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Introduccion

Las leucemias constituyen un grupo heterogéneo
de neoplasias que se asocian frecuentemente con
inestabilidad genética caracterizada por cambios
cromos6micos y moleculares que afectan a un 60-
80% de los pacientes. Estas alteraciones adquiridas
afectan a genes implicados en la diferenciacién y
proliferacién de las células sanguineas (RARa, MLL,
CBE FLT3) y han sido extensamente asociadas, tan-
to con la leucemogénesis como con el prondstico de
la enfermedad!. Sin embargo, poco se conoce res-
pecto a las alteraciones hereditarias y la suscepti-
bilidad genética a leucemia. Al igual que ocurre en
otros canceres, parece que el riesgo de desarrollar
leucemia es una compleja interaccién entre multi-
ples variantes genéticas de baja penetrancia, la ex-
posicién ambiental a determinados carcinégenos,
la dieta y las caracteristicas individuales del siste-
ma inmunitario.

Los genes que con mayor frecuencia han sido rela-
cionados con la susceptibilidad a desarrollar leucemia
pueden ser englobados en tres grandes grupos: genes
implicados en el metabolismo de carcindgenos, ge-
nes implicados en el metabolismo del folato y genes
reparadores del ADN. En la Tabla 1 se detallan estos
genes, asi como la nomenclatura del polimorfismo, su
frecuencia y posible efecto bioldgico.

Genes implicados en el metabolismo
de carcinégenos

Las enzimas metabolizadoras de drogas, carcindgenos
y toxicos ambientales son capaces de degradar sus-
tancias quimicas exdgenas (xenobidticos) a las cuales
se exponen los seres vivos. Constituyen la primera li-
nea de defensa para evitar el ingreso de sustancias po-
tencialmente nocivas al interior del organismo y se ca-
racterizan por su amplia especificidad de sustrato, son
facilmente inducibles o inhibibles por los propios xe-
nobidticos y presentan un alto grado de polimorfismo
genético. Estas variaciones genéticas en combinacién
con la exposicién a téxicos podrian conferir un ma-

yor riesgo de desarrollar leucemia, especialmente en
los nifios, debido a la exposicién diferencial y/o inma-
durez fisioldgica, o en pacientes con cancer sometidos
a tratamiento citotéxico intensivo.

Se han descrito polimorfismos en los genes que co-
difican la superfamilia de citocromos implicados en la
fase I del metabolismo, la quinona éxido-reductasa,
que actta en el metabolismo de los radicales libres, y
la familia de enzimas glutatién-S-transferasas, que es-
tan implicadas en la fase II del metabolismo.

Citocromos

Una de las principales enzimas implicadas en el meta-
bolismo de drogas es el citocromo P450 (CYP). Aunque
la principal funcién del CYP es participar en reacciones
de detoxificacién transformando un compuesto far-
macoldgicamente activo en inactivo, excretandolo por
la orina, también participa en procesos de activacién
metabdlica, de manera que compuestos inertes y poco
reactivos son convertidos en otros de gran reactividad
quimica que son téxicos para el organismo.

Los polimorfismos en los citocromos CYP1Af1,
CYP3A4y CYP3A5 se han estudiado en relacién con su
posible participacién en el desarrollo de la leucemia.

En el gen CYP1A1 se han estudiado los polimor-
fismos: CYP1A1%2A, localizado en la regién 3’ no
traducida (UTR) que aumenta la expresién CYE, y
CYP1A1*2B, que da lugar a una sustitucién 1462V lo-
calizada en el sitio de unién de CYP1A1 y aumenta la
actividad de la enzima. El alelo CYP1A1*4 causa una
sustituciéon T461N aunque su efecto bioldgico es des-
conocido.

La enzima CYP3A4 es la isoforma mds abundan-
te en el higado humano adulto. Para CYP3A4, exis-
ten 38 polimorfismos conocidos diferentes. El poli-
morfismo CYP3A4*1B consiste en un cambio A290G
en la regién del promotor. El papel de este polimor-
fismo es controvertido; inicialmente se propuso que
podia disminuir la transcripcién, pero estudios mas
recientes indican que el alelo CYP3A4*/B muestra
una transcripcién mds elevada que el alelo normal.
El CYP3A5 se expresa fundamentalmente en el higa-
do y tiene 22 variantes polimérficas descritas. Las va-
riantes CYP3A5*3 y CYP3A5%6 inducen un sitio de
splicing que disminuye sustancialmente el contenido
hepatico de CYP3A.

Polimorfismos CYP y leucemia

Un estudio realizado en leucemia mieloblastica agu-
da (LMA) y leucemia secundaria (LS) muestra que el
alelo CYP3A4*1B tiene una frecuencia mds baja en
pacientes con LS que en pacientes con LMA de novo®.
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Tabla 1. Polimorfismos genéticos relacionados con la leucemia

Papel bioldgico GEN (locus) OMIN Polimorfismo
CYP1A1*2A
HEED 16235C
CYP1A1 CYP1A1*2B
(15922-q24) A4889G
CYP1A1*4
Fase | del (4887A
metabolismo *
CYP3A4 124010 CYP3A4*1B/V
(7922.1) -A290G
*
605325 CYP3A5*3
CYP3A5 AJ
(7922.1) CYP3A5*6
14690G>A
GSTM1
(1p13.3) 138350 delGSTM1
Fase Il del GSTT1
metabolismo (22911.2) EL0 LEEIIE
GSTP1 GSTP1*B
(11q13) i Ex5-24A>G
*
125860 NQo1*2
Radicales libres Nooi coosr
a
(11922.1) NQO1*3
C465T
236250 A1298C
MTHFR
i (1p36.3)
Metabolisro C667T
del acido folico
TYMS repeticiones
(18p11.32) L tandem 2R/3R
RAD51
(15015.1) 602774 -135C
hMSH2
(2022-021) 609309 IVS§12-6C>T
Genes
Reparadores XRCC3
XPD
(19q13.2- 278730 Ex23+61A>C
q13-3)

dbSNP ID / Frecuencia o
Eecto snpsoocancer D polimorfismo (%) Crecto bilogieo
rs4646903 12-16 Aumenta expresion
1462V rs1048943 89 Aumenta expresion
T461N rs1799814 10 ?
Promotor rs2740574 22 ¢Reduce expresion?
Variantes Reduce act.
splicing enzimatica
Variantes 117 Sin efecto o reduce
splicing expresion
o / ) o
Delecion GSTM1-02 50 Suprime expresion
Delecion .. / 41 Suprime expresion
GSTT1-02
1108V 15947894 54 Reduce act.
enzimatica
P187S 151800566 48 Suprime .
enzimatica
R139W rs4986998 4 Disminuye expresion
E420A 151801131 49 Disrminuye act.
enzimatica
222V 151801133 51 Disrminuye act.
enzimatica
38:54 Aumenta expresion
(3R) P
11 Altera HRC
rs2303428 15 MMR
T241M rs861539 35 HR
rs13181/
K751Q ERCC2-03 39 NER

HR: recombinacion homéloga; MMR: reparacion de errores de apareamiento; NER: reparacion de errores por excision.

La hipétesis de los autores es que el genotipo normal
podria facilitar la produccién de ADN danado por los
metabolitos intermedios reactivos. Sin embargo, en
posteriores estudios no se ha podido confirmar esta
conclusién.

Un estudio de casos y controles realizado en adul-
tos con LMA da cuenta del predominio superior del
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alelo CYP1A1%4 en pacientes que en controles®, lo que
confiere un mayor riesgo de leucemia, que es mas evi-
dente cuando el genotipo CYP1A1% esta combinado
con los alelos CYP1A1*2B y delGSTT1. El polimorfis-
mo CYP1A1"2B tiene una incidencia mayor en pacien-
tes con LMA que presentan la mutacién NRAS com-
parado con los que no la presentan.
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Krajinovic et al.* dan cuenta de una mayor inciden-
cia del alelo CYP1A1*2A en ninos con leucemia linfo-
blastica aguda (LLA) en comparacién con los contro-
les. El mayor riesgo conferido por el alelo CYP1A1%2A
en el desarrollo de LLA se confirma en un reciente
metaanalisis®.

Quinona oxido-reductasa

La quinona éxido-reductasa (NQO1) es una pro-
teina flavina que convierte las quinonas derivadas
del benceno en hidroquinonas y ha sido asociada
con hematotoxicidad por benceno y resistencia a la
mitomicina C. Se han descrito dos polimorfismos,
NQO172 (C609T) y NQO1*3 (C465T), que produ-
cen el cambio de los aminodcidos P187S y R139W,
respectivamente. Ambas variantes afectan a la fun-
cién de la enzima: NQO1*3 causa una disminucién
de la actividad enzimatica, mientras que NQO1*2
causa una pérdida completa de la actividad enzima-
tica.

Polimorfismos NQO1 y leucemia

La enzima NQOT1 protege contra el envenenamien-
to por benceno. Asi, un estudio de casos y controles
realizado en trabajadores expuestos a benceno mos-
tré un riesgo aumentado de hematotoxicidad y leu-
cemia en personas portadoras del alelo NQO1*2. La
homocigosidad para NQO1*2 en combinacién con el
humo del tabaco o el consumo de alcohol aumen-
ta el riesgo de envenenamiento por benceno 8,15 ve-
ces en portadores heterocigotos y 21,5 veces en ho-
mocigotos®.

Varios estudios realizados en adultos en diversos
grupos étnicos muestran una asociacién del polimor-
fismo NQO1*2 con LS. Asi, los individuos homocigo-
tos para NQO1"2 presentan un riesgo de LS 2,6 ve-
ces superior al de los individuos que presentaban el
alelo normal’. Contrariamente a los resultados obte-
nidos en adultos, un estudio en niflos con LLA publi-
cado por Blanco et al.® no encuentra diferencias en la
incidencia de NQO1*2 entre pacientes con LS y con-
troles. Las discrepancias observadas entre adultos y
niflos pueden ser atribuibles a muchos factores, par-
ticularmente la terapia empleada para tratar el primer
tumor.

En la leucemia aguda (LA) de novo también se ha
encontrado que el alelo NQO1*2 es mas prevalente
en adultos y en nifos. La presencia de al menos un
alelo NQO1*2 incrementaba 2,7 veces el riesgo de
LLA/MLL-positivo. Este resultado fue confirmado en
un metaandlisis en el que se analizaba la asociacién
entre NQO1 y la LLA en nifios’.

Glutation-S-transferasas

Las glutation-S-transferasas (GST) constituyen una
familia de enzimas implicadas en el metabolismo de
fase Il involucradas enla detoxificacion de varios com-
puestos, incluyendo xenobidticos, agentes cancerige-
nos ambientales y alguna droga quimioterdpica. Ca-
talizan el ataque nucleofilico del glutatién reducido o
GSH sobre el centro electréfilo de un gran nimero de
estructuras téxicas. Se han observado polimorfismos
en al menos tres genes de la familia GST: GSTAM1,
GSTT1 y GSTP1. Los genes GSTM1 y GSTT1 pre-
sentan un polimorfismo que consiste en la supresién
completa del gen que causa la pérdida de la actividad
enzimatica. El polimorfismo GSTP1*B causa la susti-
tucién de una isoleucina por una valina en el sitio ac-
tivo de unién electrofilico del péptido GST-n y afec-
ta a la actividad catalitica y la estabilidad térmica de
la enzima.

Polimorfismos GST y leucemia

El polimorfismo GSTP1”B se ha asociado con LS, pero
no con LA de novo. Un estudio de casos y controles de-
muestra que el alelo GSTP1"B esta significativamente
sobrerepresentado entre los pacientes con LS en rela-
cién con los controles™.

Varios estudios han investigado la influencia de
delGSTM1 y delGSTT1 en el riesgo de LS, y la mayo-
ria no han encontrado asociacién.

En la leucemia de novo se ha descrito una débil aso-
ciacién entre los genotipos delGSTM1 o delGSTT1 y el
riesgo de LMA y LLA, aunque este riesgo aumenta si
delGSTM 1 se combina con delGSTT1 debido a la au-

sencia total de actividad de las dos enzimas'!.

Genes implicados en el metabolismo
de los folatos

El folato estd implicado en reacciones que incluyen la
sintesis de purinas y pirimidinas, asi como la provisién
de grupos metilo para la metilacién de ADN, ARN y
proteinas. Se han propuesto dos mecanismos por los
que la deficiencia de folato podria causar malignidad:
la hipometilacién del ADN, que provocaria la activa-
cién de protooncogenes, o bien induciendo la incorpo-
racion de uracilo durante la sintesis de ADN.

La metilentetrahidrofolato-reductasa (MTHFR) con-
vierte el 5,10-metilentetrahidrofolato a 5-metilente-
trahidrofolato, el cual dona un grupo metilo a la homo-
cisteina para que se transforme en metionina durante
la sintesis de proteinas. La timidilato-sintetasa (7S) ca-
taliza la conversién de uracilo a timina, en la sintesis

de ADN.
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Genes implicados en el metabolismo
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Figura 1. A: genes implicados en el metabolismo de drogas, carcinégeneos y xenobiéticos; B: genes implicados en la sintesis y

reparacion del ADN.

En el gen MTHFR, el polimorfismo C677T supone
la sustituciéon A222V que produce una enzima termo-
labil que causa hiperhomocisteinemia en portadores
con bajos niveles plasmaticos de acido félico. Un se-
gundo polimorfismo en A1298C conduce a una susti-
tucién E439A.

Los homocigotos para este polimorfismo muestran
una reduccion del 61% en la actividad de MTHEFR. Los
dobles heterocigotos (A1298C y C677T) se han aso-
ciado con una reduccién de actividad de la enzima en
un 50-61%. La TS posee un tnico sitio de repeticién
interna en tindem en 5’ UTR. Este polimorfismo cons-
ta de repeticiones en tandem de 28pb en miultiplos de
dos (2R) o tres (3R). El polimorfismo 3R aumenta la
expresion del gen. Esta hiperexpresién aumentaria la
conversion de dUMP en dTME, disminuyendo los ni-
veles de uracilo.

Polimorfismos MTHFR, TS y leucemia

En los estudios realizados en LMA no se han visto di-
ferencias significativas de los polimorfismos MTHFR
Cé677T y A1298AC*. Sin embargo, en la LLA varios
estudios han descrito una menor incidencia de estos
polimorfismos en los pacientes que en los controles,
confiriendo una reduccién en el riesgo de LLA™. Es-
tos mismos resultados se han reportado en diferentes
trabajos en la LLA pedidtrica, en los que se muestra
que el polimorfismo MTHFR C677T o su combina-
cién con el polimorfismo A1298C confiere un papel
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protector contra el desarrollo de LLA®. El polimorfis-
mo TS 3R también ha sido asociado con la disminu-
cién del riesgo de LLA™.

Genes reparadores del ADN

La maquinaria de reparacién del ADN corrige los
dafos producidos por carcindégenos y otros agentes
téxicos. El primer paso en la reparacién es el recono-
cimiento de los bucles distorsionados en la doble hé-
lice, mediante el mecanismo de reparacién de errores
de apareamiento (MMR). Cuando sélo una de las dos
cadenas del ADN ha sido dafiada y la alteracién afec-
ta a una sola base, se repara mediante el mecanismo
de reparacién por excisién de base (BER); si afecta a
varias bases, se corrige mediante reparacién por exci-
sién de nucleétido (NER). Cuando la rotura afecta a
ambas cadenas de ADN,; se repara mediante la unién
de extremos no homdlogos (NHE]) y la reparacién
por recombinacién homéloga (HR).

Se conocen mas de 150 genes reparadores y en és-
tos son muy frecuentes los polimorfismos. El gen
hMSH2 que interviene en el mecanismo de MMR
presenta una variante IVS12-6 T>C que afecta al spli-
cing del exén 13. En los genes XRCC3 y RAD51 que
intervienen en la reparacién por HR se presentan las
variantes T241M y —135C, respectivamente, que se
asocian con la formacién de aductos de ADN. El gen
XPD que interviene en el mecanismo NER presenta
el polimorfismo K751Q.
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Polimorfismos, genes reparadores y leucemia

Muchas de estas variantes producen alteraciones
en los mecanismos de reparacién del ADN, de ma-
nera que la célula no puede corregir adecuadamen-
te los dafos producidos por distintos agentes. Este
hecho es especialmente relevante en los pacientes
con céncer sometidos a quimioterapia y radiotera-
pia. Asi, se ha descrito un mayor riesgo de LS en pa-
cientes que presentaban los polimorfismos IVS12-
6 MSH2, T421M XRCC3, -135C RAD51 y K751Q
XP 15-17.

Conclusiones y perspectivas futuras

Aunque los datos revisados parecen sugerir que cier-
tas variantes genéticas estdn implicadas en la sus-
ceptibilidad individual a desarrollar algtn tipo par-
ticular de leucemia, como NQO1 en la LA de novo,
los genes reparadores (MSH2, XRCC3, RADS51,
XPD) enla LSy los genes del metabolismo del folato
(MTHFR, TS) en la disminucién del riesgo de LLA.

Estos resultados deben ser tomados con cautela,
ya que muchos han sido realizados sobre un tama-
fo muestral pequefio y se han analizado un nimero
limitado de polimorfismos. Hoy en dia, las técnicas
de genotipado masivo de SNP mediante microarray
permiten realizar estudios de asociacién alélica a lo
largo de todo el genoma (GWA).

Recientemente, se han publicado dos estudios
GWA en los que se analizan miles de polimorfismos
en la LLA de nifos y la LS'®". Los resultados confir-
man que existen variantes genéticas heredadas que
contribuyen al riesgo de estas leucemias, aunque no
se confirma ninguna de las que se habian reportado
en estudios previos individuales. Alguno de los poli-
morfismos detectados en estos estudios GWA afec-
ta a genes relevantes en el desarrollo hematopoyé-
tico, como [KZF1 en la LLA, pero muchos otros son
genes desconocidos o hasta ahora no relacionados
con la leucemia.
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A pesar del considerable avance en el manejo de com-
plicaciones tras el alo-TPH, la enfermedad del injerto
contra el huésped (EICH) y las infecciones siguen sien-
do una importante causa de morbilidad y mortalidad.
Tras el alo-TPH ocurre una respuesta inflamatoria en
la que el sistema inmunitario innato (SII) juega un pa-
pel clave. Esta respuesta inflamatoria conlleva un efec-
to perjudicial pero también un efecto beneficioso debi-
do a la actividad antileucémica ejercida por las células
del donante. Mantener un balance entre ambos proce-
sos determinard el éxito del alo-TPH. Ademas de los
factores de riesgo conocidos que afectan al prondsti-
co del alo-TPH, la variabilidad genética constitucional
de ambos, donante y receptor, en polimorfismos de un
Unico nucleétido (SNP) en genes del SII, estd mostran-
do resultados prometedores que permitirdn en un fu-
turo determinar haplotipos de alto riesgo como un cri-
terio adicional a la compatibilidad HLA entre donante
y receptor y poder llevar a cabo las medidas necesarias
en el manejo del alo-TPH. Entre los genes del SII, poli-
morfismos en los receptores de reconocimiento de pa-
trones (PRR), péptidos antimicrobianos (PAM) y facto-
res reguladores de interferén (IRF) no se han estudiado
tanto como genes que codifican para citocinas, a pesar
de su importancia en la regulacién de la respuesta in-
flamatoria. Son necesarios estudios de variabilidad ge-
nética para determinar haplotipos de alto riesgo y es-
tablecer posteriormente el efecto final de un SNP en la
proteina producida.

Reacciones biologicas que llevan al desarrollo
de la EICH y al efecto antileucémico

Tras el alo-TPH, y debido a los regimenes de acondi-

cionamiento, los tejidos se dafan, permitiendo a los
patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMP)
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y elementos celulares necréticos penetrar en los teji-
dos adyacentes y en el torrente sanguineo para acti-
var los receptores toll-like (TLR) en las células del SII y
liberar citocinas inflamatorias causando un dafio ma-
yor. Las células dendriticas (DC), que contienen an-
tigenos capturados de las células de los tejidos de la
mucosa intestinal dafiados, se activan por los TLR y
migran a los tejidos linfoides, donde maduran, y pre-
sentan péptidos a las células T del donante induciendo
una respuesta aloantigénica que conlleva la prolifera-
cién de células T del donante. En esta proliferacién, la
interaccién de TGE-f con distintas citocinas permitira
la diferenciacién a células Th1, Th2 o Th17 pudiendo
causar una respuesta inflamatoria o antiinflamatoria®=.
Ademas, la diferenciacién a células T citotdxicas pro-
moverd el efecto antileucémico. Todas estas respues-
tas incrementan la inflamacién, pero también el efec-
to antileucémico.

La variabilidad genética en las citocinas y
otros genes del Sll, y su papel en el pronéstico
del alo-TPH

Las variaciones genéticas constitucionales pueden ser
responsables de un cambio en la produccién final de
la proteina, pudiendo este cambio servir como posible
biomarcador para predecir la EICH aguda (EICHa) y la
EICH crénica (EICHc). Cada vez mayor nimero de es-
tudios de asociacién de SNP en citocinas con la EICH
muestran la influencia de la variabilidad genética en el
prondstico alo-TPH. Sin embargo, para poder demos-
trar la asociacién de un SNP con el prondstico alo-TPH
es necesario que ésta se valide en otra poblacién de
caracteristicas similares, ya que esta asociacién podria
estar reflejando las distintas modalidades y protocolos
clinicos usados entre distintos grupos. En un andlisis
apropiado, deben considerarse los factores de riesgo,
el tipo de poblacién y los protocolos usados, y los re-
sultados deben validarse en otras poblaciones para po-
der concluir que un determinado SNP puede conferir
una ventaja o desventaja.

En los dltimos afos se han publicado muchos es-
tudios de asociacién de SNP en citocinas con el pro-
néstico del alo-TPH. Algunos de estos estudios han
mostrado un efecto funcional, pero a veces la asocia-
cién encontrada ha sido opuesta. Asi, en TGF-f, un
polimorfismo en el codén 10 que altera la estructu-
ra proteica y otro en el receptor se han asociado con
el desarrollo de la EICHa en trasplantes de hermano
HLA-idéntico; en otra poblacién de diferente edad
no influyé en la EICHa. En el receptor, SNP en la IL-
6 e I[FN-y que causan una mayor y menor produccion
de IL-6 y IFN-y, se asocian con mayor incidencia de
EICHa y EICHc y con el riesgo de reactivacion de vi-
rus de Epstein-Barr tras alo-TPH. Sin embargo, otra
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variante (alelo 2) en el IFN-y que lleva a una produc-
cién mayor de IFN-y se asocia con menor EICHa. En
el receptor antagonista de la IL-1 (IL-7Ra), hay una va-
riante que disminuye la produccién de la IL-1 e induce
menor EICHa severa y menor EICHc cuando esta pre-
sente en el donante o receptor, respectivamente. En
la IL-2, un SNP (T-330-G) en el receptor que aumen-
ta la produccidn de IL-2 se asocia con mayor frecuen-
cia de EICHa y EICHc en trasplantes de médula ésea
no emparentados. Otros estudios en SNP han mos-
trado la importancia de cémo determinadas variantes
en dos citocinas influyen en la interaccién entre éstas;
asi, en la IL-10, una variante (IL-10-592A) que aumen-
ta la produccién de la IL-10 disminuye la incidencia de
EICH y la mortalidad relacionada con el procedimien-
to (MRT) en trasplantes de hermano HLA-idéntico y
donantes con una variante en el receptor de la IL-10
(IL1ORB/c238) confieren proteccién en pacientes que
presentan la variante IL-10-592A reduciendo el ries-
go de EICHa, en trasplantes de hermano HLA-idénti-
co pero no en donantes no emparentados®. Todos es-
tos estudios de SNP en citocinas ponen de manifiesto
la importancia de cémo un cambio de un nucleétido
puede influir en la produccién final de citocinas, o en
la interaccidén entre éstas que finalmente se reflejara
en sus funciones. Y, también, cdmo el mismo efecto
en la produccién de la proteina puede llevar a distin-
tas asociaciones en el alo-TPH, indicando la necesidad
de tener en cuenta el resto de interacciones y citocinas
secretadas por otras células que impactaran en la res-
puesta final.

Otra citocina del SII cuya variabilidad genética esta
ganando importancia es el factor inhibidor de la mi-
gracién de macréfagos (MIF). MIF es una citocina an-
tigua altamente conservada que actda como mediador
clave del sistema inmunitario promoviendo funciones
proinflamatorias; esta implicada en la patogenia de la
sepsis, en enfermedades inflamatorias y autoinmunes;
y contribuye a la progresiéon de enfermedades malig-
nas y a la formacién tumoral®’. Esto se debe a su inte-
raccién con CXCR2 y CXCR4 que proveen a MIF de
los mecanismos moleculares para la angiogénesis. MIF
juega un papel importante regulando la produccién de
TNF-0, y en pacientes con EICHa severa y EICHc los
niveles de MIF estdn aumentados. La importancia de
la variabilidad genética de VIIF, se muestra en un SNP
(MIF-173C) que influye en el prondstico de pacientes
con sepsis severa®. Nuestro grupo ha encontrado esta
variante asociada con una menor supervivencia glo-
bal (SG) y libre de enfermedad (SLE) en pacientes de
leucemia mieloide aguda que recibieron un alo-TPH
y con mayor produccién de IL-12 tras infeccién por
CMV en donantes sanos. También hemos detectado
un SNP en el receptor de MIF (CXCR2) (G-149A) en
pacientes asociado con menor incidencia de EICHc
tras alo-TPH de hermano HLA-idéntico y que causa

mayor produccién de la citocina antiinflamatoria IL-13
(datos no publicados). Estos resultados apuntan a VIF
como un marcador prondstico para el alo-TPH, siendo
necesarios mas estudios.

La variabilidad genética en los PRR y su papel
en el pronéstico del alo-TPH

Los PRR son claves en la respuesta inmunitaria innata
tras el alo-TPH ya que reconocen los patrones molecu-
lares asociados a patégenos (PAMP) encontrados en la
mayoria de microorganismos. Estos se dividen en dis-
tintas clases; muchos de ellos presentan variantes aso-
ciadas con el alo-TPH y otros que se han estudiado en
otras patologias ain no se han estudiado en el contex-
to del alo-TPH. En la Tabla 1 se muestran algunas de
las asociaciones encontradas en variantes de estos ge-
nes con el pronédstico alo-TPH.

Las colectinas, ficolinas y pentraxinas pertenecen a
la clase secretada de PRR; se unen a superficies ce-
lulares microbianas y activan el sistema del comple-
mento. La lectina de unién a manosa (MBL) es una
colectina y su deficiencia es un factor de riesgo para
infecciones. En MBL2 hay tres mutaciones codifican-
tes que dan lugar a una rotura de la unién de los pépti-
dos de la MBL causando una reduccién en los niveles
séricos de MBL y se han descrito dos SNP en la region
promotora, que confieren tres haplotipos, que produ-
cen niveles bajos, intermedios o altos de MBL. Estas
variantes, que se asocian con menores niveles de MBL
en suero, causan mayor riesgo de infecciones tras alo-
TPH’. Conocer la presencia del haplotipo que produ-
ce bajos niveles de MBL podria ayudar a predecir in-
fecciones fungicas para iniciar con antelacién terapias
preventivas.

La proteina C-reactiva (PCR) y el componente P de
suero amiloide (SAP) son las pentraxinas cortas. En
respuesta a mediadores inflamatorios, los tejidos infla-
mados producen PCR, pero la concentraciéon de SAP
se mantiene relativamente estable. Tras el alo-TPH, al-
tos niveles de PCR se asocian con una alta incidencia
de infecciones, EICH y MRT? y pacientes que no re-
caen presentan altos niveles de PCR’, sugiriendo un
efecto antileucémico mediado por la PCR. Aunque ni-
veles elevados de PCR en plasma se asocian con un
riesgo elevado de cancer, SNP en PCR que causan ni-
veles mayores de PCR no se asocian con un riesgo ma-
yor de malignidad®. En el alo-TPH no hay estudios
de asociaciones génicas en PCR. PTX3 es la pentraxi-
na larga. Se libera por neutréfilos, DC y monocitos en
respuesta al reconocimiento de patégenos y a la acti-
vacién de los TLR, y se une a determinados patégenos
promoviendo la fagocitosis'. En alo-TPH, la PTX3 se
une a CMV reduciendo la entrada viral y la infectivi-
dad, y protege de la infeccién por Aspergillus'?. Nues-
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Tabla 1. Polimorfismos en genes de la inmunidad innata en donante y receptor asociados con el pronéstico del alo-TPH

Efecto descrito del polimorfismo/

Gen Polimorfismo ) ., Efecto del polimorfismo en alo-TPH
Comentario sobre el articulo
Mutacmqes u‘:‘O(’J’mcantes: la q’ue.conﬂere Haplotipo HYA en donante y receptor: menor riesgo de
el haplotipo “0” separa los péptidos de infecciones
Codon 52 (alelo D) la MBLYy reduce los niveles de MBL en ) - )
, o . - Mutaciones codificantes en donante y receptor: mayor riesgo
Codon 54 (alelo B) suero. “A” es el haplotipo beneficioso. de infecciones
MBL2 Coddn 57 (alelo C) Mutaciones promotoras: haplotipos HY, . - L
Mutaciones codificantes en receptores con irradiacion
Promotor 550¢/c (alelos H/L) Xy LY . . .
. i corporal total: mayor riesgo de infecciones
Promotor 221 c/g (alelos X/Y) Mutaciones promotoras y codificantes: ) . ) .
} ) ) Haplotipo LXA en donante: mayor riesgo de infecciones
haplotipos HYA, LYA, LXA confieren niveles fiingicas invasivas
altos, medios y bajos de MBL ¢
PTX3 rs1840680: intron (alelo A) En receptor: mayor ocurrencia de infecciones
TLR1 S (secuenc!a cod.|f'|cante) . ; » En receptor: mayor ocurrencia de aspergilosis invasiva
A4T73G (secuencia codificante) Necesita ser validado en otra poblacion
TLR6 C745T (secuencia codificante) En receptor: mayor ocurrencia de aspergilosis invasiva
Validado en una segunda cohorte. Se
Haplotipo S4 considerd el estado CMV en el anélisis En donantes no emparentados: aspergilosis invasiva
TLR4 del prondstico alo-TPH
Thr399ll i ifi : ) i .
SRR I Necesita ser validado en otra poblacion ~ En donante y receptor: mayor riesgo de EICHa severa
Resultados de un estudio prospectivo
se confirmaron en uno prospectivo y
Se apoyaron por una menor expresion ) .
TLR9 T1486C LD 2 e B8 e En receptor: mayor MRT, SG y menor recaida
reconstitucion immunitaria mas lenta en
pacientes con el genotipo CC
SNP8: R702W :&T:;‘gg’;d;;ao‘:cwffcii %2?5 1y Endonantey receptor: mayor MRTy de incidencia de EICHa
CARD15  SNP12: G908R yorp L severa, menor SLE y SG
SNP13: L1007fs SNP13 en el donante causa casi perdida En el receptor: mayor recaida y menor SG
’ completa de funcién de NOD2/CARD15 plor: may y
NLRP3  rs10925027:T/C (promotor) Genotipo TT en donante: mayor incidencia de recaida
Elfuerte impacto de este SNP en el Genotipo GG en donante: mayor incidencia de MRT y menor
NLRP2  rs1043684: G/A (3'UTR) multivariado apoya la importancia de p - may y
. SG
estos SNPs en la recaida y en la MRT
NLRP1 rs5862 G/A (3'UTR) Genotipo AA en paciente: mayor incidencia de MRT y menor SG
SNP asociado con mayor concentracion
e hllerro en el higado y niveles de Genotipo GG en pacientes 3-talasémicos: mayor
ferritina en suero, pero estos efectos W . » . "
A582G (promotor) ) concentracion de hierro hepatico y de niveles de ferritina en
se contrarrestan con una terapia Suero
HAMP quelante de hierro, lo que indica que son
necesarios mas estudios
AT0326 (intrén) Genotipo GG en donante: mayor incidencia de infecciones y
MRT y menor SG
A-153C (promotor) El gen(.)Elpo CC se asocia con menor Genotipo AA en paciente: mayor incidencia de recaida, que
P expresion de IRF-3 redunda en menor SLE

Serd27Thr (secuencia codificante)

Genotipo CC en donante: mayor incidencia de EICHc, que
redunda en menor SLE y SG

EICHa: enfermedad del injerto contra el huésped aguda, EICHc: enfermedad del injerto contra el huésped cronica; MRT: mortalidad relacionada con el procedimiento;
SLE: supervivencia libre de enfermedad; SG: supervivencia global.

tro grupo ha descrito una variante intrénica en la PTX3
en donante que se asocia con una mayor produccién
de IL-13 tras un estimulo mitogénico y menor MRT en
alo-TPH de hermano HLA-idéntico®.

Los TLR pertenecen a la clase transmembrana de
los PRR. Los TLR activan las respuestas inmunita-
rias adaptativas de varias clases de efectores celula-
res, incluyendo respuestas de anticuerpo de inmu-
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noglobulina (Ig)M, IgG y IgA; respuestas celulares de
Th1, Th17 y de linfocitos T CD8+. Numerosos estu-
dios han mostrado que la variabilidad genética en los
TLR influye en el pronéstico alo-TPH. En TLR1, la pre-
sencia de un SNP (G239C), o la presencia de ambos
(A743G) en TLR1 y (C745T) en TLRé, en donante y
paciente se asocia con la aspergilosis invasiva tras alo-
TPH™. En TLR4, hay un haplotipo (54) asociado con
aspergilosis invasiva en donantes no emparentados
y un SNP (Thr3991le), que en donante y receptor au-
menta el riesgo de EICHa severa; y en TLRY, una va-
riante (T1486C) en paciente que causa menor expre-
sién de TLRY, se asocia con mejor MRT, SG y menor
recaida®. El alto nimero de estudios de variabilidad ge-
nética en los TLR confirma la importancia de éstos en
el alo-TPH en términos de MRT y también en recaida.
La asociacién de SNP en TLR con aspergilosis podria
ayudar a determinar un haplotipo de alto riesgo para
esta infeccion.

Los receptores similares al gen I inducible de acido
retinoico (RLR) y los receptores que contienen domi-
nios de unién a nucleétido rico en repeticiones de leu-
cina (NLR) forman la tercera clase de PRR. RLR recono-
cen distintos virus activando NF-kB e IRF-3, y los NLR
son sensores intracelulares que detectan patégenos y
sefiales de estrés. NOD1 y NOD?2 forman el dominio
central, y los dominios CARD o pirinas forman el do-
minio efector N-terminal. Los NLR con un dominio pi-
rina forman la subfamilia NALP y son los iniciadores
de la formacién del inflamosoma. La variabilidad en
genes del inflamosoma es un factor prondstico en el
alo-TPH de hermano HLA-idéntico. En los NALP una
variante en NLRP3 en el donante influye enormemen-
te en la recaida y variantes en el donante en NLRP2
y en el paciente en NLRP1 influyen en la MRT y en
la SG¥. En NOD2/CARD15 existen tres variantes en
CARD15 (R702W, G908R y L1007fs), que inhiben la
actividad de NOD2 aumentando la activacién de NE-
kB y a la produccién de IL-12. En alo-TPH emparenta-
do y no emparentado, estos SNP en donante o en pa-
ciente son criticos para la respuesta de macréfagos e
impactan negativamente en la SLE y SG, en la MRT,
recaida y en la EICHa y, ademas, se da un efecto adi-
tivo cuando estos SNP estan presentes en donante y
en receptor’.

Los péptidos antimicrobianos (PAM), un tipo
particular de PRR no explorado en el alo-TPH

Los PAM constituyen una primera linea de defen-
sa contra patdgenos. Presentan una gran diversidad y
estan ampliamente distribuidos entre los seres vivos.
Acttan desestabilizando la membrana bacteriana lle-
vando a la lisis de patgenos; pero, ademads de su fun-
cién antimicrobiana original, la mayoria de PAM pre-

senta otras funciones, como la actividad antitumoral y
la transduccién de sefiales. Los PAM se consideran un
enlace entre la inmunidad innata y la adapatativa. Las
defensinas son un grupo de PAM que se producen por
una variedad de células epiteliales y de la mucosa y en
el tracto intestinal, y presentan actividad antimicrobia-
na para proteger el epitelio y las células madre de pa-
tégenos virulentos. Una expresién disminuida de las
defensinas compromete la inmunidad y puede inducir
inflamacién. El subgrupo de las B-defensinas (DEFB1
y DEFB2) inhibe la angiogénesis indicando un com-
plejo papel en el desarrollo tumoral. Estudios de va-
riabilidad genética en las B-defensinas han mostrado
SNP en DEFB1 asociados con enfermedades infeccio-
sas'®” y con el fenotipo de enfermedades inflamato-
rias crénicas'®; aunque hasta la fecha no hay estudios
de asociacién de SNP en estos genes con el alo-TPH,
NOD2 mediante NF-«B estd implicado en la induccién
de DEFB2 existiendo un SNP en NOD2 que afecta a su
expresion®.

Entre las B-defensinas encontramos el péptido antimi-
crobiano hepcidina (HANP), que actda como una hor-
mona reguladora de hierro disminuyendo la absorcién
de hierro intestinal y la liberacion de hierro de macré-
fagos y hepatocitos. Durante la infeccidn, los niveles
de hepcidina aumentan reduciendo la cantidad de hie-
rro disponible para los patégenos. Una desregulacién
de hepcidina causa una elevada absorcién de hierro in-
testinal clave en un grupo frecuente de desérdenes de
sobrecarga de hierro. Estudios de variabilidad genéti-
ca en HAMNP muestran una variante (A582G) que cau-
sa sobrecarga en la concentracién de hierro en el hi-
gado y de niveles de ferritina en suero en pacientes
B-talasémicos en preparacién para el alo-TPH?. Nues-
tro grupo ha encontrado un SNP intrénico (A7032G)
en el donante que se asocia con mayor incidencia de
infecciones y MRT influyendo en una menor SG en
alo-TPH de hermano HLA-idéntico®. Debido a la alta
diversidad de PAM descrita con actividad antimicro-
biana y antitumoral, éstos se presentan como un nue-
vo campo de investigacién en el alo-TPH.

Los factores reguladores de interferon (IRF): una
importante respuesta antiviral y efecto antileucémico

Los IRF constituyen una familia de nueve factores de
transcripcién que regulan la expresién de [FN y de ge-
nes estimulados por IEN (ISG). También presentan
otras funciones como control y regulacién de las DC,
jugando un papel importante en la respuesta inmuni-
taria a patégenos y reconocimiento y supresién de tu-
mores. El reconocimiento inmunitario de PAMP por
los TLR y/o RLR activa cascadas de sefializacién intra-
celulares que convergen en la activacién de IRF, par-
ticularmente IRF3 e IRF7, llevando a la induccién de
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la transcripcion de genes de IFN tipo 1. En particular,
IRF3 juega un papel importante en el prondstico del
alo-TPH debido a su importancia en la infeccién por
CMV regulando la produccién de ISG. Hasta la fecha
no hay estudios de variabilidad genética en IRF-3 aso-
ciados con el pronéstico alo-TPH, pero nuestro gru-
po ha encontrado un SNP en [RF3 (A-154C) en la re-
gion 5’'UTR que en el donante se asocia con menor
SLE, y en el paciente, con mayor recaida; ademads, esta
variante presenta menor expresién de IRF-3, MIF, ge-
nes implicados en el ciclo celular (AURKB y CCNA2),
y menor produccién de la citocina antitumoral IL-15.
Curiosamente IRF-3 interacciona con EP300 y hemos
encontrado una variante en EP300 que presenta un
efecto beneficioso en el alo-TPH y mayor expresion
de IRF-3, MIF, AURKB y CCNA2 (datos no publica-
dos). Tras infeccién viral, IRF-3 se asocia con EP300
para translocarse al ntcleo y activar la transcripcién de
[FN y genes estimulados por IFEN. Ademas, EP300 jue-
ga un papel importante en la regulacién del ciclo celu-
lar; estos resultados podrian indicar la importancia de
variantes génicas en la interaccién entre genes. Has-
ta la fecha no hay estudios de variabilidad genética en
el alo-TPH de otros miembros de esta familia; sin em-
bargo, la existencia de polimorfismos en IRF7, IRF5 e
IRF1 asociados con mayores niveles en suero de IFN-a
y con distinta estabilidad de RNAm y diferente expre-
sién en células cancerosas da una clave para buscar un
posible papel de estos SNP en el prondstico alo-TPH?.

En conclusién, la inmunidad innata juega un papel
clave en las reacciones que promueven la inflamacién
y el efecto antileucémico tras el alo-TPH. El impacto
clinico de la variabilidad genética en genes de la inmu-
nidad innata es cada vez mas estudiado. Entre los ge-
nes del SII, polimorfismos en los PRR, PAM y IRF se
han estudiado menos que genes que codifican para ci-
tocinas, y debido a la importancia de la variabilidad
genética de algunos de estos genes se presenta un nue-
vo campo a estudiar en el prondstico del alo-TPH.
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“No es el mds fuerte de las especies el que sobrevive;
tampoco el mds inteligente. El que sobrevive
es aquel que se adapta mejor al cambio.”

Charles DARWIN.

Sistema inmunitario innato y adaptativo

El sistema inmunitario es la maquinaria desarrolla-
da por los seres vivos a lo largo de anos de evolucién
para defender al organismo de los patégenos externos.
Existen dos tipos de inmunidad: mientras que el siste-
ma inmunitario innato actia como primera linea de de-
fensa, usando para ello células constitutivas e inespe-
cificas, el sistema inmunitario adaptativo es aquel que
permite una respuesta de alta especificidad antigénica,
facilitando ademds una eficaz proteccién contra reex-
posiciones al mismo patégeno, mediante un mecanis-
mo de memoria inmunitaria.

Los mediadores de la respuesta innata son las ba-
rreras cutdneo-mucosas, el sistema del complemento
y células con funcién fagocitica (polimorfomucleares
y macréfagos) o citotéxica (células NK). Todos es-
tos mediadores van a dar lugar a una respuesta rapi-
da frente a cualquier patégeno. Por el contrario, la in-
munidad adaptativa vendrd mediada por linfocitos B
y T, que reaccionaran ante la presencia de un determi-
nado antigeno de una manera mds lenta pero mds es-
pecifica.

Asi, la activacion de los linfocitos T citotdxicos re-
quiere la presentacién del antigeno por parte de una
célula especializada, como son las células dendriti-
cas o los macréfagos tisulares. Esta interaccién entre
célula presentadora de antigeno y linfocito T se pro-
duce en lo que llamamos la sinapsis inmunolégica'. En
esta sinapsis, la célula presentadora de antigeno ex-
presa en superficie una serie de péptidos proceden-
tes de la degradacién de proteinas endégenas. Este
sistema de presentacién de antigenos endégenos for-
ma parte del “control de calidad” del organismo, de

manera que aquellas células que expresen péptidos
que no son reconocidos como propios por el siste-
ma inmunitario sean eliminadas. Este es el meca-
nismo que ayudard a eliminar células infectadas por
virus o incluso células que hayan sufrido una trans-
formacién tumoral y presenten antigenos tumorales
en superficie.

Sinapsis inmunolégica

El proceso de presentacion antigénica requiere que los
péptidos lleguen a la superficie celular. Para ello, y tras
la degradacién 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 cargadas en la zona de unién peptidica de
las moléculas HLA de clase I (HLA-A, B o C) estabili-
zadas tras la unién a -2 microglobulina. Una vez car-
gados los péptidos en la molécula HLA, este complejo
es transportado hasta la membrana citoplasmatica. En
el otro lado de la sinapsis, el linfocito T citotéxico ex-
presa en superficie el receptor de célula T, que ser4 el
encargado de reconocer al complejo péptido-HLA. En
caso de que el antigeno no sea reconocido como pro-
pio, se desencadena una sefal de activacién del linfo-
cito T. Sin embargo, es necesaria la presencia de una
segunda sefial para que la activacién del linfocito T sea
efectiva. Esta segunda sefal (o sefial de coestimulacion)
vendra dada por la unién de la molécula CD28, expre-
sada en la superficie del linfocito T con las moléculas
CD80 o CD86 de la superficie de la célula presentado-
ra de antigeno. Otras moléculas coestimuladoras pre-
sentes en el reconocimiento antigénico son CD40 y su
ligando CD154 (Figura 1).

Una vez activado el linfocito T, se liberard interleu-
cina 2, asi como enzimas responsables de permeabili-
zar la membrana de la célula presentadora de antigeno
(perforina) y de estimular la apoptosis de dicha célula
(granzima). Debido al fenémeno de amplificacién de
la respuesta, serdn reclutadas mas células efectoras y
los linfocitos T CD4 activaran la produccién de anti-
cuerpos por parte de los linfocitos B.

El mecanismo por el que la activacién linfocitaria
cesa estd relacionado con la inhibicién de la sefial de
coestimulacién: transcurridas unas horas desde la ac-
tivacién, se empieza a expresar en superficie del lin-
focito T la molécula CTLA-4, una molécula que com-
pite con CD28 para su unién a CD80 y CD86, pero
con mayor afinidad. Asf, CTLA-4 desplaza a CD28 y
esto genera una segunda sefial que ya no es activado-
ra, sino inhibidora. De esta manera, el sistema inmu-
nitario consigue que la activacién no sea perpetua y
que la amplificacion de la respuesta no llegue a produ-
cir dafos tisulares en células vecinas o fendmenos de
autoinmunidad.
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Figura 1. Representacion esquematica de la sinapsis inmunologica.

Polimorfismos en genes del sistema
inmunitario adaptativo: relevancia clinica

Si hablamos de polimorfismos en genes del sistema
inmunitario adaptativo, deberemos considerar a to-
dos aquellos genes que codifiquen para los principa-
les actores del reconocimiento antigénico: las molé-
culas HLA, los péptidos presentados y las moléculas
coestimuladoras.

Polimorfismos de la molécula HLA

El complejo mayor de histocompatibilidad humano
(HLA) es el sistema genético mds polimérfico que exis-
te. Consta de moléculas de clase I (HLA-A, By C) y de
clase I (HLA-DRB1, DQB1 y DPB1)?. Cada individuo
expresara dos moléculas distintas de cada uno de los
loci de clase I en todas sus células nucleadas en caso de
heterocigosidad, anadiendo la expresién de dos molé-
culas de cada uno de los loci de clase II en aquellas cé-
lulas con capacidad de presentacién de antigeno. En
total, en la superficie celular se expresan entre 100.000
y 300.000 moléculas de HLA, cada una de ellas uni-
da a un péptido, por lo que en ausencia de infeccién
cada célula estd presentando cientos de miles de pép-
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tidos procedentes de la degradacién de proteinas en-
dégenas.

Actualmente, hay descritos 1.193 alelos de HLA-A,
1.800 de HLA-B, 829 de HLA-C, 902 de HLA-DRBI,
112 de HLA-DQB1 y 141 de HLA-DPB1, en base al
ndmero de secuencias descritas.

Como ya hemos visto, la funcién de estas moléculas
es presentar péptidos para permitir el reconocimiento
de lo que es propio y lo que no lo es, permitiendo asi la
respuesta inmunitaria ante la presencia de patdgenos.
Lamentablemente, miles de afios de evolucién no tu-
vieron en cuenta que el ser humano empezaria a reali-
zar trasplantes de érganos, y especialmente de proge-
nitores hematopoyéticos, por lo que la barrera HLA se
convirtié en uno de los principales obstdculos para el
éxito de estos procedimientos. Para poder superar di-
cha barrera hubo que profundizar en el conocimien-
to del sistema HLA mejorando las técnicas de tipifi-
cacién, y asi pasamos de la tipificacién serolégica a la
tipificacién molecular de alta resolucién, de las técni-
cas de linfocitotoxicidad y el cultivo mixto linfocitario
a la secuenciacién directa. Tras etapas mds o menos
dubitativas, actualmente se acepta que para realizar un
trasplante de donante no emparentado se requiere un
donante con identidad HLA de alta resolucién en los
loci HLA-A, B, C, DRB1 y DQB1. Aun asi, la inciden-
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Tabla 1. Antigenos menores de histocompatibilidad humanos

Nombre Péptido inmunogénico Restriccion HLA Cromosoma Proteina Expresion

HA-1 VLHDDLLEA HLA-A*0201 19p13.3 HA-1 Tejido hematopoyético
HA-1 / B60 KECVLHDDL HLA-B60 19p13.3 HA-1 Tejido hematopoyético
HA-2 YIGEVLVSV HLA-A*0201 7p12-p13 Miosina 1G Tejido hematopoyético
HA3 VIEPGTAQY HLA-A*0101 15q24-q25 By:;ggz:l Blast Crsis Ubicua

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 Tejido hematopoyético
AcCC-2 KEFEDDIINW HLA-B*44 15¢24.3 BCL2A1 Tejido hematopoyético
SP110 SLPRGTSTPK HLA-A*0301 2q37 SP110 nuclear body protein Tejido hematopoyético
PANE1 RVWDLPGVLK HLA-A*0301 22q13 PANE1 Células linfoides
UGT2B17/A29 AELLNIPFLY HLA-A*2902 4q13 UGT2B17 Cél. dendriticas y linfocitos B
UGT2B17/B44 AELLNIPFLY HLA-B*44 4913 UGT2B17 Cél. dendriticas y linfocitos B
LRH-1 TPNQRQNVC HLA-B*0702 17p13.2 P2X5 Tejido hematopoyético
LB-ECGF-1H RPHAIRRPLAL HLA-B*07 22q13 ECGF-1 Tejido hematopoyético
CTSH/A31 ATLPLLCAR HLA-A*31 15q24-¢25 Catepsina H Linfocitos B
CTSH/A33 WATLPLLCAR HLA-A*33 15q24-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

AL/HY [VDCLTEMY HLA-A*01 Yq11 USP9Y Ubicua

A2/HY FIDSYICQV HLA-A*02 Yq11.1 SMCY Ubicua

A33/HY EVLLRPGLHFR HLA-A*33 Yq11 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

cia de enfermedad del injerto contra el huésped sigue
siendo un problema frecuente. De hecho, no se busca
rutinariamente una identidad en HLA-DPB1, que es el
locus de clase II que no hemos mencionado, y esto se
debe a que hasta un 80% de los donantes considera-
dos HLA-idénticos presentaran disparidad a este nivel,
debido a la alta tasa de recombinacién de HLA-DPB1
con respecto al resto del haplotipo. Tampoco tenemos
datos respecto a la relevancia clinica de disparidades
en otros loci HLA “no clasicos”. Probablemente, a efec-
tos practicos no debamos hablar de donantes no em-
parentados HLA-idénticos, sino de donantes con perfil
adecuado de histocompatibilidad.

Antigenos menores de histocompatibilidad

No todos los péptidos que se presentan en superficie
celular son capaces de generar una respuesta alogéni-
ca en el contexto de un trasplante de progenitores he-

matopoyéticos: la mayoria de los péptidos correspon-
den a proteinas que serdn idénticas en el donante y el
receptor. Ahora bien, en algunos casos pueden derivar
de proteinas con cierto grado de polimorfismo genéti-
co, dando lugar a péptidos distintos al ser procesadas:
asi, el cambio en un Unico aminodcido supondra que
el péptido presentado por células del receptor puede
ser reconocido como extrano por los linfocitos T del
donante.

Para que podamos hablar de “antigeno menor de
histocompatibilidad” se deberan cumplir varios requi-
sitos®:

1. Debe haber diferencias en el genotipo de paciente
y donante en el gen que codifica la proteina que dara
lugar a ese péptido en cuestion.

2.Si la presencia de dos alelos distintos codifica
dos péptidos distintos, uno debe ser antigénico y el
otro no.

3. La condicién de disparidad sélo se dard cuando
el receptor exprese el péptido antigénico y el donan-
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te no, en presencia del elemento de restriccién ade-
cuado.

La referencia al “elemento de restriccién adecuado”
alude a que cada antigeno menor de histocompatibili-
dad se presenta exclusivamente por un tipo concreto
de molécula HLA: o sea que, aun en presencia de dis-
paridad genética entre paciente y receptor, si el pacien-
te no dispone de la molécula HLA “correcta”, ese pép-
tido potencialmente inmunogénico jamads llegara a la
superficie celular y, por tanto, no serd capaz de generar
respuestas inmunitarias®.

Hasta hoy se han descrito 28 antigenos menores de
histocompatibilidad humanos, segin figura en la Ta-
bla 1.

A pesar de la pronta identificacién de que los an-
tigenos menores de histocompatibilidad podrian te-
ner relevancia clinica de en el trasplante alogénico®, la
dificultad para tipificarlos ha limitado clasicamente la
realizacion de estudios clinicos.

HA-1 es posiblemente el antigeno menor de histo-
compatibilidad mejor estudiado: se trata de un nona-
péptido con 2 alelos (HA-1H y HA-1R) que procede de
la degradacién de una proteina codificada por el cro-
mosoma 19. Se expresa sélo en tejido hematopoyé-
tico, restringido por la molécula HLA-A*0201. Hasta
ahora, dos estudios independientes®” han demostrado
la correlacién de una disparidad en HA-1 con un au-
mento de incidencia de EICH aguda en trasplante alo-
génico de donante familiar HLA-idéntico. Su expre-
sién restringida a tejido hematopoyético hace que se
haya investigado el uso de linfocitos T citotéxicos di-
rigidos contra HA-1 como inmunoterapia.

Otro antigeno menor de histocompatibilidad res-
tringido por HLA-A*0201 es HA-8, el cual se expre-
sa en todas las células del organismo. Al igual que
para HA-1, se ha descrito una correlacién entre la dis-
paridad en este antigeno con la aparicién de EICH
aguda®’. También son antigenos menores de histo-
compatibilidad los péptidos procedentes de protei-
nas codificadas por genes del cromosoma Y, que se-
ran los responsables de la mayor incidencia de EICH
aguda cuando el receptor es varén y el donante es
mujer.

También se ha relacionado a la disparidad en los an-
tigenos menores ACC-1 y UGT2B17 con la aparicién
de EICH aguda!®!!. En cambio, no hay actualmente es-
tudios clinicos fiables que nos indiquen la relevancia
clinica de otros antigenos menores como HA-2, HA-3,
HB-1, ACC-2, SP110 o PANEL.

Polimorfismos en genes que codifican
para moléculas coestimuladoras

CTLA-4 es una molécula que se expresa en linfoci-
tos T en condiciones de activacién. Su funcién biolé-
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gica es la de desplazar al antigeno CD28 de su ligando
en la célula presentadora de antigeno, interrumpien-
do la sefial de coestimulacién y generando una inhi-
bicién del linfocito T, facilitando asi el caricter tem-
poral de la activacién inmunoldgica ante un antigeno.
Existen polimorfismos en el gen de CTLA-4 consis-
tentes en un tnico cambio de base (SNP), que dan lu-
gar a una mayor o menor capacidad de expresién del
gen, y, por tanto, suponen una mayor o menor du-
racién de la activacién de los linfocitos T ante una
activacién antigénica. Asi, diversos estudios han co-
rrelacionado la existencia de polimorfismos que con-
dicionan una menor expresién de CTLA-4 con en-
fermedades autoinmunes'. Nuestro grupo identificé
también la implicacién del genotipo CT60 del gen de
CTLA-4 del donante con la incidencia de EICH agu-
da, recaida y supervivencia global tras trasplante de
progenitores hematopoyéticos, trasladando al mode-
lo alogénico las observaciones realizadas en procesos
autoinmunes'®.

Conclusiones

El proceso mediante el cual nuestro sistema inmuni-
tario adaptativo es capaz de reconocer un antigeno
como extrafo es un proceso complejo y que requiere
la intervencién de distintas moléculas que se expresan
enlos linfocitos T y en las células presentadoras de an-
tigeno. Los polimorfismos en los genes que codifican
para estas moléculas, asi como las posibles variantes
de los péptidos presentados, seran especialmente rele-
vantes en la capacidad de desarrollar enfermedad del
injerto contra el huésped y de controlar enfermedad
minima residual tras un trasplante alogénico de proge-
nitores hematopoyéticos.

La pregunta obvia es: stiene aplicabilidad clinica
real el conocimiento de la existencia de estas dispa-
ridades o polimorfismos¢ Es decir: podemos identifi-
car una serie de disparidades en antigenos menores de
histocompatibilidad o en otras moléculas que se aso-
cian a enfermedad del injerto contra el huésped, pero
eso no nos sirve de nada si no se van a determinar en
la préctica clinica diaria. La respuesta es que debemos
aprender del pasado: los primeros estudios que corre-
lacionan enfermedad del injerto contra el huésped con
disparidades HLA sélo detectables mediante técnicas
basadas en biologia molecular datan de 1995, pero no
es hasta una década después cuando se aceptd que la
realizacion de una tipificacién HLA de alta resolucién
en 5 loci era imprescindible para la realizacién de un
trasplante de donante no emparentado. Del mismo
modo, es preciso profundizar en el estudio de los po-
limorfismos asociados con el reconocimiento inmuni-
tario para identificar aquellos que formaran parte de la
tipificacion rutinaria en los préximos afios.
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Introduction

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most com-
mon childhood cancer with approximately 3000 new
cases diagnosed each year in the United States. Fortu-
nately, advances in the past five decades have made it
possible to attain cure in more than 80% of children
with ALL'. However, prognosis is dismal for the 20%
of children who relapse, thus it is important to identi-
fy high risk groups upfront and tailor therapy to the risk
of relapse. Additionally, cure often is accompanied by
significant short and long term adverse events necessi-
tating strategies to predict, prevent and reduce the bur-
den of treatment related toxicities. The majority of chil-
dren in developed countries are treated with protocol
based therapy, thus patient and disease characteristics,
response and toxicities are usually well documented.
Uniform treatment, well characterized cytogenetic sub-
types and the relative ease in obtaining tumor tissue ren-
der this disease amenable to informative biologic stud-
ies. Response to treatment can also be assessed at early
time points based on minimal residual disease (MRD)
measurements.

Individual responses to pharmacologic agents vary
based on characteristics of the host as well as the tumor.
Pharmacogenomics is the science of defining and charac-
terizing the influence of genomic variability on pharma-
kokinetics and pharmacodynamics, and using this infor-
mation to individualize and optimize drug therapy?. The
term pharmacogenetics often refers to the study of selected
genomicloci while pharmacogenomics to global genome-
wide studies. Certain pharmacogenetics-based tests have
already made a significant impact in clinical care and are
incorporated in the United States Food and Drug Admin-
istration (FDA) mandated boxed warning for prescription
of specific drugs®. Examples include individualization of
warfarin therapy based on CYP2C9 and VCORC1 poly-
morphisms, CYP2C19 variants for clopidogrel, UGT1A1
for irinotecan and TPMT for thiopurines.

Tools for pharmacogenetic
and pharmacogenomic studies

Genetic variants are either inherited (germline) or ac-
quired (somatic). Single nucleotide polymorphisms
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(SNPs ) are the most common inherited genetic vari-
ants and occur every 100 to 300 base pairs across the
human genome.

Others include genomic insertions, deletions and
copy number variations (CNV). Genetic changes in
the tumor are extremely diverse, including sequence
mutations, gene deletions/amplifications, and chro-
mosomal translocations. Polymerase chain reaction
coupled with restriction fragment length polymor-
phism (RFLP) analysis is traditionally used for genoty-
ping of candidate genes.

The use of fluorescent labeled probes is less cumber-
some. High throughput genome wide interrogations
rely on modern array based (e.g. Affymetrix Human
SNP array 6.0 features 1.8 million genetic markers) or
bead based (e.g. lllumina Human IM BeadChip interro-
gates 1.2 million genomic loci) technologies. Analyses
require strong computational and bioinformatic tools.
The International Hapmap Project (www.hapmap.org)
and the 1,000 Genome Project (www.1000genomes.
org) are developing comprehensive catalogs of human
genetic variations and provide researchers with free-
ly available excellent resources for studies of genom-
ic variability.

Genetic variations affecting toxicity
from drugs

The classic TPMT story

The clinical application of thiopurine pharmacogenet-
ics is an excellent example of treatment individualiza-
tion guided by genetics. Thiopurines (6-mercaptopu-
rine and 6-thioguanine) are integral components of all
childhood ALL regimens. They are converted to thio-
guanine nucleotides which are incorporated into DNA
during replication and consequently lead to futile mis-
match repair and apoptosis. Thiopurines as well as
thioguanine nucleotides are inactivated by the en-
zyme thiopurine S-methyltransferase (TPMT). Nine-
ty percent of patients exhibit normal TPMT activity
while TPMT deficiency is seen in 5-10% of patients.
Due to deficiency in enzyme activity, there is exces-
sive accumulation of active thioguanine nucleotides in
the cell (example up to 10-fold in erythrocytes) and
therefore increased hematopoetic toxicity.

Myelosuppression and its consequences such as in-
creased risk of infections and requirement for trans-
fusions necessitates dose reduction or temporary
discontinuation of the drug thus compromising op-
timal therapy. Inherited germline polymorphisms
in 3 most frequent inactivating variant alleles of the
TPMT gene account for >95% of the variability in
enzyme activity®. In a study of 180 children with ALL
receiving therapy that included 75 mg/m?*/day of 6-
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mercaptopurine, the cumulative incidence of dose re-
ductions due to toxicity were 100%, 35% and 7%
for TPMT homozygous, heterozygous and wild type
patients respectively®. This genotype phenotype cor-
relation is very valuable in clinical care and guidelines
are available for its implementation while prescrib-
ing thiopurines®.

Other toxicities

The link of TPMT polymorphisms with myelosup-
pression has been validated in multiple studies. Germ-
line polymorphisms in additional genes with poten-
tial clinical relevance have also been identified though
many of them remain to be validated in independent
cohorts. It is also important to keep in mind that the
significance of the polymorphism is dependent on the
dose and schedule of the drug and may not be appli-
cable in all patient groups and in all studies. Kishi et al.
determined the relationship of 16 candidate germ-
line polymorphisms to toxicities in various phases of
childhood ALL therapy at St Jude Children’s Research
Hospital’.

During the induction phase, when steroids are an
important component of therapy, polymorphisms in
the vitamin D receptor were associated with gastroin-
testinal toxicities and polymorphisms in cytochrome
P450 with infection.

During the consolidation and continuation phases
which are anti-metabolite based, reduced folate ca-
rrier polymorphisms predicted gastrointestinal toxi-
city. In a recent genome-wide study from the same
institution, significant associations were identified
between SNPs in SLCO1B1, methotrexate clearance
and gastrointestinal toxicity?.

Osteonecrosis is a frequent disabling toxicity from
steroid use, especially in children greater than 10 years
of age. Polymorphisms of acid phosphatase-1 (ACP1)
identified by a genome wide association study were
linked to an increased risk of developing symptoma-
tic osteonecrosis in a cohort of 364 uniformly trea-
ted children with ALL after adjusting for clinical fea-
tures’.

ACP1 regulates osteoblastic differentiation and is as-
sociated with altered blood lipid levels. Multiple long-
term complications are often seen after completion of
therapy for childhood ALL and the identification of
patients at risk and possible early intervention may be
beneficial. Impairments in neurocognition have been
associated with germline polymorphisms in methyle-
netetrahydrofolate reductase (MTHFR) and methioni-
ne synthase'. Antracycline induced late cardiotoxici-
ty may be linked to germline polymorphisms in the
carbonyl reductase 3 gene possibly by modulating an-
thracycline pharmacodynamics!.
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Genetic variations affecting response to drugs
The host

Germline polymorphisms are frequently noted in en-
zymes involved in drug transport, disposition and
clearance. Thus inter-individual variability in respons-
es to specific drugs is expected. Multiple antileukemic
agents (vincristine, cyclophosphamide, doxorubicin,
etoposide) are metabolized by cytochrome P450 en-
zymes and polymorphisms in CYP3A4/3A5 have oc-
casionally been linked to response in ALL therapy'.
In addition, steroids are potent inducers of CYP3A
enzymes and can increase clearance of the other
agents®.

The ethnic diversity in drug response or “pharma-
coethnicity” results from the interaction of socio-eco-
nomic and environmental factors, and importantly
genetic variability. Ethnic differences in ALL surviv-
al have been reported by multiple groups; black and
Hispanic children often demonstrate poorer outcomes
than whites and Asians'*. Genome-wide germline
SNPs were interrogated in a large cohort (N = 2534) of
children with ALL and it was found that Native Amer-
ican genetic ancestry was associated with a higher risk
of relapse®. It was possible to abrogate this increased
relapse risk in Hispanic patients by administration of
an additional delayed intensification course of chemo-
therapy. A SNP in PDE4B was significantly associated
with the development of a hematologic relapse.

In addition to correlation with relapse risk, drug re-
sponse phenotypes can be assessed by measuring i vi-
tro sensitivity of chemotherapeutic agents (either sin-
gle agent or combinations) to primary ALL cells and
to in vivo drug response (i.e. MRD measurements dur-
ing therapy). Germline SNPs in genes from the aspar-
tate metabolism pathway correlated with in vitro sen-
sitivity of ALL cells to asparaginase'®. High levels of
MRD were significantly associated with 102 SNPs in a
cohort of 487 children with ALLY. Interestingly, 21 of
these SNPs significantly correlated with risk of relapse
and 21 SNPs to decreased exposure to methotrexate
and etoposide either due to increased clearance of
these agents or decreased intracellular accumulation
of methotrexate polyglutamates. Thus decreased ex-
posure to these agents is a plausible explanation for
poor MRD clearance.

The tumor

Chemotherapy response is dependant in large part on
the inherent genetic characteristics of the leukemic
cells. For example, ALL with t(9;22) or rearrangements
involving the VILL gene are relatively resistant to stan-
dard chemotherapeutic drugs when compared to ALL

harboring the ETV6-RUNX1 fusion or hyperdiploid
ALL. Genome-wide scans of tumor RNA or DNA
have revealed alterations of genes (changes in expres-
sion, copy number variations) that may be responsi-
ble or may be markers of inferior responses to chemo-
therapeutic agents. Global gene expression studies of
primary leukemic cells identified specific profiles that
associated with 7 vitro sensitivity to four commonly
used antileukemic agents (prednisone, vincristine, as-
paraginase and daunorubicine)'®. A combined gene ex-
pression score significantly correlated with long term
outcome. Studies comparing gene expression profiles
of matched diagnosis and relapse pairs have the po-
tential to provide insights into therapy resistance and
identify potential new therapeutic targets (example,
the anti-apoptotic gene survivin)'®. High resolution
DNA copy number profiling of matched diagnosis-re-
lapse samples has suggested that the mismatch repair
gene NMSH6 which is implicated in resistance to thio-
purines may be frequently deleted in a subset of pa-
tients at the time of relapse®.

Conclusions

Childhood ALL has served as a paradigm for the in-
tegration of pharmacogenomics in cancer care. Mod-
ern high throughput genome wide studies have iden-
tified genomic alterations in the host as well as the
tumor that are potential avenues for personalized
therapy. Some of the challenges that are faced in the
routine implementation of pharmacogenomic tests in-
clude difficulties in interpreting the data and limited
guidelines for modification of drug dose available to
the prescribing physician®'. The establishment of con-
cise guidelines by experts in the field as well as linking
of actionable results to the patient’s electronic medical
records are ongoing initiatives®.
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