prospective study of all consecutive
patients over the age of 16 undergoing unmanipulated
allogenic HSCT at the University Hospital Virgen del
Rocio, from April 2008 to May 2009. All patients gave
informed consent. The follow up schedule, beginning
two weeks after transplant, was as follows: weekly
for the first three months and every other week be-
tween months three and six. The study was approved
by the institutional ethical committee.

Clinical management

Patients in this study were pre-emptively treated guid-
ed by the rt-PCR results. Ganciclovir i.v. (5mg/kg/12h)
or oral Valganciclovir (900 mg/12h) was administered
when the viral load was higher than 1,000 copies/ml
and it was continued for two weeks or until CMV vi-
ral load reached the lower detection limit of the real
time PCR test. CMV infection and disease were de-
fined as described by Ljungman et a/*®.

Prophylaxis for graft versus host disease (GvHD)
consists of cyclosporine A and methotrexate (CsA/
MTX) or CsA and mycophenolate mofetil (MME).

Patients were treated with prednisone (2 mg/kg/

day).

CMV DNA extraction and rt-PCR

Viral DNA was extracted from 200 pl of plasma us-
ing the Affigene DNA Extraction assay (Cepheid AB,
Bromma, Sweden) according to the manufacturer’s
instructions. Twenty-five microliters of eluted DNA
were used for rt-PCR using the Affigene CMV Tren-
der diagnostic assay (Cepheid AB, Bromma, Swe-



LI Reunién Nacional de la AEHH y XXV Congreso Nacional de la SETH. Simposios

den). Amplification was performed on a MX3000P
instrument (Stratagene Instruments Systems, La Jolla,
CA, USA). Viral loads were obtained using the Affi-
gene Analysis software.

Flow citometry

The frequency of CMV-antigen-specific I[FNy-pro-
ducing T-cells by intracellular cytokine staining was
carried out as follows. Blood was collected in Na-
heparin anti-coagulated-vacutainers (Becton Dickin-
son, Allschwil, Switzerland). To induce antigen-spe-
cific activation and cytokine induction, 1 ml of whole
peripheral blood was incubated in the presence of 10
pg/ml of o CD28/a CD49d (1 pg/ml, Becton Dick-
inson NJ USA). To test for T-cell response the prep-
aration was stimulated with 50 pg/ml of CMV in-
fected human foreskin fibroblast lysates (Advanced
Biotechnologies Inc, Columbia, MD, USA). As pos-
itive controls, samples were stimulated with 25 ng/
ml of 4-alpha-phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)
and 1.5 pg/ml of Streptomyces ionomycin calcium
salt (Sigma-Aldrich, Buchs, Switzerland). Unstim-
ulated preparations served as negative controls. Af-
ter two hours, brefeldin A (10 pg/ml, Sigma Aldrich,
Buchs, Switzerland) was added to prevent IENy and
IL-4 secretion and was incubated for four hours at
37°C. Adherent cells were eliminated by adding 100
pl of 0.5 M EDTA and incubating for 15 minutes at
room temperature. Peripheral blood mononuclear
cells were washed for 15 minutes in BD lysing solu-
tion to recover the leucocyte population. Cells were
washed twice with PBS, fixed with 4% paraformal-
dehyde, then with 1% paraformaldehyde, permea-
bilized with 0.1% saponin (Sigma-Aldrich Buchs,
Switzerland) in PBS and stained at room temperature
in the dark with the following antibodies: a CD3, a
CD4, a CD8, a CD69 and o IFNy-IL-4, (all Becton-
Dickinson, NJ USA). Among 15,000-30,000 CD3+
lymphocytes were analyzed on a FACSCanto (Bec-
ton-Dickinson, NJ USA). The frequency of CMV-spe-
cific T-cells was analyzed for each antigen and was
expressed as the percentage of CD69 and IFNy dou-
ble positive CD4+CD3+ or CD8+CD3+ cells. Neg-
ative controls were subtracted to determine the an-
tigen-specific frequency. A sample was considered
positive when the percentage of T-cells positive for
CD69 was over 0.25%, and over 1% were positive
for IFNy.

Statistical analysis

CMV viral loads and the decrease of CMV viral load
during treated replication episodes were compared by

the Wilcoxon test. Differences were considered statis-
tically significant for p values < 0.05. SPSS 14.0 soft-
ware (SSPS Inc., Chicago, IL) was used to perform all
statistical analysis.

Results
Patients

From April 2007 to May 2008, ten cases met the re-
quirements for inclusion in the study. Clinical data
from patients included are shown in Table 1. The me-
dian age was 34 with a range of 17-59. Five out of the
eight cases with acute evolved to chronic GvHD. The
pre-transplant conditioning treatment was non-mie-
loablative in 40% of the patients.

Characterization of viral replication

Replication episodes first occurred in five of the recipi-
ents between days 7 and 63 post-transplant, with a me-
dian of 35 days. All but one of the episodes showed vi-
ral load values below 1,000 copies/ml (Figure 1A). Six
of the HSCT recipients had another period of CMV
replication between days 77 and 119 post-transplant,
with a median of 84 days. Of those, only two had vi-
ral load values over 10,000 copies/ml. After day 105,
there were no CMV replication event over 10,000 cop-
ies/ml, and during this time, only one patient present-
ed viral load values over 1,000 copies/ml (Figure 1A).

Only one recipient never developed viral infection.
For the other patients, viral load was detected at me-
dian day 56 post-transplantation with viral load bel-
low 10,000 copies/ml, and only two patients with lev-
els over 1,000 copies/ml (Figure 1B).

Pre-emptive treatment administration and CMV disease

There were a total of 9 replication episodes over 1,000
copies/ml that needed treatment. The treatment was
administered for a total of 343 days; each replication
episode lasted an average of 38.1 days (+12.1 days).
The reduction in viral load during treatment is de-
scribed in Figure 2. The median reduction in viral load
compared to the value at the initiation of the treat-
ment, at day 1, was significant after four weeks of
treatment with a median reduction of 3.27 log,, cop-
ies/ml (IQR: 0-2.3; p<0.05).

No side effect requiring the interruption of treat-
ment was observed in any of the patients during val-
ganciclovir therapy. During the six months follow up
one of the patients (10%) developed CMYV disease (Ta-
ble 1) completely recovering after treatment.
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days post-transplantation the total num-
ber of lymphocytes reached 200 cells/pl,
a count sufficient for analyzing between
15,000-30,000 CD3+ lymphocyte events
by flow cytometry. The total number of
lymphocytes further increased reach-
ing a maximum of 1400 cells/pl at day
98 after transplant (Figure 3 B-C). Af-
ter day 98 the level of lymphocytes de-
creased which correlated with an epi-
sode of CMV replication that required
the administration of valganciclovir. We
first detected CD4+ and CD8+ positive
for CD69 at day 42 after the transplant,
but only CD4+ cells were expressing
INFy. We first detected CD8+ cells pro-
ducing INFy at day 98 after the transplant
indicating that at this point the patient
had acquired specific immunity against

CMV.

Discussion

Figure 1. CMV infection time course during the first six months after
transplantation. A. Percentage of cases of CMV infection determined by real-time
PCR. B. Time to first detection of CMV infection measured by real-time PCR

CMV infection is one the major cause of
morbidity and mortality after HSCT. Ep-

results. isodes of prolonged activation of CMV
replication and also multiple replication
- . episodes can contribute to increase the
i . - BFE . 1. . . 16
i ow e morbidity in these patients!®.
R I — - i aT Pre-emptive treatment has several ad-
g M : ~ vantages over prophylactic treatment,
oy st . . .
£, e one of which is that only patients who
| g develop infection are treated, prevent-
E L ‘“-._" 4 B e ing unnecessary treatment'®. Further-
i . P
; B by} i = more, it may promote the acquisition of
[P S a CMV specific immune response. In ad-

dition, the antiviral treatment adminis-

Figure 2. Evolution of CMV viral load during replication episodes that needed
valganciclovir administration. Notes: RP, replication episode. * Statistically
significant p<0.05 compared to the first day of treatment; Wilcoxon test.

tration period is shorter, which may help
to prevent the selection of resistance mu-
tations and decrease valganciclovir side

Lymphocyte reconstitution and activation
of the specific T-cell immune response

In order to determine the optimal conditions for char-
acterizing the immune response during the first six
months after the transplant we followed one patient
by measuring during CMV replication events reconsti-
tution of the lymphocyte population and the activat-
ed T-cell subpopulations that produced IFNy against
CMYV antigens.

As shown in Figure 3A this patient experienced two
replication episodes that needed to be treated. At 35

| 272 | haematologica/edicion espafiola | 2009; 94 (Extra 1)

effects such as leucopoenia, which is es-
pecially critical for HSTC patients®!°.
Monitoring CMV infection remains es-
sential for efficiently managing transplant recipients,
especially those receiving pre-emptive therapy.

Our data suggest that pre-emptive administration of
valganciclovir in HSCT patients guided by a real-time
PCR method is a good alternative for patient manage-
ment. Pre-emptive therapy ensures that treatment is
only administered to patients who develop CMV in-
fection, preventing overtreatment and maximizing
cost-benefit.

The reconstitution of the CMV specific T cell im-
mune response is one of the major risk factors asso-
ciated with the development of CMV disease after
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HSCT®. On the other hand, it has been
established that lymphopenia is a pre-
dicting factor for CMV replication after
the transplant that could be used as a sur-
rogate marker of a poor specific immune
response in those situations in which the
technology to determine the specific im-
mune response is not available?.

In summary, pre-emptive therapy
guided by rt-PCR was effective in pre-
venting CMV disease during the first six
months after HSCT. In this setting, mea-
suring CMV-specific T cells for the de-
tection of the adaptive immune response

could be useful in the management of
CMV infection.
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CELULAS MESENQUIMALES
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Introduccion

El trasplante hematopoyético es un procedimiento te-
rapéutico cuyo objetivo final es sustituir una hemato-
poyesis enferma por una sana en pacientes afectados
por diferentes hemopatias —malignas o no—, asi como
algunas enfermedades congénitas. Por razones eviden-
tes, durante muchos afios se han estudiado las células
progenitoras hematopoyéticas (CPH), su forma de ob-

tencién, anidacién, el nimero requerido para su uso
etc. Sin embargo, se estd dando cada vez mas impor-
tancia a los mecanismos implicados en el anidamiento
y regulacién de las CPH y, por lo tanto, al micromedio-
ambiente medular implicado en estos procesos.

En 1968, Friedenstein et al. demostraron la existencia
en MO de unas células con capacidad clonogénica, de
aspecto fibroblastico a las que denominaron CFU-F.
En el momento actual, estas células se denominan cé-
lulas madre mesenquimales (IMSC) y son las células pro-
genitoras del estroma medular. El micromedioambien-
te hematopoyético constituye un complejo érgano en
el que las células del estroma ejercen su funcién regu-
ladora local, facilitando contactos celulares adecuados
y sintetizando moléculas que contribuyen al mante-
nimiento celular, asi como a la produccién del nime-
ro conveniente de precursores comprometidos para el
adecuado desarrollo de la hematopoyesis. La pobla-
cién de células que forman el estroma hematopoyéti-
co es heterogénea, con gran diversidad de tipos celu-
lares implicados en la regulacién de la hematopoyesis,
pero proceden de un progenitor comun: las MSC!.

El estudio de las MSC ha permitido poner en evi-
dencia su capacidad de diferenciarse hacia distintos te-
jidos —su multipotencialidad—, asi como la capacidad
inmunomoduladora, lo que hace de ellas una fuente
celular muy atractiva en modelos de medicina regene-
rativa y trastornos inmunitarios*°.

Estos antecedentes indujeron a diversos grupos de
investigadores a analizar el papel que estas células pu-
dieran tener en el trasplante alogénico en dos contex-
tos diferentes: mejorar el injerto hematopoyético (IH)
y tratar la enfermedad del injerto contra el huésped

(EICH).

Las MSC y su papel en el injerto
de los progenitores hematopoyéticos

Estudios preclinicos

La primera cuestién que se plantea al hablar de MSC
en el contexto del trasplante alogénico es la de si es-
tas células son capaces de injertar en la MO del recep-
tor. Los datos existentes son contradictorios. Mien-
tras que la mayoria de los estudios consideran que,
tras el trasplante alogénico, las células del estroma no
injertan y la mayoria son del receptor®, otros grupos’?
—entre los que se encuentra el nuestro— han compro-
bado que en algunas ocasiones un pequefo porcenta-
je de las MSC son del donante. El hallazgo en comtn
es que se trata de pacientes con enfermedades en las
cuales se encuentra el estroma danado, de tal manera
que, probablemente, en ausencia de un “defecto” en
las CSM es dificil de demostrar su injerto tras el tras-
plante®. Recientemente se ha desarrollado un modelo
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Figura 1. Quimerismo de CPH humanas en modelo murino. IV: inyeccion intravenosa; 10: inyeccion intradésea. CSM: células

mesenquimales.

animal en el que se reproduce la hematopoyesis hu-
mana al inyectar MSC expandidas in vitro tras su in-
yeccién intradsea’. Utilizando este modelo animal e
inyectando progenitores hematopoyéticos junto con
la inyeccién intradsea de MSC humanas hemos com-
probado que éstas aceleran el injerto y mejoran el qui-
merismo humano (Figura 1)°y en este contexto se
pueden encontrar MSC humanas en el hueso en que
se ha realizado la inyeccién. Una de las hipdtesis que

se plantean en la actualidad es que las CSM podrian
actuar, en el contexto del trasplante hematopoyético,
mejorando el funcionalismo de un micromedioam-
biente danado por la radioquimioterapia. Nosotros,
en un modelo desarrollado in vitro de dafio del micro-
medioambiente por la accién del VP 16 hemos com-
probado que la adicién de MSC sanas al lecho dafiado
mejora la capacidad de mantenimiento de la hemato-
poyesis (Figura 2)°.
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Estudios clinicos
RESL T ADGE:
Basados en estos hallazgos algu-
nos autores han iniciado ya ensa-
yos con el fin de mejorar el injerto.
Los primeros en realizarlo fueron
Frassoni et al., quienes infundieron
MSC junto a las CPH y comproba-
ron que efectivamente éstas eran
= capaces de acelerar el injerto y que,
ademads, disminuia la incidencia de
EICH!". M4s recientemente'?, en
un ensayo piloto, se han utilizado
MSC de donantes en pacientes so-
metidos a trasplante alogénico que
presentaban un injerto pobre. En
algunos pacientes se observé una
recuperacién de las cifras. Asimis-
mo, se ha comprobado que estas

a! = &

células pueden ser ttiles en el tra-

Figura 2. Accion de las CSM sobre los linfocitos T. A) En ausencia de MSC. B) En

presencia de MSC.

tamiento de la aplasia pura de cé-
lulas rojas secundaria a incompati-
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Figura 3. Efecto de las CSM sobre diferenciacion de células B
hacia células plasmaticas.

Las MSC y su papel inmunoregulador en el
trasplante de progenitores hematopoyéticos

Una de las caracteristicas que hacen a las células me-
senquimales candidatas ideales en programas de tera-
pia celular es su baja alogenicidad y su capacidad in-
munomoduladora. Hacer una revisién exhaustiva de
las multiples acciones inmunomoduladoras que ejer-
cen estas células estd fuera del propésito de este traba-
jo, por lo que nos limitaremos a resaltar lo que consi-
deramos mas relevante.

Estudios preclinicos

Numerosos estudios i vitro han demostrado que las
MSC son capaces de inhibir la respuesta alogénica
de los linfocitos T estimulados en cultivo mixto o
que inhiben la proliferacién linfocitaria inducida por
mitégenos!.

En nuestra experiencia, las CSM bloquean el ciclo
celular de linfocitos estimulados con PHA, anti-CD3
o anti-CD28, e independientemente del estimulo las
CSM reducen la expresién de IEN-y intracitoplasma-
tico en los linfocitos T (Figura 2). Cuando analizamos
las vias de sefnalizacién implicadas comprobamos que
las CSM inhiben la fosforilacién tanto de la via de Akt
como de la via de Erk 1/2.

En contraste con la amplia informacién relativa al
efecto de las CSM sobre los linfocitos T, son pocos los
estudios que se han centrado en evaluar el efecto de
las CSM sobre los linfocitos B y, aunque los datos en
ocasiones son discordantes, cada vez es mds evidente
el efecto pleiotrépico de estas células!>6.

En nuestra experiencia', las CSM incrementan la via-
bilidad de los linfocitos B de forma significativa, tan-
to en situacién de reposo (cultivo con Ig+CpG) como
de proliferacién (cultivo con Ig+CpG+CD40L+IL-4) e
incrementan el nimero de células B en fase G0/G1;
es decir, las CSM mantienen la viabilidad y bloquean
la proliferacién de los linfocitos B (Figura 3). Analiza-
mos su efecto sobre la diferenciacién B y comproba-
mos que en presencia de células dendriticas plasmo-
citoides se incrementa el nimero de células positivas
para los marcadores CD38/CD138; pero, cuando se
afiaden CSM, se produce una disminucién significati-
va en el porcentaje de estas células, es decir, las CSM
bloquean la diferenciacién de los linfocitos B hacia cé-
lulas plasmaticas.

Ensayos clinicos

El efecto inmunomodulador de las CSM ha motiva-
do su utilizacién en el tratamiento de la EICH. Des-
de la publicacién inicial de Le Blanc er al.*®en la que
se describe cémo la infusién de CSM haploidénticas
permite rescatar a un paciente con EICHa severa, la
experiencia clinica utilizando este procedimiento se
ha ampliado notablemente. Asi, estos mismos inves-
tigadores publicaron posteriormente un ensayo clini-
co llevado a cabo en Europa'. Estos pacientes pre-
sentaban EICHa refractaria. La dosis media de CSM
infundida fue de 1,4 x 10° (rango: 0,4-9 x 10°) / kg. La
respuesta global fue de 71%; 30 pacientes alcanzaron
RC y 9 mejoria de su EICH. La mediana de tiempo
entre la infusién y la respuesta fue de 18 dias (rango:
3-63). Curiosamente el grado de identidad HLA en-
tre paciente y donante de CSM no se relaciond con el
grado de respuesta.

Recientemente, en un ensayo con menor nimero de
pacientes se obtienen también un nimero de respues-
tas significativo, aunque los resultados no son tan im-
presionantes como los previamente descritos®.

Por otra parte, dado el efecto inmunosupresor de las
CSM, no esta claro si su infusién puede tener un efec-
to adverso sobre el control de la enfermedad de base,
incrementando el riesgo de recaida®.

Uno de los problemas de los ensayos clinicos descri-
tos es el uso de suero bovino fetal en el medio de cul-
tivo. Para evitar este inconveniente, en colaboracién
con la Clinica Universitaria de Navarra hemos lleva-
do a cabo un estudio en el que se compara la capaci-
dad de expansién de las CSM y los efectos inmuno-
moduladores de las mismas empleando suero bovino
fetal frente a suero humano®. Hemos podido compro-
bar que, tanto el lisado plaquetario como el suero hu-
mano constituyen alternativas validas al suero bovino
fetal para la expansion de las CSM y sin el riesgo de
transmisién de zoonosis.
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En base a los hallazgos de este estudio estamos rea-
lizando un ensayo clinico de tratamiento de EICH re-
fractario con CSM expandidas con suero autélogo
+/- lisado plaquetario (cédigo CSM/EICH2005). El
procedimiento ha sido seguro, sin efectos secunda-
rios relacionados con la infusién aunque algin pa-
ciente ha desarrollado procesos infecciosos intercu-
rrentes.

Conclusiones

Las CSM pueden ejercer un efecto mdltiple en el tras-
plante hematopoyético: por un lado, pueden favore-
cer el injerto y, por otro, pueden ejercer un efecto in-
munomodulador que tendria una aplicacién evidente
para prevenir o tratar la enfermedad del injerto con-
tra el huésped. Sin embargo, los datos existentes en el
momento actual son atn preliminares por lo que su
utilizacién en el trasplante hematopoyético, en cual-
quiera de sus aplicaciones, debe continuarse hacien-
do en el contexto de ensayos clinicos controlados.

Agradecimientos

Algunos resultados indicados en el presente trabajo han sido posi-
bles en parte como consecuencia de los siguientes proyectos de in-
vestigacion: GRS/222/A/08 (Consejeria de Sanidad de la Junta de
Castilla y Ledn), PEI 052 180 (Instituto de Salud Carlos III)

S.C. es una investigadora predoctoral financiada con una beca de
formacion de personal investigador de la Junta de Castilla y Leon.

Bibliografia

1. Minguell J], Erices A, Conget P. Mesenchymal stem cells. Exp
Biol Med 2001; 226: 507-20.

2. Dominici M, Hofmann TJ, Horwitz EM. Bone marrow me-
senchymal cells: biological properties and clinical applicatio-
ns. ] Biol Regul Homeost Agents 2001; 15: 28-37.

3. Deans RJ, Moseley AB. Mesenchymal stem cells: biology
and potential clinical uses. Exp Hematol 2000; 28: 875-84.

4. Dominici M, Hofmann TJ, Horwitz EM. Bone marrow me-
senchymal cells: biological properties and clinical applicatio-
ns. ] Biol Regul Homeost Agents 2001; 15:28-37.

5. Deans RJ, Moseley AB. Mesenchymal stem cells: biology
and potential clinical uses. Exp Hematol 2000; 28: 875-84.

6. Bacigalupo A. Mesenchymal stem cells and haematopoietic
stem cell transplantation. Best Pract Res Clin Hematol 2004;
17: 387-99.

7. Horwitz EM, Prockop DJ, Fitzpatrick LA et al. Transplanta-
bility and therapeutic effects of bone marrow derived mes-

| 278 | haematologica/edicién espafiola | 2009; 94 (Extra 1)

10.

11.

12.

18.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

enchymal cells in children with osteogenesis imperfecta. Na-
ture Med 1999; 5: 309-13.

. Villaron EM, Almeida J, Lépez-Holgado N, et al. Mesenchy-

mal stem cells are present in peripheral blood and can en-
graft after allogeneic stem cell transplantation. Haematologi-
ca 2004; 89: 1421-7.

. Muguruma Y, Yahata T, Miyatake H, et al. Reconstitution

of the functional human hematopoietic microenvironment
derived from human stem cells in the murine bone marrow
compartment. Blood 2006; 107: 1878-87.

Carrancio S, Sanchez-Guijo FM, Lépez-Holgado N, et al. Hu-
man mesenchymal stem cells can ameliorate hematopoietic
function after chemo-radiotherapy induced stromal damage.
14% Congress EHA, Berlin 2009.

Frassoni F, Labopin M, Bacigalupo A, et al. Expanded me-
senchymal stem cells co-infused with HLA identical hema-
topoietic stem cell transplants reduce acute and chronic graft
versus host disease: a matched pair analysis. Bone Marrow
Transplant 2002; 29: S2.

Meuleman N, Tondreau T, Ahmad I, et al. Infusion of mesen-
chymal stromal cells can aid hematopoietic recovery follow-
ing allogeneic hematopoietic stem cell myeloablative trans-
plant : a pilot study. Stem Cells Develop 2009 (prepublished
online).

Fang B, Song Y, Li N, Li J, Han Q, Zhao RC. Mesenchymal
stem cells for the treatment of refractory pure red cell apla-
sia after major ABO-incompatible hematopoietic stem cell
transplantation. Ann Hematol 2009; 88: 261-6.

Aggarwal S, Pittenger ME Human mesenchymal stem ce-
lIs modulate allogeneic immune cell responses. Blood 2005;
105: 1815-22.

Glennie S, Soeiro I, Dyson PJ, Lam EW, Dazzi E Bone ma-
rrow mesenchymal stem cells induce division arrest anergy
of activated T cells. Blood 2005; 105: 2821-7.

Krampera M, Cosmi L, Angeli R, et al. Role for interferon-ga-
mma in the immunomodulatory activity of human bone ma-
rrow mesenchymal stem cells. Stem Cells 2006; 24: 386-98.
Tabera S, Pérez-Simén JA, Diez-Campelo M, et al. The effect
of Mesenchymal Stem Cells on the viability, proliferation
and differentiation of B lymphocytes. Hematologica 2008;
93:1301-9.

Le Blanc K, Rasmusson I, Sundberg B, et al. Treatment of
severe acute graft-versus-host disease with third party hap-
loidentical mesenchymal stem cells. Lancet 2004; 36 (3):
1439-41.

Le Blanc K, Frassoni F Ball L, et al. Mesenchymal stem ce-
lIs for the treatment of steroid resistant, severe, acute graft
versus host disease: a phase II study. Lancet 2008; 371:
1579-89.

von Bonin M, Stolzel E Goedecke A, Richter K, Wuschek
N, Hélig K, et al. Treatment of refractory acute GVHD with
third party MSC expanded in platelet lysate-containing me-
dium. Bone Marrow Transplant 2009; 43 (3): 245-51.

Ning H, Yang F, Jiang M, et al. The correlation between co-
transplantation of MSC and higher recurrence rate in hema-
tologic malignancy patients: outcome of a pilot clinical trial.
Leukemia 2008; 22: 593-9.

Pérez-llzarbe M, Diez-Campelo M, Aranda P, et al. Compari-
son of ex vivo expansion culture conditions of mesenchymal
stem cells for human cell therapy. Transfusion (en prensa).





