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RESUMEN

Antecedentes: El trasplante de células madre hematopoyéticas (TCMH) es la
alternativa terapéutica para pacientes con neoplasias hematoldgicas,
inmunodeficiencias y tumores solidos metastasicos. La seleccién de la pareja
donante - receptor se basa en la compatibilidad del HLA. Sin embargo, existen otros
factores inmunologicos relevantes dentro de la evolucion del trasplante, como las
respuestas de las células NK. Por esta razon, a nivel mundial se ha propuesto evaluar
la compatibilidad en otros sistemas altamente polimérficos, como lo son los
receptores tipo KIR de las células NK. Sin embargo, existen resultados contrastantes
a nivel mundial sobre la asociacion de la alorreactividad de las células NK y los
diferentes desenlaces del TCMH segun el modelo de alorreactividad evaluado.
Ademas, en nuestro pais no existen estudios que evalien el efecto de la
alorreactividad de las células NK en el desenlace del TCMH.

Metodologia: Se estudiaron pacientes receptores de TCMH alogénico con donantes
HLA idéntico (alelos HLA-A, -B, -C, -DRp, -DQ) o haploidénticos entre 2003-2018.
Las muestras de DNA de receptores y sus respectivos donantes fueron extraidas
mediante el método de Salting out a partir de sangre periférica. La tipificacion de los
receptores tipo KIR se llevo a cabo mediante el método de PCR-SSO usando el kit
Gen-Probe Lifecodes KIR-SSO typing. A partir de esta tipificacion se estimaron las
frecuencias génicas, genotipicas y haplotipicas de los receptores KIR.

Los modelos de compatibilidad basados en los receptores KIR de las células NK
fueron evaluados y se determind su asociacion con la supervivencia global,
supervivencia libre de enfermedad, mortalidad no relacionada a recaida, enfermedad
injerto contra hospedero (EICH) aguda, EICH crénica y recaida mediante el método
de Kaplan-Meier, empleando el logrank test. Ademas, se emplearon los modelos de
riesgos proporcionales de Cox y el modelo de riesgos competitivos.

Resultados: De los modelos de compatibilidad evaluados, solo el modelo de
compatibilidad gen —gen presentdé una asociacion con los diferentes desenlaces
evaluados. Dentro de los receptores de TCMH con donante idéntico, los receptores
trasplantados con un donante incompatible para los genes KIR tienen un 78% menos
de riesgo de recaida (sHR 0,22 (1C95% 0,05 - 0,92), p=0,04). En el caso de los
receptores de TCMH con donantes haploidénticos, los receptores trasplantados con
un donante incompatible para los genes KIR tienen un 77% menos de riesgo de
mortalidad, y 77% menos de riesgo de mortalidad y recaida (HR 0,23 (IC 95% 0,06 -
0,82), p=0,024), ademas de un 73% menos de riesgo de EICH aguda (sHR 0,27
(1C95% 0,07 - 0,98), p=0,05).



Conclusion: Nuestros resultados demuestran por primera vez la asociacion entre la
alorreactividad de las células NK y los diferentes desenlaces del TCMH en poblacion
colombiana. Los resultados sugieren que el modelo de compatibilidad gen - gen de
receptores KIR pueden ser una herramienta para predecir eventos de alorreactividad
asociados con recaida en el caso del TCMH con donante idéntico, y eventos de
alorreactividad asociados con supervivencia global, supervivencia libre de
enfermedad y EICH aguda en el caso del TCMH con donante haploidéntico. A raiz
de nuestros hallazgos resaltamos la importancia de la implementacién de las pruebas
de compatibilidad de receptores KIR dentro de los estudios inmunoldgicos
pretrasplante el contexto del TCMH, para determinar la alorreactividad de las células
NK con la finalidad de mejorar el desenlace del trasplante.



ABSTRACT

Background: Hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) is a therapeutic option
to patients affected by hematologic neoplasms, immunodeficiency disorders and
metastatic solid tumors. The donor selection for HSCT is based on a number of
criteria, with the most important being HLA-matching. Other histocompatibility-
associated criteria, such as killer cell immunoglobulin like receptor (KIR) mismatch,
have an impact on transplant outcome or transplant processes. For this reason,
worldwide transplant centers have implemented KIR genotyping for donor selection.
Nevertheless, there are not studies in our country that assess the effect of NK
alloreactivity in HSCT outcomes.

Methods: We retrospectively evaluated a cohort of 161 donors — recipient pairs with
HSCT at a single center between 2004 and 2008. The patients were transplanted with
HLA-matched donors (HLA-A, -B, -C, -DRpB, -DQ) or haploidentical donors. KIR
typing was performed by PCR-SSO. Gene frequencies were estimated from carrier
frequencies. Genotype frequencies were determined with direct count according to
the presence or absence of KIR genes. Haplotype diversity and frequencies were
inferred with HAPLO-IHP software.

Additionally, we evaluated three models of KIR compatibility to analyze NK
alloreactivity and the association between these models and overall survival, free-
disease survival, non-related mortality, graft versus host diseased (GvHD, acute and
chronic) and relapse. Survival analysis was carried out by Kaplan Meier method using
the log rank test. Moreover, we employed Cox Regression Method and competing
risk analysis.

Results: The KIR gene-gene model was associated with different outcomes in HSCT.
In patients with HLA-matched donors, the recipients transplanted with KIR gene-gene
mismatched donors had 78% less risk of relapse (sHR 0,22 (IC95% 0,05 - 0,92),
p=0,04). In patients with haploidentical donors, the recipients transplanted with KIR
gene-gene mismatched donors had 77% less risk of mortality and 77% less risk of
mortality and relapse (HR 0,23 (IC 95% 0,06 - 0,82), p=0,024), also, these patients
had 73% less risk of acute GvHD (sHR 0,27 (IC95% 0,07 - 0,98), p=0,05).

Conclusion: The KIR gene-gene model predicts donor NK cells alloreactivity based
on KIR genotype mismatch between recipients and donors. This model was
associated with HSCT outcomes such as overall survival, free-disease survival, acute
GvHD, and relapse. KIR genotyping could be a crucial donor selection criterion to
choose the best donor.



INTRODUCCION
1. Trasplante de progenitores hematopoyéticos

El trasplante de células madre hematopoyéticas (TCMH) es el tratamiento de
eleccion para pacientes con neoplasias hematologicas, entre ellas la leucemia
linfoblastica aguda (LLA), leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia mieloide/linfoide
cronica (LMC/LLC), mieloma mudltiple (MM), sindromes mielodisplasicos vy
desordenes mieloproliferativos (SM/DM), asi como para anemia aplasica (AA),
hemoglobinopatias (HB) y algunos trastornos de inmunodeficiencia, desordenes
degenerativos y tumores sélidos metastasicos (1). Este tipo de trasplante posibilita
el restablecimiento de todas las lineas celulares linfoides, mieloides y eritroides y por
consiguiente la restauraciéon de las funciones de la medula 6sea luego de los
diferentes regimenes condicionantes, entre ellas la generacion de un nuevo sistema
inmune (2,3).

En la préactica clinica, el receptor antes de ser trasplantado es tratado con un régimen
condicionante (quimioterapia, irradiacion y/o inmunoterapia) con dos finalidades; en
primer lugar, destruir las células tumorales en los pacientes con neoplasias y en
segundo lugar alcanzar la inmunosupresién adecuada para permitir la aceptacion de
las células madre hematopoyéticas (CMHs) del donante. Estos regimenes
condicionantes pueden ser mieloablativos, de intensidad reducida o no
mieloablativos. En los regimenes mieloablativos se produce una marcada citopenia
y mieloablacién, la cual es irreversible a menos que se realice el TCMH. Los
regimenes de intensidad reducida y no mieloablativos han sido disefiados para
reducir la toxicidad relacionada al tratamiento de los regimenes mieloablativos, por
lo que en la actualidad son los mas utilizados (4).

Las CMHs pueden ser derivadas de un aspirado de médula 6sea, de sangre
periférica (luego de un tratamiento con factores estimulantes de colonia que
movilizan las CMHs desde la médula 6sea) o de sangre de cordon umbilical, y
pueden ser obtenidas ya sea del mismo paciente (TCMH aut6logo) o de un donante
relacionado o no relacionado (TCMH alogénico) (3). Las principales diferencias entre
estas fuentes radican en la cantidad de CMHs obtenidas, y la cantidad y funciones
de otras células sanguineas que componen los productos obtenidos e infundidos, los
cuales pueden influir en los desenlaces inmunoldgicos del trasplante (4).

El TCMH autélogo es comunmente usado como terapia en pacientes con
malignidades sensibles a quimioterapia o radioterapia en una manera dependiente
de dosis. Estos pacientes reciben un régimen cito-reductivo intensivo designado para
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eliminar todas las células tumorales; sin embargo, estos regimenes pueden alterar
las funciones hematopoyéticas en los pacientes, por lo que la infusion de CMHs
(colectadas previamente del mismo paciente) es necesaria para rescatar los efectos
mieloablativos del tratamiento (4).

Por otra parte, el TCMH alogénico en adicion a la reconstitucion de la funcién de la
medula 6sea, también tiene beneficios inmunoterapéuticos por parte de las células T
y las células NK (del inglés Natural Killer) infundidas con las CMHs. Sin embargo, de
existir incompatibilidades entre receptores y donantes estas pueden desencadenar
complicaciones como enfermedad injerto contra hospedero (EICH), rechazo y riesgo
de falla del injerto o aumento de la mortalidad (5,6). Por esta razén, en el TCMH
alogénico la seleccion del donante se basa principalmente en la compatibilidad del
antigeno leucocitario humano (HLA; del inglés Human Leukocyte Antigen), lo cual
reduce la severidad de las respuestas alogénicas.

Segun la compatibilidad del HLA, el TCMH alogénico puede ser con donante HLA-
idéntico relacionado, con donante no relacionado con compatibilidad completa (“full
match”), o con donante HLA - haploidéntico. El trasplante con donante idéntico
relacionado ofrece mejores posibilidades de aceptacion y minimiza el riesgo de EICH.
Aun asi, en los trasplantes con donantes HLA-idénticos o no relacionados con
compatibilidad completa es necesario el uso de tratamientos profilacticos para la
EICH por posibles incompatibilidades entre antigenos menores de
histocompatibilidad (mHAgs) (7).

Por muchos afios el TCMH alogénico se baso en la obtencion de CMHSs a partir de
donantes idénticos, pero se ha estimado que solo el 30% de los pacientes podria
llegar a ser trasplantado con un familiar HLA-idéntico, y en menos del 60% de los
pacientes restantes se encuentran donantes no relacionados con compatibilidad
completa, por lo que otras alternativas como el TCMH alogénico con donante
haploidéntico han ganado relevancia y el nUmero de pacientes recibiendo infusiones
de CMHs en este contexto ha venido en aumento (8). Sin embargo, este tipo de
trasplante requiere de ciertas consideraciones especiales, como lo es la remocién de
las células T del injerto, para evitar la instauracion de EICH severa. Esta remocién
puede ser realizada mediante eliminacion directa de células T o seleccion positiva de
células CD34+. Igualmente, estas células T pueden ser eliminadas luego del
trasplante con los tratamientos inmunosupresores (4). En la actualidad, la remocion
de las células T no es necesaria y en su lugar se han establecido diferentes
tratamientos  profilacticos para evitar la instauracion de la EICH.

A pesar de los algoritmos actuales de seleccion de donantes basados en la
8



compatibilidad de HLA, aun se observan algunas limitaciones relacionadas con la
aparicién de multiples infecciones a raiz de la inmunosupresion y la mieloablacién, la
pérdida del injerto o recaida ante la enfermedad original, ademas de la alta incidencia
de EICH (9).

2. Complicaciones TCMH

2.1 Enfermedad injerto contra hospedero (EICH)

La EICH es la principal complicacion del TCMH alogénico. Esta enfermedad es un
desorden inmunologico donde células T del donante atacan tejidos del hospedero
gue son reconocidos como extrafios. A pesar del desarrollo de nuevas estrategias
en el TCMH, como las mejoras en las infusiones de células del donante, regimenes
condicionantes no mieloablativos, medicamentos inmunosupresores y tratamientos
profilacticos para EICH, esta enfermedad continda siendo letal y limita el uso del
TCMH (10).

La EICH es dividida en EICH aguda y crénica, las cuales se caracterizan por ser
desérdenes multisistémicos, y son clasificadas de acuerdo a los hallazgos clinicos y
a su vez subclasificadas segun el tiempo de presentacion en: EICH aguda clasica
(entre los primeros 100 dias luego de la infusion de las CMH); EICH aguda
persistente, recurrente o latente (luego de 100 dias postrasplante); EICH crénica
clasica (en cualquier tiempo, sin caracteristicas de EICH aguda) y sindrome de
solapamiento (en cualquier tiempo, con manifestaciones clinicas de EICH aguda y
cronica) (9). La EICH aguda puede ocurrir hasta en el 50% de los pacientes con
TCMH alogénico, y estos porcentajes son mayores en el caso de trasplantes con
donantes idénticos no relacionados o trasplantes con donantes haploidénticos. Por
su parte, la incidencia de EICH crénica varia entre el 6 y 80% de los TCMH. Estas
variaciones en las diferentes cohortes de pacientes evaluados pueden ser por la
variabilidad en la identificacion, criterios de diagndstico y documentacion de los casos
de EICH (11).

En el TCMH alogénico las células T y las células NK infundidas con las CMHSs pueden
desempeiiar un papel esencial en dos desenlaces contradictorios; por un lado, estas
células pueden reconocer tejidos sanos como piel, intestino e higado, y células
presentadoras de antigeno (APC) del receptor, lo que puede conducir al desarrollo
de EICH (12). Por otro lado, las células T y las células NK pueden atacar células
tumorales residuales que persisten luego de los regimenes condicionantes, lo cual
reduce el riesgo de recaida de la enfermedad (4), proceso inmunoldgico conocido
como efecto injerto contra tumor (ICT).



Las respuestas inmunologicas de la EICH aguda pueden iniciar con los dafios
tisulares debidos al régimen condicionante, el cual conduce a la secrecion de
citocinas proinflamatorias por las células del receptor, como el factor de necrosis
tumoral a (TNF-a) e IL-1. Estas citocinas crean un microambiente inflamatorio que
incrementa la expresion de moléculas de adhesién, moléculas coestimuladoras,
antigenos del HLA, y gradientes de quimiocinas, que en conjuncidon con las
respuestas de estrés y liberacion de DAMPs llevan a la activacion de APCs
(principalmente del donante, las cuales pueden estar presentes en las infusiones de
células trasplantadas o derivarse a partir de las células hematopoyéticas del donante)
y componentes del sistema inmune innato que participan en un dafio directo de los
tejidos (4). El condicionamiento mieloablativo también genera efectos indirectos que
llevan a la instauracién de esta respuesta inmune, como lo es el impacto sobre la
microbiota intestinal, de la cual pueden liberarse moléculas como LPS cuando hay
dafio, y estas moléculas pueden a su vez activar receptores tipo Toll (TLRs) y NOD
(NLRs) y causar la liberacion de citocinas proinflamatorias (13).

Una vez activadas las APCs, estas inician un proceso de presentacion antigénica y
de reclutamiento de células T. Las células T CD4+ alorreactivas virgenes del donante
responden a las moléculas alogénicas del HLA clase Il del receptor presentes en los
tejidos y maduran para convertirse en células efectoras con un perfil de expresion de
citoquinas Thl. Estas células T CD4+ efectoras en combinacion con las células
APCs, activan células T CD8+ para convertirse en células CD8+ citotoxicas (CTLS)
las cuales pueden acceder a los tejidos afectados y junto con células del sistema
inmune innato (por ejemplo, macréfagos y células NK) exacerban el dafio tisular (14).
La alteracion del tracto gastrointestinal lleva a la aparicion de sintomas como
nauseas, vomito, obstruccion intestinal y diarrea; el dafio en tejidos cutaneos se
manifiesta por la aparicién de erupciones maculopapulares, eritrodermia y ampollas;
mientras que el dafio hepatico conlleva a ictericia, hiperbilirrubinemia y aumento de
las transaminasas (10). Si la EICH aguda no es tratada, la enfermedad prosigue a
estadios mas severos, conduciendo a un dafio sistémico que es mas dificil de
controlar.

Como se mencion6é anteriormente, la EICH cronica puede manifestarse
simultdneamente con la EICH aguda, desarrollarse luego de la EICH aguda o puede
ocurrir de novo. En la EICH cronica se puede observar afectacion de cualquier 6rgano
del cuerpo con manifestaciones clinicas principalmente en zonas mucocutaneas,
miofasciales y pulmonares. Estas se caracterizan por cambios inflamatorios crénicos
con progresion a fibrosis de mudltiples érganos de los sistemas integumentario,
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musculo — esquelético, digestivo, gastrointestinal, cardio-respiratorio, reproductivo, y
nervioso periférico (10).

Los eventos que desencadenan la EICH crénica son similares a los descritos
anteriormente para la EICH aguda. Sin embargo, la EICH crénica se caracteriza por
un dafio timico causado tanto por los regimenes condicionantes como por las células
T alorreactivas, lo que conduce a la pérdida de células epiteliales timicas (requeridas
para la generacién de células T reguladoras y la eliminacion de células T
autorreactivas) y por lo tanto a defectos en la seleccion positiva y negativa de células
T generadas a partir de precursores hematopoyéticos después del TCMH. El
resultado entonces es la pérdida de células reguladoras, incluyendo células T
reguladoras, células B reguladoras, células NKT invariantes y células T reguladoras
tipo | (Trl). Igualmente, en la EICH cronica hay una produccion de citocinas
fibrogénicas como IL-2, IL-10, TGF-B y PDGF-a por parte de los macréfagos
activados, lo que conduce a la proliferacién y activacion de fibroblastos del tejido
comprometido (fenotipo esclerético). Adicionalmente, existe una desregulacion de
células B, con un aumento en la hipermutacion somética y la recombinacion del
cambio de clase de inmunoglobulinas (estimulados por BAFF), lo que resulta en una
deposicion patogénica de inmunoglobulinas en varios 6rganos, lo que contribuye a
su dafo. Estos cambios denotan un sindrome sistémico autoinmune asociado a
cambios fibroproliferativos (9).

Con respecto al TCMH alogénico se ha observado que en los trasplantes de CMHs
donde se han eliminado los linfocitos T, se reduce la aparicion de EICH aguda.
Aungue hay una reduccion de EICH, laincidencia de rechazo y recaida a enfermedad
original también se ve aumentada (15). En conjunto, estas observaciones
demuestran que las respuestas de EICH mediadas por células T facilitan el proceso
de aceptacion y la erradicacion de las células tumorales. Esta acomodacion se ve
facilitada porque las células T alorreactivas del donante median la eliminacion de las
células de la médula 6sea del receptor y la eliminacion de células del receptor que
pueden iniciar una respuesta contra las células hematopoyéticas del donante.
Similarmente, la eliminacion de las células residuales del tumor es atribuida a estas
células T en las respuestas ICT (16).

2.2 Rechazo del injerto
Dentro de las complicaciones inmunolégicas del TCMH, el rechazo del injerto y la
falla del mismo ocurren con menor frecuencia que la EICH. El rechazo es un reflejo
de la presencia de células inmunocompetentes en el receptor que sobreviven luego
de los regimenes condicionantes; las cuales reconocen y reaccionan contra células
del donante. Las células que median el rechazo del injerto pueden ser las células NK,
células NKT, células T yd y células T CD4+ y CD8+ del receptor que reconocen
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aloantigenos del HLA clase | y clase Il y mHAgs discordantes en las células del
donante (17).

Varios factores influencian la probabilidad de rechazo del injerto, en particular el
grado de inmunocompetencia del receptor, el grado de disparidad entre las
moléculas del HLA del receptor y el donante, el nimero y fuente de las CMHs
transfundidas, el tipo de régimen condicionante utilizado, y la posible sensibilizacion
previa del receptor hacia antigenos de histocompatibilidad del donante (7).

2.3 Infecciones

Las infecciones representan una de las mayores complicaciones luego del TCMH.
Una variedad de eventos puede comprometer el éxito del TCMH, entre los que se
encuentran la toxicidad de multiples o6rganos causada por los regimenes
condicionantes; la anemia, trombocitopenia y leucopenia causadas por los
regimenes mieloablativos; y la destruccion de los 6rganos linfoides e hipoplasia
causados por la EICH. Todos estos eventos sumados a una reconstitucion tardia del
sistema inmune (principalmente de las células T) conducen a la inmunosupresion del
receptor y la subsecuente susceptibilidad hacia infecciones oportunistas, como
infecciones virales por Citomegalovirus (CMV), virus del Epstein Barr e infecciones
fungicas por especies de Candida y Aspergillus fumigatus (18). Estas infecciones a
su vez pueden llevar a la disminucion de las funciones hematopoyéticas por efectos
directos o indirectos (17).

2.4 Rol de las células NK en las diferentes complicaciones del TCMH

Si bien se ha establecido un papel central de las células T en las respuestas que
median tanto los efectos benéficos como perjudiciales del TCMH, el rol de otras
células ha sido estudiado. Estudios sobre las células NK en el TCMH han demostrado
que las células NK del receptor que sobreviven a los regimenes condicionantes
pueden contribuir al rechazo del injerto, mientras que las células NK del donante
pueden promover la aceptacion de las células hematopoyéticas. De igual manera,
multiples estudios preclinicos y clinicos han identificado las células NK del donante
como actores principales en las respuestas ICT y por ende en la reduccién de los
indices de recaidas. Sin embargo, el rol de las células NK en la EICH se encuentra
menos establecido, ya que si bien en el modelo clasico de la patogénesis de la EICH,
las células NK del donante, junto con las células T juegan un papel en la activacion
inmune patoldgica que conduce a este desenlace, existen evidencias en modelos
preclinicos y estudios en receptores de TCMH donde las células NK pueden prevenir
la EICH (19).
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Se ha encontrado que la alorreactividad de las células NK es fundamental para la
proteccion contra la EICH mediante sus funciones citotoxicas ya sea de manera
directa, a través de la eliminacion de células T alorreactivas activadas; o indirecta,
por la eliminacién de APCs, lo que previene la estimulacion de las células T (19,20).
En modelos murinos se ha demostrado que luego del TCMH, el trafico de las células
NK hacia 6rganos donde se desarrolla la EICH sigue una distribucion espacial y
temporal similar a las células T, favoreciendo la eliminacion estas células en estos
sitios a través de la produccién de perforinas y la induccién de apoptosis mediada
por Fas. Sin embargo, se ha demostrado que las células NK pueden modular las
respuestas inmunes a través de la produccion de citocinas. En modelos murinos y
humanos se ha demostrado que si las subpoblaciones de células NK que llegan a
los diferentes tejidos son secretoras de citocinas proinflamatorias (TNF-a e IFN-y),
se puede anular la actividad citotéxica protectora y promover el desarrollo de EICH
(19).

Adicionalmente, las células NK pueden tener un rol protector contra muchas
infecciones virales y algunas infecciones bacterianas debido a su rapida
reconstitucion durante las primeras semanas luego del trasplante, a diferencia de la
reconstitucion tardia del sistema inmune adaptativo.

Por esta razon las células NK han ganado un papel preponderante en el TCMH, ya
gue estas pueden estar implicadas en diferentes procesos inmunolégicos y tener un
gran impacto en el desenlace del trasplante.

3. Generalidades de las células NK

Las células NK son un componente importante del sistema inmune innato y sus
funciones efectoras dependen de la integracion de sefales derivadas de diferentes
receptores activadores e inhibidores. Dentro de sus funciones efectoras se destaca
su actividad citotoxica, la cual puede ser directa 0 mediada por anticuerpos, y su
produccioén de citocinas que desempefian un papel inflamatorio y regulador de las
respuestas innatas y adaptativas (21).

En circulacion, las células NK pueden ser divididas en dos grupos funcionales
basados en la expresion de CD56: células NK CD5619y células NK CD569™, Las
células NK CD56P"9" representan el 10% de las células NK en circulacién y son mas
proliferativas, tienen mayor capacidad para producir y secretar citocinas luego de la
estimulacion con IL-12 e IL-18 y tienen baja actividad citotoxica. Por el contrario, las
células NK CD569™ representan el 90% y son mas citotdxicas y median los procesos
de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (CCDA) a través de los
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receptores CD16 (FCyRIIl).Una tercera subpoblacion ha sido descrita en los ultimos
afnos y ha sido llamada células NK “adaptativas” (por sus propiedades similares a las
células de memoria), las cuales tienen una alta capacidad citotoxica y presentan
modificaciones epigenéticas en los genes de IFN-y, TNF-a e IL-10, lo que les permite
producir altas concentraciones de estas citocinas frente a una re-exposicion
patogénica (22).

3.1 Receptores de las células NK

Los principales receptores de las células NK tienen dos estrategias de
reconocimiento de las moléculas de HLA clase I. Por un lado, un grupo de receptores
reconocen moléculas no polimorficas (como el HLA-E) o regiones conservadas del
HLA que presentan pocos polimorfismos; mientras que otro grupo de receptores
reconocen moléculas altamente polimoérficas del HLA. Estas moléculas altamente
polimorficas (como el HLA-A, -B y —C) individualizan y diversifican las respuestas de
las células NK a través de los receptores KIR. En consecuencia, estos receptores se
caracterizan por su gran diversidad entre individuos, ya sea por las diferencias en los
contenidos génicos, en el nUmero de copias génicas o por polimorfismos.

Dentro de los receptores de las células NK destacados por regular sus funciones
efectoras se incluyen los receptores de lectinas tipo C (CD94:NKG2) localizados en
el cromosoma 12g1.3-13.4, y la superfamilia de receptores tipo inmunoglobulina que
incluye a los receptores tipo KIR localizados en el cromosoma 19g13.4, los
receptores citotoxicos naturales (NCRs) (criticos para el control de infecciones virales
y tumores), y los receptores del leucocito tipo inmunoglobulina LIR-1 (ILT-2).

Los receptores tipo lectina son heterodimeros compuestos por una subunidad
invariante (CD94) unida a una glicoproteina de la familia de los genes NKG2
(NKG2A/B, NKG2C/D, NKG2E Y NKG2F). CD94/NKG2A es un receptor inhibidor que
se une a las moléculas del HLA-E, cuya expresién es promovida por la union de
péptidos de las secuencias lider de las moléculas HLA clase I, por lo que se piensa
que las moléculas CD94/NKG2A monitorean la expresion de las moléculas clase | de
una manera cuantitativa (mientras que los receptores KIR realizan un monitoreo de
alelos individuales, como se describird mas adelante). Por su parte, CD94/NKG2C y
NKG2D son receptores activadores, donde el primero de ellos reconoce también
moléculas del HLA-E (con una menor afinidad), y el segundo reconoce moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad no clasicas, como MICA y MICB vy otras
moléculas como ULBP1, ULBP2 y ULBP3, las cuales son reguladas positivamente
en ceélulas bajo estrés (en respuesta a infecciones virales y transformacion
tumorigénica) (23).
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Los receptores citotdxicos naturales son una familia de receptores activadores tipo
inmunoglobulina, e incluyen los receptores NKp30, NKp44 y NKp46, los cuales
median la actividad citotdxica de las células NK frente a células tumorales. NKp30
reconoce ligandos tumorales como B7-H6, BAT3 y la proteina pp65 de CMV. Por su
parte, NKp46 se une a las hemaglutininas (HA) del virus de la influenza (23). Por otro
lado, los receptores LIR son inhibidores y reconocen moléculas clasicas y no clasicas
del HLA clase I, incluyendo HLA-F y HLA.G.

3.2 Receptores tipo KIR y educacion de las células NK
En el caso particular de los receptores KIR, estos reconocen moléculas de HLA clase

| de las otras células, principalmente moléculas HLA-C, las cuales son clasificadas
segun los epitopos C1y C2, que varian en el residuo en la posicion 80 (C1: Asn80y
C2: Lys80). De igual manera estos receptores pueden reconocer el epitopo Bw4 en
las moléculas HLA-B y algunas moléculas del HLA-A. La interaccion de las moléculas
de HLA clase | con receptores KIR inhibidores de las células NK previene su
activacion y por ende la destruccion de las células autdlogas. La ausencia en el
reconocimiento de las moléculas de HLA clase | (como resultado de una regulacién
negativa de su expresion causada por infecciones virales, dafio o transformacién
tumoral) conduce a una activacion de las células NK y destruccién de la célula
carente de expresion de la molécula HLA clase |, fendmeno conocido como “missing
self” o pérdida de reconocimiento de lo propio, que contribuye a la reactividad de las
células NK (20).

Existen varias teorias para explicar el proceso por el cual una célula NK es educada
y regulada para que reconozca solo las moléculas HLA clase | propias. Mediante el
proceso de educacion, las células NK son entrenadas en la médula ésea para que
reconozcan aquellas células que pierden la expresion de moléculas HLA clase |. Para
entender la educacion de las células NK se han planteado diferentes modelos. En el
modelo de “licensing” las células NK en desarrollo interactian con moléculas HLA
clase | de las células estromales y células hematopoyéticas a través de sus
receptores inhibitorios, y el nimero de interacciones determina la capacidad de
respuesta (a mayor nimero de receptores inhibitorios especificos mayor capacidad
de respuesta) (24). Bajo este modelo, las células que no reconozcan sus propias
moléculas de HLA clase | son programadas para tener una baja reactividad. En el
proceso de educacion de la célula NK se propone que la interaccion inicial de un
receptor KIR con su ligando influencia la expresion de otros KIR especificos para el
mismo ligando HLA y las variaciones en el nimero de copias de genes KIR influencia
la frecuencia de células NK educadas circulantes de un individuo (25).

El segundo modelo es conocido como “disarmed” y es analogo a un proceso de
anergia inducida por activacién. Los receptores tipo KIR inhibitorios contienen
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motivos de inhibicidbn en inmunorreceptores basados en tirosina (ITIM) en su cola
citoplasmatica y estos motivos pueden reclutar proteinas tirosina fosfatasas con
dominio SH2 (SHP1) y fosfatasa del inositol con dominio SH2 (SHIP), las cuales
inhiben las sefiales de los receptores tipo KIR activadores. Una falla de los receptores
inhibitorios, ya sea por una disminucion en su expresion, por su inhabilidad de
interactuar con HLA clase | 0 en su sefalizacion, resulta en células NK en periferia
carentes de respuesta, ya que estas células no son eliminadas en timo (26). Sin
embargo, se ha demostrado que estas células en sangre periférica pueden
someterse a un proceso de “re-educacion” que explicaria el hecho de que en periferia
estas células NK pueden responder en condiciones inflamatorias, frente a infecciones
y frente a procesos tumorales (27).

Por otro lado, durante el proceso de maduracion de las células NK los receptores KIR
activadores también cumplen un rol dentro de la educacion de estas células, ya que
estos receptores pueden recibir sefiales y activar sus motivos de activacion de
inmunorreceptores basados en tirosina (ITAM), los cuales se asocian con la proteina
adaptadora DAP 12 y se da el reclutamiento de SYK y ZAP70 que median la
activacion de la célula NK. Si esto sucede en el timo, mediante un proceso analogo
a la seleccion negativa de timocitos, las células NK cuyos receptores activadores
reconocen los respectivos ligandos (células con infeccion viral o células bajo estrés)
se convierten en células anérgicas y puede dar lugar a una eliminacion parcial del
repertorio de células NK (28).

3.3 Organizacion Genética de los Receptores KIR

Las células NK individualmente muestran una expresion variable y estocastica de
receptores inhibidores y activadores, lo que indicaria que las células NK tienen
diferente sensibilidad a ser inhibidas dependiendo de la expresién de sus receptores
y de las moléculas HLA clase | co-heredadas. Los KIR se segregan
independientemente de los genes HLA y estan localizados en una de las regiones
mas variables del genoma humano en términos de contenido génico y polimorfismos
de secuencia, lo cual contribuye a la generacion de un repertorio de células NK con
alta variabilidad en la expresion de receptores KIR de superficie (29). Actualmente
se han descrito 15 genes y dos pseudogenes en la region del complejo de receptores
leucocitarios (KIR2DL1, KIR2DL2/L3, KIR2DL4, KIR2DL5A, KIR2DL5B, KIR2DS1,
KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DS5, KIR3DL1/S1, KIR3DL2, KIR3DL3 y los
pseudogenes KIR2DP1 y KIR3DP1); los cuales pueden tener varios polimorfismos
aumentando la variabilidad de estos genes. Los genes de los receptores tipo KIR han
sido agrupados en dos haplotipos llamados A y B (AA y B/x) los cuales varian en
frecuencia entre diferentes grupos étnicos (30).
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El haplotipo A contiene principalmente KIR inhibidores y un KIR activador y esta
compuesto por 7 genes y 2 pseudogentes, algunos de los cuales también estan
presentes en el haplotipo B (conocidos como “framework genes”): KIR3DLS3,
KIR3DP1, KIR2DL4, KIR3DL2. En adicion a estos genes KIR2DL1, KIR2DL3,
KIR3DL1 y KIR2DS4 completan el haplotipo A. KIR2DS4 puede tener una variante
gue no es funcional (una mutacion que genera una delecion en el gen, KIR2DS2del)
por lo que el haplotipo A puede llegar a carecer completamente de un receptor tipo
KIR activador. La variabilidad en el haplotipo A se da principalmente por
polimorfismos, especialmente en el gen KIR3DL1 (31). Todas las otras posibles
combinaciones de los genes KIR son reunidas en el haplotipo B, el cual contiene
principalmente KIR activadores (KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS5 vy
KIR3DS1) y puede incorporar genes KIR inhibidores ausentes en el haplotipo A. El
haplotipo B presenta una mayor variabilidad relacionada con el contenido de genes
y a partir de analisis de segregacion en familias, las técnicas de genotipificacion de
KIR han logrado identificar mas de 40 haplotipos en el grupo B (32).

Cada haplotipo tiene una region que exhibe una elevada tasa de recombinacién
asimétrica relativa, el cual divide el haplotipo en una region centromérica (Cen) y otra
region telomérica (Tel). En total han sido descritos cuatro motivos de genes
centroméricos y dos motivos teloméricos. Por lo tanto, los haplotipos son el resultado
de combinaciones entre estas regiones centroméricas y teloméricas. En el caso
particular del haplotipo A, esta conformado por una regién Cen Ay una region Tel A,
y por convencion todas las otras posibles combinaciones, incluyendo combinaciones
entre regiones Cen Ay Tel B o Cen B y Tel A hacen parte del haplotipo B (31). Como
se puede observar los andlisis de herencia y estructura genémica de los genes KIR
es complejo dado que se segregan en haplotipos, y que estos tienen tasas elevadas
de recombinacion y que al mismo tiempo los genes presentan polimorfismos que se
asocian con la especificidad, frecuencia y densidad de expresion. Esto se traduce en
una baja probabilidad de que dos individuos no genéticamente relacionados
seleccionados al azar, tengan el mismo genotipo de receptores KIR.

4. Alorreactividad de las células NK en el trasplante de células
hematopoyéticas.

4.1 Reconstitucion de las células NK luego del TCMH

Dentro de la evolucién del TCMH, en el periodo inmediatamente posterior se da lugar
a la reconstitucion de las células del sistema inmune, incluyendo neutrofilos, células
NK, células T y células B (33). Se ha visto que el proceso de reconstitucion temprana
de las subpoblaciones celulares es un proceso critico en el desenlace del TCMH,
demostrando que la supervivencia y la disminucion de la mortalidad relacionada al
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trasplante mejoran en aquellos pacientes con una alta tasa de reconstitucion de
linfocitos luego del TCMH (34).

La reconstitucion del sistema inmune innato ocurre rapidamente entre los 20 y 30
dias luego del trasplante, mientras que la reconstituciéon del sistema inmune
adaptativo es mas lenta y requiere de periodos entre uno y dos afios. En el caso
particular de las células NK, estos son los primeros linfocitos en reconstituirse entre
dos y tres semanas luego de los regimenes condicionantes, inicialmente como
células inmaduras con expresion alterada de los receptores KIR y una reducida
capacidad funcional en comparacion con las células NK maduras (35), pero
posteriormente recuperan sus funciones y alcanzan valores absolutos equiparables
a individuos sanos luego de la cuarta semana postrasplante (36). Por el contrario, las
células B alcanzan niveles normales en el tercer mes, aunque el nimero absoluto
puede tardar en normalizarse entre 6 y 12 meses. Sin embargo, la mayoria de estas
células se caracterizan por su inmadurez funcional, siendo principalmente células
virgenes y transicionales. En el caso de las células T, estas tienen un proceso de
reconstitucion de dos fases; una independiente del timo, donde las células T
infundidas junto con las CMHs se expanden en periferia con un repertorio limitado de
receptores de células T (TCRs). La segunda fase de reconstitucion es dependiente
de timo, y se caracteriza por ser extremadamente lenta, tardando varios afios para
el restablecimiento de un repertorio diverso de TCRs (37,38)

Como se menciond previamente, las células T son los principales mediadores de la
EICH, y su eliminacion, junto con su lenta reconstitucion, favorece la disminucién de
la incidencia de EICH en los pacientes trasplantados. Sin embargo, su lenta
recuperacion y repertorio limitado favorece a su vez el incremento de infecciones,
recaidas, la aparicion de segundas malignidades y un aumento en la mortalidad
asociada al trasplante. En este contexto, las células NK (y las células T yd) son
cruciales por su contribucion a la inmunovigilancia y efectos ICT, disminuyendo las
recaidas sin generar EICH (39).

Debido a que las células NK son los primeros linfocitos en reconstituirse y aparecer
en circulacion, ademas de influenciar las respuestas del sistema inmune innato y
adaptativo, son células muy importantes dentro de la evolucion del TCMH. De esta
manera, se ha demostrado que los recuentos en el primer mes post-trasplante de
células NK se asocian con la EICH, la mortalidad no asociada a recaidas y la
supervivencia, ya que en aquellos pacientes con una disminucién en el nimero total
de células NK se aumenta la EICH y la mortalidad, disminuyendo por lo tanto la
supervivencia (40,41). Adicionalmente, recuentos elevados de células NK se asocian
con un menor numero de infecciones bacterianas o virales.
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4.2 Alorreactividad de las células NK

Para entender la asociacion de las células NK con los diferentes desenlaces del
TCMH, se han propuesto diferentes modelos que predicen la alorreactividad de
células NK. La alorreactividad de las células NK se ha definido como la presencia de
receptores KIR inhibidores en las células NK del donante y la ausencia de sus
ligandos especificos de HLA en las células del receptor, lo que favorece la iniciacion
de una respuesta efectora contras las células carentes de ligandos, dentro de las que
se pueden encontrar las células leucémicas residuales del receptor. Adicionalmente,
la alorreactividad puede definirse por la presencia de receptores KIR activadores de
las células NK y la presencia de sus ligandos, lo que desencadenaria una respuesta
efectora, las cuales se asocian con una mejor respuesta ICT (42).

4.2.1 Modelos de alorreactividad de las células NK

Actualmente se han reportado varios modelos de alorreactividad y si bien cada uno
de los modelos pretende explicar desde su perspectiva la importancia de la
alorreactividad de las células NK en términos de la expresién de receptores
activadores e inhibidores y de su interacciébn con los ligandos HLA-I, en el
mejoramiento del prondstico y la supervivencia del injerto, aun existen resultados
contrastantes.

Generalmente, la alorreactividad de las células NK se ha abordado desde tres
diferentes perspectivas, y desde cada una se han postulado distintos tipos de analisis
en grupos de receptores y donantes para predecir las respuestas de las células NK.
Los tres modelos son: (i) modelo de compatibilidad de ligandos o modelo ligando-
ligando; (ii) modelo ligando — receptor KIR o (iii) modelo gen — gen KIR conocido
también como receptor KIR — receptor KIR o de haplotipo (43) (Figura 1).

4.2.1.1 Modelo de compatibilidad de ligando - ligando

El modelo de compatibilidad de ligando propuesto por Ruggeri y su grupo de la
Universidad de Perugia, predice la alorreactividad de las células NK del donante
contra las células del receptor, cuando estas no presentan el ligando para los
receptores tipo KIR. Por ejemplo, una célula NK del donante que expresa KIR2DL1
es “educada” o “licenciada” por células del donante que expresan el epitopo C2 en
las moléculas HLA-C, por lo tanto, las células NK son tolerantes hacia este epitopo,
y si las células del receptor expresan solo epitopos C1 en moléculas HLA-C, se
esperaria entonces que las células NK fuesen alorreactivas y activaran sus
mecanismos efectores. Este modelo evalia la compatibilidad entre ligandos de
receptores KIR inhibidores, los cuales son inferidos a partir de la compatibilidad para
moléculas HLA clase | en individuos con un TCMH con donante haploidéntico (44).
Este modelo no es evaluado en los TCMH con donantes idénticos, porque los
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epitopos Bw4, C1 y/o C2 son compartidos por ambos individuos, por lo que no se
esperaria observar alorreactividad de las células NK (Figura 1A).

Una de las primeras investigaciones que evaluo el efecto de las células NK en TCMH
alogénico con donantes haploidénticos fue realizada por el grupo de Ruggeri,
quienes demostraron que en los pacientes con leucemias mieloides la presencia de
células NK alorreactivas del donante se asociaba con una menor aparicién de EICH,
menores tasas de recaidas y una mayor supervivencia libre de enfermedad; y a su
vez fue una de las primeras evidencias de la lisis de células leucémicas residuales
por parte de las células NK alogénicas cuando existia incompatibilidad entre ligandos
(45). Este efecto beneficioso de la incompatibilidad entre ligandos de receptores KIR
en las leucemias mieloides ha sido confirmados por otros grupos (46) (Tabla 1).

Sin embargo, resultados que contradicen estas observaciones fueron obtenidos por
Nowak y colaboradores, quienes demostraron que la ausencia de ligandos HLA en
pacientes receptores de TCMH para receptores tipo KIR inhibidores presentes en las
células NK del donante se asociaba con una menor supervivencia debido a la
progresion de la enfermedad (47). Sin embargo, vale la pena resaltar las diferencias
en los protocolos de trasplante, ya que solo en un 20% de los pacientes hubo
eliminacién de las células T previo al trasplante, o que podria explicar los resultados
contradictorios. Igualmente, en una cohorte de 1500 TCMH entre individuos no
relacionados se observo que las incompatibilidades entre ligandos de KIR estuvieron
asociadas con un incremento en EICH, mortalidad relacionada al tratamiento y una
supervivencia libre de leucemia mas corta (48) (Tabla 1).

4.2.1.2 Modelo de compatibilidad de ligando - receptor

El segundo modelo de compatibilidad ligando — receptor propuesto por Leung y su
grupo predice la alorreactividad de las células NK del donante contra las células del
receptor, cuando estas no presentan un ligando para los receptores tipo KIR, como
en el modelo anterior. Sin embargo, en este caso no se infiere el receptor KIR
inhibitorio de las células del donante, sino que es definido mediante genotipificacion
o fenotipificacion. Por lo tanto, el HLA del donante en este modelo es irrelevante (49)
(Figura 1B).

En relacion a la alorreactividad de células NK segun el modelo de compatibilidad
ligando-receptor, Park y su grupo demostraron que las parejas donante-receptor que
presentaban incompatibilidades en los receptores tipo KIR segun el modelo de
compatibilidad ligando-receptor, tenian mejor supervivencia libre de enfermedad con
menor incidencia de recaidas (50). De igual manera, Chen y su grupo corroboraron
este efecto benéfico, pero solo en pacientes con malignidad mieloide, donde los
pacientes sin ligando HLA-C con epitopos C2 para el respectivo KIR inhibidor del
donante, presentaban mayor supervivencia y menor mortalidad relacionada con
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recaidas a enfermedad original (51). Se ha especulado que la falta de efectos
benéficos en las malignidades linfoides es debido a la falta de la molécula de
adhesion LFA-1 en blastos de LLA (45) (Tabla 1).

Asimismo, existe evidencia de la alorreactividad de células NK y la expresion de
receptores KIR activadores (52). Se ha demostrado por ejemplo que en ausencia de
alorreactividad de células NK, los receptores KIR activadores no tienen ningun efecto
en el desenlace del trasplante. Sin embargo, en las parejas de donante receptor con
células NK alorreactivas, los donantes con receptores KIR2DS1, KIR2DS2 y/o
KIR3DS1 presentan menor riesgo de mortalidad, reduccion en la incidencia de EICH,
menor tasa de infecciones y mejor supervivencia libre de enfermedad (52-54) (Tabla
1).

4.2.1.3 Modelo de compatibilidad de gen - gen

El tercery ultimo modelo es el de compatibilidad gen — gen de receptores KIR descrito
inicialmente por Gagne y su grupo Yy desarrollado por el grupo de Parham donde se
predice la alorreactividad de las células NK a partir de las incompatibilidades entre
los genotipos de los receptores tipo KIR, para lo cual es necesario realizar la
genotipificacion de estos genes tanto en el donante como en el receptor (55, 56)
(Figura 1C). Ambos grupos han demostrado que pacientes trasplantados con
donantes con haplotipo B de los receptores KIR tienen menores tasas de recaidas y
mayor supervivencia. De igual manera, la presencia de dos o mas motivos Cen B o
Tel B en los donantes se asocian con mejores desenlaces (57, 58). En relacion a
genes activadores individuales, se ha demostrado que las incompatibilidades en los
genes KIR2DL5 o KIR2DS1 se asocian con una mayor incidencia de EICH aguda,
mientras que incompatibilidades en los genes KIR2DS3 se asocian con una
disminucion en la EICH (59) (Tabla 1).

Si bien para los otros modelos propuestos los resultados han sido contrastantes, en
el modelo de compatibilidad gen-gen los resultados son indiscutibles, donde se ha
evidenciado un rol positivo de la alorreactividad de las células NK en el contexto del
TCMH con incompatibilidades a nivel génico entre pacientes y donantes. En términos
generales, la incompatibilidad a nivel de genotipo (donantes con haplotipo B/x y
receptores con haplotipo AA y viceversa) presenta una asociacion significativa con
disminucién de EICH crénica, disminucion en la incidencia de recaida y mayor
supervivencia libre de recaidas (60,61). Dentro de estas incompatibilidades, se ha
observado que los pacientes trasplantados con donantes con haplotipo B/x presentan
una mayor supervivencia libre de enfermedad y menores tasas de recaida (62-67)
(Tabla 1).

5. Perspectivas para la selecciébn parejas receptor-donante segun
compatibilidad receptores KIR
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Los diferentes modelos para predecir la alorreactividad de la célula NK han sido
evaluados en diferentes centros trasplantadores, mostrando resultados no
concluyentes acerca de la importancia de la alorreactividad de la célula NK; esto
puede ser debido principalmente a las diferencias en los protocolos de trasplante de
cada centro trasplantador, sin embargo, actualmente existe un consenso en la
utilidad de la evaluacion del modelo ligando-ligando para la eleccion de donantes en
pacientes con malignidades mieloides en el contexto del trasplante haploidéntico; y
la utilidad del modelo gen-gen para la seleccidén de donantes en el contexto del TCMH
idéntico y haploidéntico, donde se ha propuesto la seleccion de donantes que
expresen el haplotipo del grupo B (donde predominan receptores KIR activadores)
(68).

Numerosos estudios también han demostrado el papel de los polimorfismos de KIR
y las combinaciones KIR-HLA en la susceptibilidad y resistencia a enfermedades de
tipo infeccioso, autoinmunidad, cancer, asi como en la evolucién del TCMH. Sin
embargo, no existe ninguna evidencia sobre el papel de la alorreactividad de las
células NK en los diferentes desenlaces del TCMH en Colombia. Ademés, hasta el
momento so6lo hay un reporte acerca de las frecuencias de genes KIR en poblaciones
colombianas de tipo afrodescendiente y mestizo-caucasica pero no se analizd su
papel en la susceptibilidad a enfermedades o evolucidn postrasplante (69).

A nivel mundial, el nimero de TCMH continda incrementando con mas de 25.000
trasplantes alogénicos efectuados anualmente. Segun las estadisticas publicadas
recientemente por el Instituto Nacional de Salud de Colombia, tan sélo entre los afios
2010-2014 se han realizado un total de 1.814 TCMH, de los cuales 728 (40%) han
sido alogénicos y 1.086 (60%) autdlogos (70). De igual manera, se ha estimado que
solo 3 de cada 10 pacientes tiene un donante idéntico, y solo hasta el 2019 se
propuso una iniciativa para realizar un registro nacional de donantes no relacionados
en Colombia por parte del Instituto Distrital de Ciencia, Biotecnologia e Innovacion
en Salud (IDCBIS); por lo que en el 70% de los pacientes restantes el trasplante con
donante haploidéntico ha sido esencial para el manejo de su enfermedad original. A
pesar de esto, los estudios enfocados en mejorar los algoritmos de seleccién, y en el
papel de otros sistemas polimorficos como los receptores KIR han sido limitados.

En Colombia, este tipo de trasplante se realiza desde hace mas de 25 afios con
buenos resultados clinicos y buena supervivencia de los receptores, en donde de
cada 100 pacientes sometidos a un primer TCMH hay un 62% de éxito, una cifra que
es muy similar a las referenciadas en otras partes del mundo. Sin embargo, se espera
que el porcentaje restante de los pacientes tenga algun tipo de recaida y por lo tanto
pueda requerir de mas trasplantes en una etapa posterior a causa de una remision
de la enfermedad original (70).
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Parte del éxito logrado se fundamenta en la implementacion y rigor de los analisis
pre-clinicos y el estudio inmunoldgico pretrasplante, en el cual se estudian las
moléculas del HLA. Hasta la década de los 80s se habia establecido que solo
hermanos HLA-idénticos podrian ser aceptados como donantes de células
hematopoyéticas dado que el rechazo del trasplante y la aparicion de la EICH eran
las complicaciones comunes. Sin embargo, en las Ultimas tres décadas la
implementacion de técnicas como la eliminacion de linfocitos T post-timicos de la
médula 6sea del donante y el uso de inmunosupresion han posibilitado la
implementacion y éxito del TCMH con donantes haploidénticos, resultando en
ausencia o menor frecuencia de EICH. La compatibilidad en las moléculas HLA
resulta clave para reducir al maximo el desencadenamiento de una respuesta
alogénica mediada por células T y NK que conduzca al rechazo del trasplante,
mientras que no se altera el establecimiento de la respuesta ICT. No obstante, aln
en casos de compatibilidad completa (100% de alelos compatibles), se ha resaltado
la importancia de considerar otros polimorfismos genéticos, particularmente el del
complejo de receptores tipo KIR.

Si bien el analisis de polimorfismos de receptores KIR y sus respectivos ligandos no
se efectia de manera rutinaria en la mayoria de centros trasplantadores, trabajos
realizados en algunos centros de trasplante alrededor del mundo han resaltado la
importancia de considerar la variabilidad en el sistema KIR. La familia de genes KIR
exhibe polimorfismos alélicos y de haplotipos tanto dentro como entre poblaciones.

Las evidencias previamente descritas sugieren que la respuesta ICT y supervivencia
de los pacientes podrian ser optimizadas si ademas de los criterios de compatibilidad
HLA convencionales, se pudieran seleccionar donantes que presentan ademas
alorreactividad en receptores KIR y sus ligandos con su respectivo receptor o algunas
combinaciones de haplotipos de receptores KIR. Por esto y debido a que no existen
estudios en el pais que evalten el efecto de la alorreactividad de las células NK
dependiente de la expresion de receptores KIR en el prondstico y supervivencia de
pacientes que recibieron TCMH, se propone investigar las frecuencias genotipicas y
haplotipicas de los genes KIR en nuestra poblacion de pacientes trasplantados y sus
respectivos donantes, definir la alorreactividad de las células NK segun los
receptores KIR (basados en los tres modelos de alorreactividad) y determinar su
asociacion con el desenlace del trasplante.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cudles son las frecuencias génicas, genotipicas y haplotipicas de los receptores
tipo KIR en pacientes con TCMH y sus respectivos donantes en una unidad
trasplantadora de la ciudad de Medellin?

¢La alorreactividad de las células NK segun los receptores KIR definida por los
modelos de compatibilidad se asocian con los diferentes desenlaces del TCMH?

HIPOTESIS
A partir de las frecuencias génicas, genotipicas y haplotipicas de los receptores tipo
KIR se pueden evaluar los diferentes modelos de compatibilidad para definir la
alorreactividad de las células NK, la cual se asocia con mejores desenlaces del

TCMH.

OBJETIVOS

1. General

Caracterizar los receptores tipo KIR y sus frecuencias en pacientes con TCMH y sus
respectivos donantes, asi como su compatibilidad y su asociacion con los diferentes
desenlaces del TCMH.

2. Especificos

2.1 Calcular las frecuencias genotipicas y haplotipicas de receptores tipo KIR
en pacientes con TCMH y sus donantes estudiados en el Laboratorio de
trasplantes como parte de su estudio pretrasplante.

2.2 Establecer la compatibilidad segun los receptores tipo KIR basados en los
modelos de alorreactividad de células NK entre los pacientes con TCH y sus

respectivos donantes.

2.3 Determinar la asociaciéon entre la compatibilidad segun los receptores tipo
KIR y los desenlaces de los pacientes con TCMH.

24



MATERIALES Y METODOS
1. Tipo de estudio y poblacion de estudio

Se realiz6 un estudio observacional retrospectivo de cohorte, para caracterizar los
receptores tipo KIR en pacientes con TCMH en una unidad trasplantadora de la
ciudad de Medellin con el propdsito de determinar la compatibilidad entre pacientes
y donantes basados en estos mismos receptores, y establecer la asociacion entre la
compatibilidad y la supervivencia de los pacientes.

La poblacion de estudio fueron los pacientes trasplantados en el Instituto de
Cancerologia de la Clinica Las Américas de la ciudad de Medellin y sus respectivos
donantes, y la seleccion fue realizada por conveniencia. Entre 2004 y 2018 fueron
realizados 347 trasplantes en el Instituto de Cancerologia, de los cuales 195
acudieron al Laboratorio de Inmunologia de Trasplantes, GICIG, Facultad de
Medicina, Universidad de Antioquia, para la realizacion del estudio inmunol6gico
pretrasplante. De estos, se incluyeron 161 pacientes con TCMH alogénicos de
donantes relacionados HLA idénticos (88 donantes) o haploidénticos (73 donantes).
Entre los pacientes y donantes se determiné la compatibilidad segun los alelos HLA-
A, -B, -C, -DR, —-DQa y -DQp. Se realiz6é un seguimiento de los pacientes de por lo
menos 12 meses, donde se recopilo informacién demografica, clinica e inmunolégica
de los pacientes y sus respectivos donantes.

Dado gue se trata de un estudio retrospectivo, las 322 muestras de ADN de pacientes
con TCMH y sus respectivos donantes correspondieron a muestras de ADN tomadas
entre los afios 2004 — 2018 que cumplieron con los criterios de inclusién y exclusién
definidos a continuacion.

1.1 Criterios de Inclusidén

- Pacientes receptores de un primer trasplante de células hematopoyéticas con
donante HLA idéntico o haploidéntico estudiados en el Laboratorio de Trasplantes
del GICIG como parte del estudio inmunoldgico pretrasplante.

- Pacientes que recibieron el trasplante de células hematopoyéticas como estrategia
de manejo de una enfermedad de base de caracter hematologico.

- Disponibilidad de muestra de ADN de los respectivos donantes de células
hematopoyéticas, también estudiados en el Laboratorio de Trasplantes del GICIG
como parte del estudio pretrasplante de su(s) receptor(es) correspondiente(s).
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1.2 Criterios de Exclusion

- Contaminacion de alguna de las muestras (receptor o donante).
- Muestra insuficiente o degradada (receptor o donante).

- Pacientes con un seguimiento clinico menor a 12 meses.

1.3 Consideraciones éticas

El proyecto fue considerado como riesgo minimo, y fue aprobado por el Comité de
Etica del Instituto de Investigaciones Médicas de la Universidad de Antioquia y por el
Comité de Etica Independiente del Instituto de Cancerologia S.A. Ambos comités
avalaron la revisién de las historias clinicas de los pacientes y el uso de las muestras
de ADN de pacientes y donantes.

2. Extraccién de ADN mediante el método de “Salting Out”

Diez mililitros de sangre venosa periférica de cada receptor y su donante fueron
tomados en tubos con EDTA o ACD (BD Biosciences, San Diego CA). Cada muestra
de sangre se transfirid a un tubo Falcon de 50 ml y se adicioné el Buffer de lisis |
(sacarosa, Tris, y MgCI2 (MP Biomedicals LLC, Santa Ana, CA); acido clorhidrico
(Gibco®-Life Technologies, Grand Island NY); y Triton X-100 (JT Baker, Phillipsburg
NJ)) hasta completar un volumen final de 50 ml. Se realizé una centrifugacion a
2400g durante 5 minutos a 4°C. El sobrenadante se descartd, para luego
resuspender el sedimento en 4,5 ml de Buffer de lisis Il (NaCl (Merck Millipore,
Burlington MA); y EDTA (Sigma Aldrich, St. Louis MO)), junto con 125 ul de SDS (MP
Biomedicals LLC, Santa Ana CA) y 1,1 ml de NaClO4 (PanReac AppliChem, Chicago
ILL), se agité durante 10 segundos a temperatura ambiente. Luego se adicionaron 2
ml de NaCl 6 M (para precipitar las proteinas), se agit6 nuevamente durante 15
segundos y se centrifugé a 15009 por 5 minutos a 20°C. El sobrenadante se recupero
(sin extraer el sedimento) y se adicionaron 7 ml de isopropanol absoluto (Merck
Millipore, Burlington MA), mezclando suavemente. EI ADN que se precipitd fue
recuperado con una pipeta pasteur de vidrio y se lavé dos veces con 3 ml de etanol
al 70% (JT Baker, Phillipsburg NJ) en cada ocasién. EI ADN finalmente se
resuspendio en 400 pl de agua grado molecular (Merck Millipore, Burlington MA) y
se incubd por 20 minutos a 55°C. Este ADN fue almacenado a -20°C desde su
extraccidon hasta su uso en la genotipificacion de los receptores KIR y del alelo HLA-
C cuando fue necesario.
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3. Verificacion de laintegridad y cuantificaciéon del ADN

Las muestras de ADN fueron verificadas en términos de integridad y concentracion.
La integridad se verificO mediante un corrido de las muestras en geles de agarosa
(Lonza, Basel SZ) al 2% en presencia de Gel Red (Biotium, Fremont CA). Para la
preparacion de los geles, se utilizaron 3,8 g de agarosa, 9 ml de buffer TBE al 10X
(Tris (Gibco®-Life Technologies, Grand Island NY), acido bérico (H3BO3) y EDTA
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO)), 171 ml de agua desionizada y 3 ul de Gel Red. El
buffer de corrido fue preparado adicionando 125 ml de buffer TBE 10X a 2500 ml de
agua desionizada. Para la electroforesis, se realiz6 una mezcla de ADN - buffer de
carga (Promega, Madison WI) en una relacion 6:1. Las condiciones utilizadas para la
electroforesis fueron 90 voltios durante 2 horas, para permitir la migracion del ADN
(Figura 2A).

Para la cuantificacion del ADN se realizé la verificacion mediante el uso del
Nanodrop. Como blanco se utilizé 1 pl de agua grado molecular (Merck Millipore,
Burlington, MA). Las concentraciones de acidos nucleicos de cada muestra fueron
obtenidas mediante la medicion de 1 pl de muestra. De igual manera de obtuvieron
dos indices de absorbancia (A260/A280 y A260/A230) (Figura 2B).

Las muestras en las cuales se observé una concentracion minima de 500 ng en total
y la presencia de una Unica banda en la electroforesis fueron seleccionadas para
realizar la genotipificacion de los receptores KIR y HLA-C cuando fue necesario.

4. Genotipificacion HLA-C y KIR

4.1 HLA-C

Como parte de los estudios pre-trasplante, los pacientes con TCMH y sus respectivos
donantes fueron tipificados para los alelos HLA-A, -B, -DRB, —-DQ y -DQa mediante
PCR-SSP (primers especificos de secuencia) o PCR-SSO (sonda de
oligonucledtidos especifica de secuencia). En el caso particular del alelo HLA-C, se
habia realizado la genotipificacion sélo a partir al 2013 mediante PCR-SSO. En total,
88 parejas de receptor-donante no habian sido previamente genotipificadas para el
alelo HLA-C. Debido a la importancia de los epitopos presentes en este alelo, se
realizé su genotipificacion mediante el método de PCR-SSO, usando el kit Lifecodes
HLA-C eRES SSO Typing Kit de Immucor (Peachtree Corners, GA). Para la
amplificacion, por muestra se adicionaron 6 pl de mezcla maestra, 8,8 pl de agua
grado molecular y 0,2 pl de tag polimerasa. A esta preparacion se le adicioné el ADN
extraido previamente para alcanzar una concentracion final de 80 ng de ADN en un
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volumen final de 20 pl. El programa de amplificacion utilizado en el termociclador fue
el siguiente:

B Temperatura y periodo de Cantidad de
incubacion ciclos
1 95° C por 3 min 1
950 C por 15 s
2 60° C por 30 s 12

72°C por 30s
95° C por 10 s
3 63° C por 30 s 28
72°C por 30s
72° C por 2 min
4° C infinito

Para verificar que la muestra fue amplificada, se realizé una electroforesis en gel de
agarosa al 2% con Gel Red durante 17 minutos a 300V (Figura 2C).

Para la hibridacion, la mezcla de sondas fue calentada a 55°C durante 10 minutos
para solubilizar sus componentes y fue tratada con ultrasonido por 15 segundos y
agitada en vortex durante el mismo tiempo (esto para suspender por completo las
microesferas donde estan unidas las sondas de oligonucleétidos especificas de
secuencia). Para cada muestra se combinaron 15 ul de la mezcla de sondas con 5
pl del producto de amplificacion. El programa de hibridacion utilizado en el
termociclador fue el siguiente:

A 97 °C durante 2 minutos

A 47 °C durante 10 minutos

A 56 °C durante 8 minutos
MANTENER A 56 °C

En el paso final a 56°C cada muestra fue diluida con 170 pl de mezcla preparada de
solucion diluyente y PE-estreptavidina (SA-PE) (170 ul de solucion diluyente y 0,85
pl de SA-PE). Las muestras fueron sacadas del termociclador y analizadas en el
equipo Luminex® 200™,

4.2 KIR

Para la genotipificacion de los receptores KIR de las 322 muestras de ADN de
receptores y sus respectivos donantes se utilizd el estuche comercial Gen-Probe
Lifecodes KIR-SSO typing Immucor (Peachtree Corners, GA), el cual permitié
identificar la presencia o ausencia de los genes KIR3DP1 y KIR3DL3 (controles
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positivos), KIR2DL1, KIR2DL2*001-3/5, KIR2DL2*004, IR2DL3, KIR2DL4, KIR2DLS5,
KIR2DP1, KIR3DL1, KIR3DL2, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4*whole exon
4, KIR2DS4*whole exon 5, KIR2DS4*-deleted exon 5, KIR2DS5, KIR3DS1,
KIR3DS1*049N.

La amplificacion de los loci KIR se dividio en dos reacciones de amplificacion que
utilizan la mezcla maestra KIR-1 y la mezcla maestra KIR-2. Por muestra se
adicionaron 6 pl de mezcla maestra KIR-1 o KIR-2, 8,8 pl de agua grado molecular y
0,2 ul de taq polimerasa. A cada preparacion se adicion6 el ADN extraido
previamente para alcanzar una concentracion final de 50 ng de ADN en un volumen
final de 20 pl. El programa de amplificacion utilizado en el termociclador fue el
siguiente:

S Temperatura y periodo de Cantidad de
incubacion ciclos
1 95° C por 3 min 1
95°C por 15 s
2 60° C por30 s 12

72°C por 30s
95°C por 10 s
3 63°C por 30 s 28
72°C por 30 s
72° C por 2 min
5 4° C infinito

Para la hibridacion, la mezcla de sondas fue calentada a 55°C durante 10 minutos
para solubilizar sus componentes y fue tratada con ultrasonido por 15 segundos y
agitada en vortex durante el mismo tiempo. Para cada muestra se combinaron 12l
de la mezcla de sondas con 5 pl del producto de amplificacion de cada reaccion (KIR-
1 o KIR-2). Las muestras fueron hibridadas en el termociclador a 56°C durante 20
minutos. Luego de este tiempo, cada muestra fue diluida con 170 pul de mezcla
preparada de solucion diluyente y SA-PE (170 pl de solucién diluyente y 0,85 ul de
SA-PE). Tras la hibridacion, las muestras fueron sacadas del termociclador y
analizadas en el equipo Luminex® 200™.

5. Construccién de haplotipos de receptores KIR y calculo de frecuencias
génicas, genotipicas y haplotipicas

Debido a que la genotipificacion de los genes de receptores KIR se basa en su
presencia o ausencia, la ambigliedad de fase para la inferencia de los haplotipos

29



presentes en cada individuo se resolvié mediante el algoritmo HAPLO-IHP (inferencia
de haplotipos usando patrones de haplotipos) desarrollado por el grupo de Zhang

(disponible en:
https://www.soph.uab.edu/sites/edu.ssg/files/People/KZhang/HAPLOIHP/haploihp-
index.html).

Este método para la inferencia de haplotipos se basa en la aplicacion de dos
algoritmos, el algoritmo voraz (greedy algorithm), que con un conjunto de haplotipos
iniciales y patrones para la construccion de haplotipos, define un nimero minimo de
haplotipos con los que pueden resolverse todos los genotipos estudiados.
Posteriormente se aplica el algoritmo de esperanza-maximizacion (EM algorithm)
para estimar la frecuencia de los haplotipos y asignar cada par de haplotipos a cada
individuo segun sus probabilidades (71).

Los haplotipos de referencia han sido identificados a través de analisis de
segregacion y secuenciacion y han sido observados entre los grupos étnicos
principales, explicando hasta el 90% de la variacién haplotipica observada a nivel
poblacional (72, 73). Los haplotipos de referencia utilizados para la inferencia de los
haplotipos de genes KIR en los 322 receptores y donantes fueron los siguientes:

Haplotipos [KIR3DL3 [KIR2DS2 |KIR2DL2 |KIR2DL3 |KIR2DP1 |KIR2DL1 |KIR3DP1 |KIR2DL4 (KIR3DL1 [KIR3DS1 [KIR2DL5 |KIR2DS3 |KIR2DS5 |KIR2DS4 |KIR2DS1 |KIR3DL2
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https://www.soph.uab.edu/sites/edu.ssg/files/People/KZhang/HAPLOIHP/haploihp-index.html
https://www.soph.uab.edu/sites/edu.ssg/files/People/KZhang/HAPLOIHP/haploihp-index.html

A partir de los resultados de estudios de desequilibrio de ligamiento en el clister de
genes de receptores KIR, se usaron los siguientes lineamientos para la construccion
de haplotipos: i) el gen KIR3DL3 y el gen KIR3DL2 estan presentes en todos los
haplotipos, ii) los genes KIR2DL5-KIR2DS3 y KIR2DL5-KIR2DS5 tienen un
desequilibrio de ligamiento completo, iii) los genes KIR2DL2 y KIR2DL3 tienen un
desequilibrio de ligamiento negativo completo, iv) los genes KIR2DS4 y KIR3DL1
tienen un desequilibrio de ligamiento completo (74).

Por otra parte, se realizo la estimacion de las frecuencias génicas para todos los loci
de KIR a partir de los genotipos obtenidos para cada individuo analizado. Para esta
estimacion se realizé un conteo directo (CD) de la presencia de cada gen en todos
los individuos, y la frecuencia génica (FG) fue calculada con la siguiente féormula FG =

1— +1—-CD . Los intervalos de confianza fueron calculados con la formula IC =
FG *+ &/FG(1 — FG)/n donde ¢ es el valor de la significancia estadistica.

Las frecuencias genotipicas y haplotipicas fueron obtenidas por conteo directo de los
genotipos de cada receptor y donante (como resultado de la genotipificaciéon) y por
el conteo directo de los haplotipos inferidos, respectivamente.

6. Determinacién de la compatibilidad segun los receptores tipo KIR por cada
modelo de alorreactividad de células NK

6.1 Compatibilidad segun el modelo ligando-ligando

La compatibilidad segun este modelo fue determinada con ayuda del software KIR
LIGAND CALCULATOR del Instituto Bioinformatico Europeo (EMBL-EBI) (disponible
en: https://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/ligand.html). Mediante este software se determind la
presencia de los epitopos Bw4, C1 o C2 en los alelos HLA-B y HLA-C tipificados
(todos los alelos HLA-C tienen el epitopo C1 o C2, mientras que la mayoria de los
alelos de HLA-B tienen el epitopo Bw4 o0 Bw6). El software no evalla la presencia de
epitopos en el alelo HLA-A, sin embargo, se ha descrito la presencia del epitopo Bw4
en los alelos HLA-A*23/24/32, los cuales fueron tenidos en cuenta para los analisis.
Se considerdé compatibilidad cuando el receptor y su respectivo donante compartian
los mismos epitopos.

6.2 Compatibilidad segun el modelo ligando —receptor KIR

La compatibilidad segun este modelo fue definida como la presencia de receptores
KIR inhibidores en el donante de CMHSs en conjunto con la presencia de su respectivo
ligando (basados en los epitopos) en el receptor del trasplante, o la presencia de
receptores KIR activadores en el donante con la ausencia de su respectivo ligando
en el receptor. Se consider6é compatibilidad cuando el gen KIR2DL1, KIR2DL2/3 y

31


https://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/ligand.html

KIR3DL1 estaba presente en el donante y el epitopo C2, C1 y Bw4 estaba presente
en el receptor respectivamente, y cuando el gen KIR2DS1 y KIR2DS2 estaba
presente en el donante y el epitopo C2 y C1 estaba ausente en el receptor
respectivamente.

6.3 Compatibilidad segun el modelo gen — gen KIR

La compatibilidad fue determinada segun los haplotipos KIR. Se considero
compatibilidad cuando el receptor y donante compartian el mismo haplotipo (receptor
con haplotipo AA trasplantado con donante con haplotipo AA 'y receptor con haplotipo
B/x trasplantado con donante con haplotipo B/x).

7. Andlisis estadisticos

7.1 Variables de estudio

Las variables del estudio se agruparon en tres categorias: variables demograficas
(edad del receptor y donante, género del receptor y donante, tipo de donante y
relacion del trasplante segun el género); variables clinicas (seguimiento y
supervivencia en meses, fuente de células hematopoyéticas, grupo sanguineo del
receptor y donante, estatus seroldégico CMV, enfermedad original, indice de riesgo
de enfermedad (DRI), comorbilidades, régimen condicionante, tratamiento
profilactico EICH, desenlaces y tiempo de seguimiento hasta desenlace); y variables
inmunoldgicas (PRA cualitativo clase | y clase Il, PRA antigeno Unico clase | y clase
II, incompatibilidad grupo sanguineo, incompatibilidad HLA, haplotipos KIR receptor
y donante, modelos de compatibilidad segun receptores KIR (ligando-ligando,
ligando-receptor y gen-gen).

A partir de las bases de datos y del seguimiento a los pacientes trasplantados
realizado por la Clinica Las Américas y el laboratorio de trasplantes del GICIG, se
ordend la informacion necesaria para la construccion de la base de datos final. Dicha
base de datos se digitd en un archivo de Microsoft Excel formato XLS.

7.2 Andlisis de las variables de estudio

El analisis de las variables se realiz6 de acuerdo a su naturaleza: las variables
cualitativas fueron analizadas por medio de frecuencias absolutas y relativas. Las
variables cuantitativas fueron resumidas mediante sus medianas y rangos
intercuartilicos.

Para el andlisis de las diferentes variables incluidas en el estudio, se utilizé el
programa estadistico SPSS version 23.
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7.3 Analisis de Supervivencia

Para los andlisis de supervivencia se consideraron como eventos la supervivencia
global, supervivencia libre de enfermedad, mortalidad no relacionada a recaida, EICH
aguda, EICH crénica y recaida. La supervivencia libre de enfermedad fue definida
como la supervivencia libre de EICH o recaida. La EICH aguda y crénica fue
diagnosticada segun los criterios definidos por el grupo de trabajo de diagndstico y
clasificacion de los Institutos Nacionales de la Salud (NIH, del inglés National
Institutes of Health) (75). La recaida, mortalidad, mortalidad no relacionada a recaida,
y rechazo fueron definidos segun criterios estandar.

En estos analisis se censuraron los datos de acuerdo a las siguientes caracteristicas:
- Pérdidas: deciden retirarse voluntariamente y no aportan informacion durante el
seguimiento o no fue posible contactarlos por causas como: cambio de residencia,
namero telefonico, celular, no asistencia a controles de seguimiento postrasplante en
la unidad trasplantadora, por tanto, se desconoci6 el estado del trasplante.

- Ausencia del evento: no se presentaron los eventos de interés, dado que no se
conocio su tiempo de supervivencia para la variable de estudio.

Para estimar las funciones de supervivencia se utilizaron dos métodos no
paramétricos: el actuarial y el de Kaplan Meier.

7.3.1 Método Actuarial

Mediante la aplicacion del método actuarial se estimé la funcion de supervivencia
acumulada (St), que corresponde a la supervivencia global, supervivencia libre de
enfermedad, mortalidad no relacionada a recaida o presentar EICH aguda, EICH
cronica o recaida en los meses de estudio. Para este caso se considera que la
distribucion de los datos puede ser no normal y no hay censura informativa, es decir
que los datos censurados se comportan igual que si llegaran a obtener un desenlace.
Se estim6 la mediana de supervivencia, para el tiempo de seguimiento en el cual el
50% de los pacientes trasplantados se mantienen sin presentar los eventos
evaluados.

7.3.2 Método de Kaplan Meier
Se utilizé el método de Kaplan Meier para la estimacion de la funcion de
supervivencia acumulada (St) y se aplico la prueba Log — Rank test para la
comparacion de las funciones y curvas de supervivencia de dos o mas grupos dentro
de una misma variable (la hipotesis nula es la igualdad entre las supervivencias de
cada uno de los eventos de interés). Los resultados obtenidos fueron resumidos en
tablas para cada desenlace y se obtuvieron los graficos de supervivencia para las
variables que mostraron asociacion significativa (p < 0,05).
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A diferencia del método actuarial, donde se divide el tiempo en intervalos y se calcula
la supervivencia de cada uno de los intervalos, el método de Kaplan Meier calcula la
supervivencia cada vez que un paciente experimenta el evento de interés, por lo
tanto, calcula proporciones exactas de supervivencia debido a que utiliza tiempos de
supervivencia precisos. EI método de Kaplan Meier es comunmente utilizado en
muestras mayores de 30 y cuando se conocen los tiempos individuales de cada
participante. En el caso del método actuarial, los tiempos de supervivencia se
agrupan en intervalos, por lo que no se dispone del tiempo del evento de cada
individuo, sino del numero de eventos en cada intervalo de tiempo (76).

7.4 Andlisis de la supervivencia multivariante. Modelo de riesgos
proporcionales de Cox

Se implemento el modelo de riesgos proporcionales de Cox, para definir las variables
independientes que se relacionan con la funcién de supervivencia respecto a la
supervivencia global, supervivencia libre de enfermedad y mortalidad no relacionada
a recaida.

Se eligieron como variables candidatas a conformar el modelo aquéllas que en el
andlisis de Kaplan Meier presentaran un valor de p < 0,25 (criterio de Hosmer —
Lemeshow). Adicionalmente, aquellas variables que presentaban evidencia cientifica
de asociacion con cada uno de los eventos se consideraron como variables
candidatas. Se aplicé el método de regresion de Cox al conjunto de variables
seleccionadas, utilizando el método Enter, y se observé la contribucion que cada una
de las variables proporcionaba al modelo. La medida de la asociacion epidemioldgica
utilizada fue el Hazard Ratio.

7.4.1 Supuestos para validacién de la Prueba en los Riesgos de Cox:
En el modelo de riesgos proporcionales de Cox se validaron los siguientes supuestos:
- La razdn de riesgos, para cualquier variable “x”, es constante a través del tiempo,
es decir que el riesgo de falla es proporcional al del grupo de comparacion.
- En términos de las probabilidades de supervivencia, la curva de supervivencia de
un grupo debe estar siempre por encima de la curva de supervivencia del otro grupo;
éstas no se pueden cruzar. Si este supuesto no se cumple, entonces se deben tener
estimaciones para diferentes periodos, por lo que se debe utilizar el modelo de Cox
extendido.
- La proporcionalidad se evalu6 mediante las lineas del grafico de las curvas de
supervivencia, donde las lineas deben ser aproximadamente paralelas.
- Es posible estimar los riesgos relativos de falla ajustados, correspondientes a las
diferentes variables independientes consideradas.
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7.5 Andlisis de riesgos competitivos

Como es comun en el TCMH, los receptores estan sujetos a multiples desenlaces
negativos (asociados con la enfermedad o no). Por lo tanto, para evaluar la
asociacion de los modelos de compatibilidad segun los receptores KIR con
desenlaces especificos (EICH aguda, EICH cronica, recaida y rechazo), se tuvieron
en cuenta los riesgos competitivos. Los riesgos competitivos se producen cuando la
aparicion de un evento modifica la capacidad de observar el evento de interés. El
rechazo, la recaida o la muerte antes de la EICH aguda o EICH crénica fueron
considerados como riesgos competitivos para EICH. El rechazo, o muerte no
relacionada a recaida fueron considerados como riesgos competitivos para recaida.
Los analisis multivariados de los desenlaces especificos de causa previamente
mencionados fueron basados en el modelo de regresidén de riesgos competitivos de
Fine y Gray, usando el software STATA (Statacorp, College Station TX).
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RESULTADOS

1. Caracteristicas de los receptores de TCMH y sus donantes segun variables
demogréficas, clinicas e inmunoldgicas.

Para la realizacion de este estudio se analizaron muestras de 161 parejas de
receptores y donantes trasplantados en el Instituto de Cancerologia de la Clinica las
Américas de la ciudad de Medellin-Colombia, durante el periodo comprendido entre
los afios 2004 y 2018. Las caracteristicas demograficas, clinicas e inmunologicas de
los receptores y donantes de esta cohorte se presentan en las Tablas 2, 3y 4
respectivamente. Los hallazgos mas relevantes fueron los siguientes: en relacion al
estado del trasplante segun el género, 31,1% de los trasplantes fue realizado entre
receptores y donantes mujeres, 21,7% entre receptores y donantes hombres, 28%
entre receptores mujeres y donantes hombres y 19,3% entre receptores hombres y
donantes mujeres (Tabla 2).

Con respecto a las caracteristicas clinicas, el tiempo medio de seguimiento donde el
50% de las muertes ocurrié fue de 96,8 meses. Dentro de estas caracteristicas
clinicas se observd que el 54,7% de los trasplantes fue realizado con donante
idéntico y 45,3% con donante haploidéntico. La principal fuente para la obtencién de
células hematopoyéticas fue sangre periférica (96,3% de los trasplantes). En relacion
a la enfermedad original, en 34,2% de los receptores se diagnosticé leucemia
mieloide aguda o mielodisplasia, en 32,9% leucemia linfoblastica aguda, en 10,6%
algun tipo de leucemia cronica o linfoma, en 3,1% mielofibrosis y en 19,2% alguna
enfermedad benigna (por ejemplo, anemia aplasica, anemia de Fanconi, talasemia,
hemoglobinuria paroxistica nocturna, entre otras). En relacion al régimen
condicionante, 33,5% de los receptores recibieron un régimen mieloablativo, 6,2%
un régimen no mieloablativo y 60,3% un régimen condicionante de intensidad
reducida. Adicionalmente, 58,4% de los receptores recibieron como tratamiento
profilactico para EICH ciclosporina, y 41,6% recibié ciclosporina mas micofenolato
(Tabla 3).

Dentro de los desenlaces evaluados, el 35,4% de los receptores presentaron EICH
aguda en una mediana de tiempo de 10,2 meses (0,6 — 20,1 meses), y de estos,
3,1% desarrollaron un segundo episodio; 29,2% presentaron EICH cronica en una
mediana de tiempo de 11,9 meses (2,2 — 23,9 meses), y de estos, 5,6% desarrollaron
un segundo episodio y 1,9% un tercer episodio; 19,3% presentaron recaidas a
enfermedad original en una mediana de tiempo de 22,1 meses (0,3 — 77,3 meses) y
5% presentaron rechazo del injerto (Tabla 3).
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Dentro de las variables inmunoldgicas se evalu6 el grado de incompatibilidades en
el HLA en el grupo de receptores con donante haploidéntico, donde 31% fueron
trasplantados con 5 de 10 o 6 de 12 incompatibilidades, dependiendo de los alelos
clasificados para el HLA. El 1,9% de los receptores fueron trasplantados con 1
incompatibilidad (9/10 u 11/12), 2,5% con 2 incompatibilidades (8/10 o 10/12), 5%
con 3 incompatibilidades (7/10 0 9/12) y 5,6% con 4 incompatibilidades (6/10 u 8/12)
(Tabla 4).

Con respecto a los receptores KIR, se observé que el haplotipo B/x de los receptores
KIR era el mas comun tanto en receptores como donantes (85,7% y 87%
respectivamente). De los modelos de compatibilidad basados en los receptores KIR
se observé que en 71 de los 73 trasplantes realizados con donantes haploidénticos,
hubo compatibilidad ligando — ligando de KIR en 42,5% de los trasplantes e
incompatibilidad en 54,8%, mientras que segun el modelo de compatibilidad ligando
— receptor KIR hubo compatibilidad en 64,8% de los trasplantes e incompatibilidad
en 35,2%. Por ultimo, de los 161 trasplantes, hubo compatibilidad gen — gen de
receptores KIR en 81,4% de los trasplantes e incompatibilidad en 18,6% (Tabla 4).

2. Frecuencias génicas, genotipicas y haplotipicas de receptores KIR.

En relacion a las frecuencias génicas calculadas a partir de los datos de
genaotipificacion, se observo en el grupo de los receptores, que los genes KIR3DL3,
KIR3DP1, KIR2DL4 y KIR3DL2 estuvieron presentes en todos los pacientes. Los
genes mas frecuentes en los pacientes fueron: y las frecuencias de los otros genes
fueron: KIR2DP1 (80,7%), KIR2DL1 (80,7%), KIR3DL1 (71,6%), KIR2DS4 (71,6%) y
KIR2DL3 (67,5%) (Tabla 5). En el grupo de donantes, la frecuencia de los genes
KIR3DL3, KIR3DP1, KIR2DL4 y KIR3DL2 fue la misma que en el grupo de los
receptores, mientras que los genes con mayor frecuencia: KIR2DP1 (77,7%),
KIR2DL1 (77,7%), KIR3DL1 (75,1%,), KIR2DS4 (73,9%) y KIR2DL3 (66,6%) (Tabla
6).

Dentro de los criterios necesarios para los analisis sobre frecuencias genotipicas y
haplotipicas a nivel poblacional, se encuentra la seleccion de individuos no
relacionados con el fin de evitar sesgos y garantizar la representatividad de la
poblacion estudiada. Por esta razén, los analisis sobre las frecuencias genotipicas y
haplotipicas se realizaron unicamente en el grupo de donantes; sin embargo, en las
tablas 5, 6, 7 y 8 se resumen los resultados tanto de receptores como de donantes.

Los genotipos se organizaron de acuerdo al nimero de loci presentes. En total fueron
identificados 45 genotipos, 33 de ellos identificados en el grupo de receptores (Tabla
5)y 37 en el grupo de donantes (Tabla 6). Los genotipos mas frecuentes en el grupo
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de los donantes fueron el 24 (19,2%), el 41 (17,4%), el 3 (12,4%), el 4 (7,4%), el 7
(6,8%), el 45 (5%), y los genotipos 14, 25, 29 y 42 (cada uno con una frecuencia del
2,5%) (Tabla 6).

De los genotipos identificados en el grupo de los donantes, cabe destacar que tres
genotipos no han sido descritos previamente (genotipo 2, 6 y 23). Adicionalmente, el
genotipo 31 solo ha sido descrito en un individuo de una poblacion africana (77). En
relacion al genotipo 2, este coincide con un genotipo de un individuo de una poblacion
europea (78); sin embargo, no se ha confirmado la presencia de los genes KIR2DP1
y KIR3DP1. Los genotipos 6 y 23 no coinciden con ningun genotipo identificado
previamente. Nuestro genotipo 6 se caracteriza por la ausencia de los genes
KIR2DS1, KIR2DS3, KIR2DS5, KIR2DL1, KIR2DL5 y KIR2DP1; mientras que el
genotipo 23 se caracteriza por la ausencia de los genes KIR2DS3, KIR2DS4,
KIR2DL1 y KIR2DP1 (Tabla 6).

De igual manera, mediante el algoritmo HAPLO-IHP se realizo la inferencia de los
haplotipos presentes en nuestra poblacion de pacientes receptores (Tabla 7) y
donantes (Tabla 8) de TCMH, a patrtir de los resultados de genotipificacion. Con los
45 genotipos de receptores y donantes y a partir de 23 haplotipos de referencia, se
predijo la presencia de 25 haplotipos (17 haplotipos de referencia y 8 haplotipos
inferidos). Segun este algoritmo, los haplotipos de referencia 5, 9, 13, 14, 22 y 23 no
estuvieron presentes en nuestra poblacion. Los 8 haplotipos inferidos fueron
nombrados arbitrariamente del H1 al H6 (haplotipos que resuelven un individuo junto
con un haplotipo de referencia) y C1 6 C2 (haplotipos que resuelven un individuo con
haplotipos que no estaban en la lista de referencia).

Al analizar las frecuencias de los haplotipos en el grupo de donantes, los haplotipos
mas frecuentes corresponden a los haplotipos de referencia (los cuales explican
hasta el 90% de la variacién haplotipica a nivel poblacional, como se mencioné
anteriormente). En nuestra poblacion de receptores y donantes, los haplotipos de
referencia explican el 97,5% de la variacidbn haplotipica, y dentro del grupo de
donantes, explican el 97,2% de dicha variacion. Los haplotipos mas frecuentes en el
grupo de donantes, corresponden al haplotipo cA01~tA01 (haplotipo A, 41,6%);
haplotipo cA01~tBO1 2DS5 (16,5%); haplotipo c¢B02~tB01 (haplotipo B, 10,9%);
haplotipo cB02~tA01 (haplotipo B, 9,9%); haplotipo cA01~tB05 (haplotipo B, 5,9%) y
al haplotipo cB01~tA01 2DS3 (haplotipo B, 5%) (Tabla 8).

En el grupo de donantes se infirieron 6 nuevos haplotipos a partir de los genotipos
identificados, los cuales representan el 2,8% de los haplotipos inferidos. Los
haplotipos H1 y H2 son similares al haplotipo cA02~tB05, pero ambos haplotipos no
presentan el gen 2DP1, y el haplotipo H2 presenta el gen 2DS2. El haplotipo H3 es
similar al haplotipo cA02~tB01 2DS5, con la ausencia del gen 2DP1. El haplotipo H4
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es similar al haplotipo cB02~tB05, pero con la ausencia del gen 2DL2 y la presencia
de los genes 2DL3 y 2DS5. El haplotipo C1 es similar al haplotipo cB03~tB05, pero
con la ausencia del gen 2DL3 y la presencia del gen 2DS1. Por ultimo, el haplotipo
C2 es similar al haplotipo cA01~tA01, pero con la presencia del gen 2DL5.

A partir de los resultados de la inferencia de haplotipos, se realizaron nuevamente
los célculos de las frecuencias génicas (solo por conteo directo) para validar los
haplotipos identificados mediante el algoritmo HAPLO-IHP. Los resultados obtenidos

mediante la estimacién con la férmula FG =1 — v1—CD y mediante el conteo
directo a partir de los haplotipos inferidos fueron similares (Tabla5y 7; Tabla 6y 8).

3. Compatibilidad segun los receptores tipo KIR basados en los modelos de
alorreactividad de células NK.

Para establecer la compatibilidad segun el modelo ligando — ligando (Tabla 9), se
realizé la identificacion de los epitopos Bw4, C1 y C2 a partir de la genotipificacion
del HLA clase | en receptores de TCMH con donante haploidéntico (73 parejas de
receptores y sus respectivos donantes). En 2 de los receptores no se logré realizar
la genotipificacion del alelo HLA-C. La compatibilidad fue definida por la presencia
de los mismos epitopos tanto en donante como en el receptor. Adicionalmente, se
predijo la direccion de la alorreactividad de las células NK (injerto contra hospedero
(ICH), la cual identifica individuos con un mayor riesgo de desarrollar EICH; u
hospedero contra injerto (HCI), la cual identifica aquellos individuos con un mayor
riesgo de rechazo).

En 31 de 71 parejas de receptores y donantes se encontré compatibilidad entre los
ligandos de KIR (43,66%), mientras que en las 40 parejas restantes (56,34%) se
observé incompatibilidad; de las cuales 20 eran en direccion ICH (28,17%) y 20 en
direccién HCI (28,17%). En dos individuos se predijo una alorreactividad en ambas
direcciones (2,81%). Dentro de la alorreactividad ICH, en 5 parejas se predijo una
respuesta Bw4 (ICH Bw4), en 5 parejas una respuesta C1 (ICH C1), en 9 parejas una
respuesta C2 (ICH C2) y en 1 pareja una respuesta Bw4 y C2 (ICH Bw4 C2). Dentro
de la alorreactividad HCI, en 5 parejas una respuesta Bw4 (HCI Bw4), en 7 parejas
una respuesta C1 (HCI C1), en 7 parejas una respuesta C2 (HCI C2) y en 1 pareja
una respuesta Bw4 C2 (HCI Bw4 C2) (Tabla 9).

Por otra parte, para establecer la compatibilidad segun el modelo ligando — receptor
(Tabla 10), se realiz6 la identificacion de los epitopos Bw4, C1 y C2 a partir de los
perfiles génicos del HLA clase | de los receptores de TCMH con donante
haploidéntico, y la identificacion de los perfiles génicos de KIR en los respectivos
donantes. La compatibilidad fue definida como la presencia de receptores KIR
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inhibidores y activadores en el donante, con la presencia (1) y ausencia (0) de sus
ligandos en el receptor respectivamente.

Se evaluaron en total 71 parejas de receptores y donantes, de los cuales 46
presentaron compatibilidad entre ligandos y receptores KIR (64,79%). En las 25
parejas restantes se observo incompatibilidad segun este modelo (35,21%). Dentro
de estas 25 incompatibilidades, la incompatibilidad KIR2DL1*p/C2r fue encontrada
en 4 parejas donante/receptor; KIR2DL2/3*p/C1r en 4 parejas; KIR2DL3"p/Clren
una pareja; KIR3DL1*o/Bw4r en otras 4 parejas; KIR2DS1'p/C2*r en 7 parejas, y
KIR2DS2"p/C1*r en tres parejas. Las dos parejas restantes presentaron una
incompatibilidad combinada de KIR2DL1"p/C2rYy KIR3DL1"p/Bw4r (Tabla 10).

Finalmente, para determinar la compatibilidad segin el modelo gen — gen KIR se
consideré la genotipificacion de estos receptores KIR en las 161 parejas de
receptores y donantes (Tabla 11). La compatibilidad fue definida segun la
compatibilidad entre haplotipos (receptor y donante con haplotipo AA, y receptor y
donante con haplotipo B/x). De las 161 parejas, en 131 se encontr6 compatibilidad
segun este modelo (81,37%). En las 30 parejas restantes (18,63%), se observé que
14 receptores con haplotipo B/x fueron trasplantados con donantes con haplotipo AA,
y 16 receptores con haplotipo AA fueron trasplantados con donantes con haplotipo
B/x (Tabla 11).

En resumen, como se puede observar en la tabla 12, los principales hallazgos son:
40 de 71 parejas (56,34%) de receptores y donantes haploidénticos con
incompatibilidad segun del modelo ligando — ligando; 25 de 71 parejas (35,21%) del
total de receptores y donantes con incompatibilidad segin el modelo ligando —
receptor; y 30 de 161 parejas (18,63%) con incompatibilidad segun el modelo gen —
gen KIR.

4. Asociacién entre la compatibilidad segun los receptores tipo KIR y los
diferentes desenlaces del TCMH.

4.1 Analisis de supervivencia.

En el total de pacientes trasplantados la mediana de la supervivencia global y
supervivencia libre de enfermedad por el método actuarial fue de 97 meses y 48
meses respectivamente, eso significa que la mitad o menos de los pacientes que
murieron lo hicieron entre el mes 1 y el mes 97; y la mitad o menos de los pacientes
gue murieron o tuvieron un episodio de recaida lo hicieron entre el mes 1y el 48.

En el grupo de receptores con donante idéntico la mediana de la supervivencia libre
de enfermedad fue de 58 meses; mientras que en el grupo de receptores con donante
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haploidéntico la mediana de la supervivencia global y supervivencia libre de
enfermedad fue de 47 meses y 46 meses respectivamente (datos no mostrados).

4.1.1 Analisis Bivariado - Método de Kaplan Meier.

Con el fin de explorar la asociacion entre las variables demograficas, clinicas e
inmunoldgicas y los diferentes desenlaces, se aplicé el método de Kaplan Meier en
receptores de TCHM con donante idéntico y receptores de TCMH con donante
haploidéntico por separado.

4.1.1.1 Analisis Bivariado - Método de Kaplan Meier en receptores con donante
idéntico.

En los receptores con donantes idénticos, aquellos con EICH aguda (Figura 3A), sin
EICH croénica (Figura 3B) y con recaida (Figura 3C) se asocian estadisticamente
con un menor tiempo de supervivencia global del receptor (p < 0,05), al igual que
aguellos receptores trasplantados con donantes con el gen KIR3DS1 (p = 0,05)
(Figura 3D). Con respecto a la supervivencia libre de enfermedad, los receptores sin
EICH crénica (Figura 4A) y aquellos trasplantados con donantes con el gen KIR3DS1
(Figura 4B) tienen una menor supervivencia libre de enfermedad (p < 0,05). El
andlisis de la mortalidad no relacionada a recaida mostré que los receptores con
EICH aguda (Figura 5A), sin EICH crénica (Figura 5B), los receptores trasplantados
con donantes incompatibles para grupo sanguineo (Figura 5C) y los receptores
trasplantados con donantes con la presencia de los genes KIR2DS1 (Figura 5D),
KIR2DS5 (Figura 5E) y KIR3DS1 (Figura 5F) tienden a morir por causas diferentes
a episodios de recaida (p < 0,05) (Tabla 13).

En relacion al desarrollo de EICH aguda, los receptores trasplantados con donantes
con presencia de los genes KIR2DS1 (Figura 6A) o KIR2DS5 (Figura 6B) y aquellos
trasplantados con donantes con el haplotipo KIR B/x (Figura 6C) presentan menores
incidencias (p < 0,05). Para el desarrollo de EICH croénica, los receptores
trasplantados con donantes con presencia del gen KIR2DL5 presentan una menor
incidencia (p = 0,022) (Figura 7). Por ultimo, ninguna variable tuvo una asociacion
con la recaida en este grupo de receptores (Tabla 13).

4.1.1.2 Analisis Bivariado - Método de Kaplan Meier en receptores con donante
haploidéntico.

En los receptores con donantes haploidénticos, aquellos receptores entre 41 y 57
afios (Figura 8A), receptores trasplantados con donantes mujeres (Figura 8B),
receptores mujeres trasplantados con donantes hombres (Figura 8C), receptores
con mielofibrosis (Figura 8D), receptores con el gen KIR2DL5 (Figura 8E). y
receptores trasplantados con donantes compatibles segun el modelo gen — gen
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(Figura 8F) presentaron una menor supervivencia global (p < 0,05). Estas mismas
variables (Figura 9A — 9E), excepto las edades entre 41 y 57 afios, se asociaron con
una menor supervivencia libre de enfermedad (p < 0,05). Por otro lado, los receptores
entre 41 y 57 afios (Figura 10A), los receptores mujeres trasplantados con donantes
hombres (Figura 10B), y aquellos con mielofibrosis (Figura 10C) tienden a morir por
causas diferentes a episodios de recaida (p < 0,05) (Tabla 13).

Los receptores con haplotipo KIR AA (Figura 11A) y aquellos trasplantados con
donantes incompatibles segun el modelo gen — gen (Figura 11B) presentan menores
incidencias de EICH aguda (p < 0,05). Para la EICH cronica, los receptores con
leucemias cronicas (Figura 12A), receptores con ausencia de los genes KIR2DS1
(Figura 12B), y receptores trasplantados con donantes con ausencia de los genes
KIR2DL5 (Figura 12C) y KIR2DS1 (Figura 12D) presentan mayores incidencias de
EICH cronica (p< 0,05). Para recaida no se observo asociacion estadisticamente
significativa con ninguna de las variables analizadas (Tabla 13).

4.1.2 Modelos de Riesgos Proporcionales de Cox.

Con el fin de determinar cuales son las variables que explican la variabilidad de la
supervivencia global, la supervivencia libre de enfermedad y la mortalidad no
relacionada a recaida, se construyeron tres modelos de riesgos proporcionales de
Cox para los receptores trasplantados con donantes idénticos y tres modelos para
los receptores trasplantados con donantes haploidénticos.

4.1.2.1 Modelos de Riesgos Proporcionales de Cox para receptores de TCMH
con donante idéntico.

Dentro del grupo de receptores de TCMH con donantes idénticos, se identificé que
los receptores trasplantados con donantes que tienen el gen KIR3DS1 tienen 3,25
mas de riesgo de mortalidad en comparacion con los receptores trasplantados con
donantes que no tienen este gen. Esta misma asociacién fue observada para la
supervivencia libre de enfermedad y para la mortalidad no asociada a recaida. (Tabla
14).

Adicionalmente, los receptores trasplantados con un donante incompatible para los
genes KIR (segun el modelo de compatibilidad gen — gen) podrian tener un 58%
menos de riesgo de mortalidad y recaida en comparacion con los receptores
trasplantados con un donante compatible, a pesar de no observarse una significancia
estadistica (HR 0,42 (IC95% 0,16 - 1,07) p=0,06) (Tabla 14).
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4.1.2.2 Modelos de Riesgos Proporcionales de Cox para receptores de TCMH
con donante haploidéntico.

Dentro del grupo de receptores de TCMH con donantes haploidénticos se encontro
que los receptores trasplantados con un donante incompatible para los genes KIR
segun el modelo de compatibilidad gen — gen, tienen un 77% menos de riesgo de
mortalidad, y 77% menos riesgo de mortalidad y recaida en comparacién con
aguellos receptores trasplantados con donantes compatibles para los genes KIR
(Tabla 15).

Igualmente, los receptores trasplantados con donantes hombres tienen un 66%
menos de riesgo de mortalidad, 64% menos de riesgo de mortalidad y recaida, y un
73% menos de riesgo de mortalidad no relacionado a recaida en comparacion con
los receptores trasplantados con donantes mujeres (Tabla 15).

4.1.3 Modelos de Riesgos Competitivos.

Para evaluar los desenlaces EICH aguda, EICH crénica y recaida, se tuvieron en
cuenta los riesgos competitivos existentes entre estos y en relacibn a la
supervivencia.

4.1.3.1 Modelos de Riesgos Competitivos para receptores de TCMH con
donante idéntico.

Dentro del grupo de receptores de TCMH con donantes idénticos se encontré que
los receptores trasplantados con donantes que tienen los genes KIR2DS1 y KIR3DS1
tienen un 92% y 97% menos de riesgo de EICH aguda respectivamente, en
comparacion con los receptores trasplantados con donantes que no presentan estos
dos genes (KIR2DS1 sHR 0,08 (IC95% 0,01 - 0,83), p=0,034; KIR3DS1 sHR 0,03
(0,003 - 0,28), p=0,002). Igualmente, los receptores negativos para CMV
trasplantados con donantes negativos para CMV tienen 3,9 veces mas de riesgo de
EICH aguda que los receptores positivos para CMV trasplantados con donantes
positivos o negativos para CMV (sHR 3,9 (IC95%1,56 - 9,8), p=0,004). Para la EICH
crénica no se encontré asociacion con ninguna de las variables estudiadas (Tabla
16).

En relacién al desenlace recaida, se encontré que los receptores trasplantados con
donantes incompatibles segun el modelo gen — gen presentan 78% menos riesgo de
recaidas en comparacion con los receptores trasplantados con donante compatibles
segun este modelo (sHR 0,22 (IC95% 0,05 - 0,92), p=0,04) (Tabla 16). De igual
manera, los receptores trasplantados con donantes con la presencia del gen
KIR2DL2 tienen 68% menos riesgo de recaida que aquellos trasplantados con
donantes sin este gen (sHR 0,32 (IC95% 0,11 - 0,94), p=0,04) (Figura 13).

43



4.1.3.2 Modelos de Riesgos Competitivos para receptores de TCMH con
donante haploidéntico.

Dentro del grupo de receptores de TCMH con donantes haploidénticos se encontré
que los receptores trasplantados con donantes incompatibles segun el modelo gen —
gen tienen un 73% menos de riesgo de EICH aguda en comparacion con los
receptores trasplantados con donantes compatibles
(sHR 0,27 (IC95% 0,07 - 0,98), p=0,05) (Tabla 17).

Por otro lado, para la EICH cronica se evidencié que los receptores trasplantados
con donantes con la presencia de los genes KIR2DS1 y KIR2DLS5 tienen un 71% y
82% menos de riesgo de presentar este desenlace en comparacion con aquellos
receptores trasplantados con donantes sin estos genes (KIR2DS1 sHR 0,29 (IC95%
0,11 -0,77), p=0,013; KIR2DL5 sHR 0,18 (IC95% 0,08 - 0,42), p=0,0001) (Tabla 17).

Por ultimo, se encontrd que los receptores con comorbilidades, y especificamente
con obesidad tienen 2,11 veces mas riesgo de recaida en comparacion con aquellos
receptores sin comorbilidades (sHR 2,11 (IC95% 1,26 - 3,54), p=0,0001) (Tabla 17).
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DISCUSION

En los dltimos afios se ha demostrado el efecto benéfico de la alorreactividad de las
células NK en los diferentes desenlaces del TCMH. En el presente estudio se
evaluaron las frecuencias génicas, genotipicas y haplotipicas de los receptores KIR
en un grupo de donantes de CMHSs no relacionados de nuestra ciudad, identificando
variaciones geénicas y genotipicas con patrones estructurales unicos. Con la
caracterizacion de la diversidad genética de los receptores KIR, se establecieron los
modelos de compatibilidad segun estos receptores y se determind su asociacion con
los diferentes desenlaces del TCMH. En este estudio no se encontraron asociaciones
entre los modelos de compatibilidad ligando — ligando y ligando — receptor, pero si
entre la alorreactividad de las células NK definida por el modelo de compatibilidad
gen — gen y la recaida en pacientes de TCMH con donante idéntico; y la
supervivencia global, supervivencia libre de enfermedad y EICH aguda en pacientes
de TCMH con donante haploidéntico

1. Caracterizacion genética de los receptores KIR

La diversidad de los genes KIR entre diferentes poblaciones puede atribuirse a las
variaciones en las frecuencias genotipicas y haplotipicas; donde existen un conjunto
de genotipos y haplotipos que explican hasta el 90% de las variaciones observadas
a nivel poblacional. Sin embargo, existen numerosos genotipos y haplotipos con
diferentes grados de variacion; y poblaciones caracterizadas por la ausencia virtual
de los genotipos mas comunes, lo que denota el alto grado de plasticidad y variacion
en el contenido génico del cluster de genes de KIR (79).

1.1 Frecuencias génicas

En relacién a las frecuencias génicas de cada uno de los genes evaluados, en este
trabajo se encontr6 que los genes KIR3DL3, KIR3DP1, KIR2DL4 y KIR3DL2
estuvieron presentes en todos los individuos analizados, lo cual coincide con los
reportes a nivel mundial, donde se ha descrito la presencia virtual de estos cuatro
genes en todos los genotipos de KIR (80). Por otro lado, las frecuencias de los genes
KIR2DS2, KIR3DS1, KIR2DL5, KIR2DS5 y KIR2DS1 en este grupo de donantes
coinciden con las frecuencias mas comunes a en todo el mundo (80) (Tabla 6).

Sin embargo, los genes KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DL1, KIR3DL1 y KIR2DS4 de este
grupo de donantes, presentaron frecuencias mas bajas cuando se comparan con las
frecuencias mas comunes en el mundo, aunque equiparables a las observadas en
poblaciones latinoamericanas (80). Para el gen KIR2DL2, la frecuencia fue de 32,2%,
la cual coincide con las frecuencias reportadas en 6 poblaciones de Brasil, 5
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poblaciones de México, y una poblacién de Argentina y Chile (frecuencias entre 19%
y 39%) (81-87). Para los genes KIR2DL3 y KIR2DL1 las frecuencias en el presente
estudio fueron de 66,6% y 77,7% respectivamente, las cuales coinciden con las
frecuencias reportadas en una poblacion venezolana (87). Similarmente, 10 de 263
poblaciones a escala internacional han reportado frecuencias entre el 50 y 69% para
KIR2DL3; y 5 de 261 poblaciones han reportado frecuencias entre 60 y 79% para
KIR2DL1 (80). Para el gen KIR3DL1 la frecuencia fue de 75,1%, la cual coincide con
las frecuencias reportadas en 19 poblaciones de América Latina (82,84,85,88,89).
Por ultimo, para el gen KIR2DS4 la frecuencia fue de 73,9% (18 de 225 poblaciones
han reportado frecuencias entre 60 y 79%), la cual coincide con las frecuencias
reportadas por 3 poblaciones de Brasil y una poblacién de Venezuela (82,88,89)
(Tabla 6).

En el estudio realizado por Hollenbach y colaboradores se evaluaron los patrones de
variacion del cluster de genes KIR en muestras de poblaciones humanas como parte
del Proyecto de Diversidad del Genoma Humano — Centro de Estudios de
Polimorfismo Humano (HGDP — CEPH, por sus siglas en ingles). En este estudio se
evaluaron 52 poblaciones de las principales regiones (Africa, Medio Oriente, Asia
central, Asia oriental, Europa, América y Oceania). Dentro de las poblaciones
americanas analizadas, una corresponde a una poblacién colombiana (13 individuos
de Puerto Colombia, Guainia) (79). En este estudio las poblaciones se agruparon
segun patrones especificos de variacién genotipica. Tres poblaciones africanas (San,
Biaka y los pigmeos Mbuti), dos poblaciones de Oceania (Papues y Melanesianos) y
tres poblaciones americanas (Caritiana, Pima y la poblacion colombiana) se
agruparon segun las frecuencias de los genes del haplotipo B/x (79).

En esta poblacién de estudio, el gen KIR2DS3 se encontré en el 10,5% de los
individuos, y los genes KIR2DS1 y KIR2DS5 en el 36,5% y 34% respectivamente.
Estas frecuencias son diferentes a las descritas en las tres poblaciones africanas y
las tres poblaciones americanas del estudio de Hollenbach. De manera particular, en
la poblacion de Guainia los genes KIR2DS1 y KIR2DS5 estuvieron presentes en el
50% de los individuos, mientras que el gen KIR2DS3 estuvo completamente ausente.
Estas diferencias pueden ser a causa del aislamiento genético de las poblaciones
africanas, oceanicas y americanas evaluadas por este grupo, ademas del niumero
limitado de individuos estudiados (79).

Otra posible explicacion de las diferencias con el presente estudio es la organizacion
estructural de los genes KIR2DS5 y KIR2DS3. Ambos genes se encuentran ubicados
en el mismo locus, el cual se encuentra duplicado en los motivos centromeéricos y
teloméricos de los haplotipos B/x. Mundialmente en los motivos centroméricos el gen
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KIR2DS3 se presenta con mayor frecuencia que el gen KIR2DS5, mientras que en
las poblaciones americanas analizadas por Hollenbach se evidencié una fijacién del
alelo KIR2DS5, lo que segun este grupo es una evidencia de una aparente seleccion
negativa del gen KIR2DS3 en estas poblaciones (79). Sin embargo, estos resultados
demostraron la presencia del gen KIR2DS3, lo que podria explicarse por procesos
de mestizaje en esta poblacion. Estos datos estan en concordancia con lo observado
en el estudio realizado por Bonilla sobre genotipos de receptores KIR en individuos
de la region andina y pacifica, donde las frecuencias de los genes KIR2DS3,
KIR2DS1 y KIR2DS5 son similares a las observadas por nuestro grupo (69).

En conjunto, los resultados de las frecuencias génicas de los receptores KIR
evidencian una organizacion genética en nuestra poblacién donde se ven favorecidas
las isoformas activadoras de estos receptores en comparacion con las isoformas
inhibidoras. Las bajas frecuencias de los genes KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DL1,
KIR3DL1 y KIR2DS4 estan en concordancia con las bajas frecuencias del haplotipo
A en esta poblacién (13% versus 87% del haplotipo B en el grupo de donantes). Sin
embargo, estos perfiles de expresidn son similares a poblaciones de América Latina,
donde existe un predominio de los haplotipos B/x (81 - 89), como se discutird méas
adelante.

1.2 Frecuencias genotipicas

En esta poblacién de estudio de referencia se encontraron 37 genotipos; de estos,
30 (80%) son explicados por los genotipos mas comunes descritos a nivel
poblacional. Al comparar nuestras frecuencias genotipicas, con las reportadas en la
base de datos “Allele Frequency Net Database” del Royal Liverpool University
Hospital (donde se encuentran consignados datos de 661 genotipos identificados a
partir de 24950 individuos de 191 poblaciones diferentes) (80); encontramos que los
genotipos con mayor frecuencia de nuestra poblacion, se encuentran entre los 20
genotipos mas frecuentes de esta base de datos, donde el genotipo 3 corresponde
al genotipo mas comun, el cual a su vez corresponde a individuos con haplotipos AA.
El genotipo 3 se caracteriza por la ausencia de genes KIR activadores (KIR2DS1,
KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS5 y KIR3DS1), ademas de la ausencia de los genes
KIR2DL2 y KIR2DL5 (Tabla 6).

Interesantemente, en este estudio se encontraron 3 genotipos que no han sido
descritos previamente en la literatura (genotipo 2, 6 y 23) (Tabla 6). Dentro de los
nuevos genotipos identificados en la actual poblacion de estudio, el genotipo 2 tiene
una similitud parcial con el genotipo descrito en un individuo de una poblacién de
Suecia (78), pero este grupo de investigacién no confirmd la presencia de los genes
KIR2DP1 y KIR3DP1. De igual manera, el genotipo 23 tiene una coincidencia parcial
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con el genotipo descrito en un individuo de una poblacion de las Islas Cook (90), con
la diferencia de que en el genotipo 23 el gen KIR2DP1 esta ausente. Por ultimo, el
patron de composicion génica del genotipo 6 no presenta similitudes con ninguno de
los genotipos descritos en la literatura. Adicionalmente, el genotipo 31 solo ha sido
descrito en un individuo de una poblacion de Uganda (77). Estos resultados soportan
las observaciones realizadas en poblaciones latinoamericanas, donde la diversidad
genotipica no es elevada, pero si existen patrones unicos en la region.

Es importante destacar el hallazgo de estos nuevos genotipos, ya que los estudios
sobre la variabilidad genética de los receptores KIR no solo son valiosos para los
andlisis de genética poblacional, sino también para los estudios sobre asociaciones
de genes involucrados en diferentes enfermedades, ademas de los estudios clinicos
sobre compatibilidad en inmunologia de trasplantes. Los diferentes patrones de
estructuras génicas encontrados a nivel poblacional pueden estar relacionados con
diferentes desenlaces, por lo que conocer la organizacion genética de estos
receptores puede ayudar en la seleccion de donantes éptimos para la consecucion
de trasplantes exitosos.

1.3 Frecuencias haplotipicas

En relacibn a las frecuencias haplotipicas, este estudio constituye el primer
acercamiento para definir los haplotipos de receptores KIR presentes en poblacion
colombiana. En Colombia solo se han realizado estudios sobre frecuencias génicas
y genotipicas, pero no una descripcion de las frecuencias haplotipicas (69,79).
Mediante el algoritmo HAPLO-IHP se realiz6 la inferencia de los haplotipos presentes
en esta poblacion a partir de los resultados de genotipificacién. Para estos analisis
se identificaron haplotipos de referencia descritos en la literatura entre los principales
grupos étnicos (72,73). Mediante este algoritmo, los haplotipos de referencia
seleccionados explicaron el 97% de la variacién haplotipica en el grupo de donantes,
mientras que fue necesario la construccion de 6 haplotipos para explicar el 3% de la
variacion restante (estos haplotipos deben ser confirmados mediante analisis de
segregacion y secuenciacion).

En esta poblacién, las frecuencias del haplotipo B/x fueron altas (87% en el grupo de
donantes), lo cual coincide con los resultados del estudio de Hollenbach, donde ocho
poblaciones de Africa, Oceania y América se agruparon segun las frecuencias altas
del haplotipo B/x. Esto contrasta con los datos de las poblaciones de Asia central, las
cuales se caracterizan por las bajas frecuencias del haplotipo B/x) (79). Analisis
comparativos sobre haplotipos KIR realizados por el grupo de Rajalingam
encontraron una asociacion entre patrones de migracién prehistérica humana y la
distribucion de los haplotipos KIR en diferentes poblaciones humanas. Es asi como
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este grupo describe tres grupos principales: un grupo de poblaciones con dominancia
del haplotipo KIR AA (poblaciones asiéticas), un segundo grupo de poblaciones con
dominancia del haplotipo KIR B/x (poblaciones nativo americanas y australianas) y
un tercer grupo de poblaciones con la presencia en igual proporciéon de ambos
haplotipos (poblaciones europeas) (91). La principal conclusion de estos estudios es
que la distribucidén actual de los haplotipos de receptores KIR podria explicarse a
partir de los patrones de migracion de poblaciones prehistéricas. Sin embargo, son
necesarios mas estudios sobre procesos de seleccion natural que pueden estar
involucrados en el enriquecimiento de los haplotipos B/x en nuestra poblacion.

Los presentes resultados son una evidencia de la variabilidad génica, genotipica y
haplotipica. Si bien se ha descrito que la diversidad genética de los receptores KIR
es limitada en poblaciones latinoamericanas en comparacién con otras poblaciones
a nivel mundial, en este trabajo se identificaron variaciones génicas y genotipicas con
patrones estructurales Unicos. La variabilidad genética se puede ver reflejada en
respuestas inmunes aumentadas. En el caso particular de los receptores KIR, y como
se discutira mas adelante, esta variabilidad se manifiesta en el aumento de la
alorreactividad de las células NK y por lo tanto mejores desenlaces en el TCMH.

Vale la pena destacar que mediante estos analisis no se puede obtener informacion
sobre el nimero de copias génicas que pueden estar presentes en cada uno de los
haplotipos inferidos, ni datos sobre los alelos presentes en esta poblacion. Seria
importante obtener datos sobre el nUmero de copias y sobre polimorfismos de los
receptores KIR para complementar la informacién sobre la genética de este grupo de
receptores.

No obstante, esta caracterizacion genética de los receptores KIR realizada en esta
poblacion es importante para entender el comportamiento de las células NK en
términos de la poblacion celular global. Debido a la diversidad genética de los
receptores KIR y su expresion estocastica, ademas de la expresion diferencial de
otros receptores en células NK, se han detectado méas de 30000 fenotipos diferentes
de dichas células en circulacibn de cada individuo (92). Por esta razon, el
funcionamiento de las células NK ha intentado predecirse basado principalmente en
Su genética y mecanismos epigenéticos.

Esta diversidad sugiere que algunas células NK con fenotipos particulares, pueden
ser educadas en un individuo con mayor eficacia para detectar cierto tipo de
infecciones o malignidades basados en los niveles de expresién de receptores KIR
en relacion con los patrones de expresion de sus ligandos. De igual manera, estas
observaciones pueden ser extrapoladas a lo observado en la alorreactividad de las
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células NK en los TCMH, donde ciertos fenotipos podrian relacionarse con diferentes
desenlaces, segun la expresion de ciertas combinaciones de receptores inhibidores
y activadores.

Sin embargo, y debido a la complejidad en el estudio de fenotipos individuales, en la
actualidad se han hecho esfuerzos para entender la funcionalidad de las células NK
mediante estudios genéticos. Por este motivo es importante conocer las frecuencias
génicas, genotipicas y haplotipicas de los receptores KIR, con el fin de entender los
procesos de educacion de las células NK, predecir su alorreactividad, y su relacion
con los diferentes desenlaces en el contexto del TCMH.

2. Compatibilidad segun los receptores KIR y su asociacion con los desenlaces
del TCMH

El proceso de seleccion de la pareja receptor - donante es un tema relevante en el
TCMH para la consecucion de trasplantes exitosos. En el TCMH existen diferentes
desenlaces que ponen en riesgo el éxito del trasplante. Las respuestas
inmunoldgicas en el TCMH pueden variar de acuerdo al tipo de donante, y son
moduladas por factores clinicos y genéticos de los receptores y donantes, asi como
por la composicion celular de los injertos (93). Dentro de estas respuestas, las células
NK hacen parte de los principales mediadores en el control de las leucemias. Por
esta razon, se ha sugerido el estudio de receptores de células NK como un criterio
adicional en la seleccion de donantes.

Como se expuso antes, para la inferencia de la alorreactividad de las células NK se
han propuesto tres modelos de compatibilidad a partir de analisis genéticos del HLA
clase | y receptores KIR. De acuerdo al modelo ligando - ligando, las
incompatibilidades entre donantes y receptores conducen a un mayor efecto ICT, lo
que reduce la incidencia de recaida. El modelo ligando — receptor es una extension
del anterior modelo, donde se confirma la presencia de los receptores KIR en el
donante para explicar el efecto ICT. Por ultimo, en el modelo gen-gen se plantea que
donantes con un mayor niumero de genes KIR activadores (haplotipo B/x) presentan
mayor alorreactividad de las células NK, lo que conduce a mayor supervivencia global
y supervivencia libre de enfermedad, ademas de menor incidencia de EICH y
recaidas.

La exploracion de los tres modelos de compatibilidad expuestos en las 161 parejas

de receptores y donantes evidencio una asociacion con los diferentes desenlaces del
TCMH, las cuales dependen del tipo de donante (idéntico o haploidéntico).
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2.1 Receptores de TCMH con donantes HLA idénticos.

En el caso de los trasplantes con donantes HLA idénticos, mediante analisis de
supervivencia se encontré que la incompatibilidad en receptores KIR definida por el
modelo de compatibilidad gen — gen y la presencia del gen KIR2DL2 en el donante
se asociaron con una disminucion en las recaidas. En relacion a los demas
desenlaces, las incompatibilidades génicas solo se asociaron con una mayor
supervivencia libre de enfermedad. Por su parte, el gen KIR2DS1 presente en el
donante se asocio con la disminucion de la EICH aguda, al igual que el gen KIR3DS1,
sin embargo, este ultimo gen también se asocioé con una menor supervivencia global
y supervivencia libre de enfermedad y una mayor mortalidad no relacionada a
recaida.

Estos resultados sobre la asociacion del modelo de compatibilidad gen — gen con
menores recaidas en receptores de TCMH con donante idéntico (particularmente en
aguellos trasplantados con donantes con haplotipos B/x), concuerdan con resultados
de varios grupos a escala internacional. Cooley y colaboradores estudiaron la
importancia del haplotipo B del donante en la reduccion del riesgo de recaida (58).
Similarmente, los grupos de Bachanova y MacQueen observaron el efecto benéfico
de los haplotipos B (62,63).

Adicionalmente, en el estudio de Cooley se exploré la influencia de genes
individuales en receptores de TCMH con donantes no relacionados (con
compatibilidad completa y parcial), encontrando efectos positivos de los genes
KIR2DS2 y KIR2DL2 en relacion al riesgo de recaida (67). Estos genes presentan un
desequilibrio de ligamiento fuerte, y su presencia sugiere un motivo de genes
centroméricos del haplotipo B. De manera similar, Impola y su grupo hallaron que los
receptores cuyos donantes tenian los genes KIR2DL2 o KIR2DS2 presentaban una
supervivencia libre de enfermedad mayor y menores tasas de recaida (61).
Igualmente, el grupo de Solomon demostré la importancia del gen KIR2DS2 dentro
del haplotipo B/x del donante en el efecto benéfico sobre la supervivencia global, la
supervivencia libre de enfermedad y la recaida (94). Por su parte, el grupo de Babor
demostré que la presencia de motivos de genes centroméricos del haplotipo B se
asociaban con una reduccién en el riesgo de recaida, mientras que los motivos de
genes teloméricos del mismo haplotipo no tenian ningun efecto en este desenlace
(95). Los resultados del presente estudio estuvieron en concordancia con estas
observaciones, ya que se observo que la presencia del gen KIR2DL2 se asocia con
una disminucién en la recaida de los receptores.

Con respecto a la asociacion entre el gen KIR2DS1 presente en el donante y la EICH
aguda, Gagne y colaboradores encontraron en su estudio que los genes KIR2DL5 o
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KIR2DS1 se asociaron con una mayor incidencia de EICH aguda (59). Estos
resultados también fueron observados por el grupo de Giebel y colaboradores,
quienes analizaron el genotipo KIR en 100 receptores y sus donantes. Cuando los
receptores eran negativos y los donantes positivos para los genes KIR2DS1,
KIR2DS3 y KIR2DSS5, la incidencia de EICH aguda, EICH cronica y recaida se vio
aumentada respectivamente (96). Sin embargo, los resultados de este estudio no
concuerdan con esta asociacion negativa del gen KIR2DS1, ya que los receptores
trasplantados con donantes con la presencia de este gen, presentaron una menor
incidencia de EICH aguda. Resultados similares a los nuestros fueron obtenidos por
el grupo de Mancusi (53); sin embargo, la asociacion evidenciada por este grupo
entre los genes KIR2DS1 y/o KIR3DS1 con la reduccion en la incidencia de EICH y
mejor supervivencia libre de enfermedad fue observada en receptores de TCMH con
donantes haploidénticos.

2.2 Receptores de TCMH con donantes HLA haploidénticos.

Mediante los analisis de supervivencia se observdé una asociacion entre la
incompatibilidad gen — gen de los receptores KIR y una mayor supervivencia global
y supervivencia libre de enfermedad; y una asociacion con menores incidencias de
EICH aguda. De igual manera, la presencia de los genes KIR2DS1 y KIR2DL5 en el
donante se asocio con una menor incidencia de EICH crénica. En cuanto a la recaida,
la Unica variable asociada con este desenlace fue la presencia de comorbilidades en
el receptor.

La asociacion de los genotipos de KIR con los diferentes desenlaces del TCMH con
donantes haploidénticos fue demostrado por el grupo de Symons, quienes
encontraron que receptores con incompatibilidades génicas presentaban una mayor
supervivencia global y una mayor supervivencia libre de enfermedad. Igualmente,
demostraron gue las incompatibilidades bajo el modelo de compatibilidad gen — gen,
en las que los receptores con haplotipo A eran trasplantados con donantes con
haplotipo B/x presentaban mejores desenlaces (64). Otros estudios han demostrado
la asociacion entre este modelo de compatibilidad con incidencias reducidas de
recaida (65, 66). Sin embargo, los resultados derivados de este trabajo no revelaron
una asociacién entre este modelo y la incidencia de recaida.

Igualmente, se han encontrado asociaciones entre donantes con haplotipos B/x y un
menor riesgo de EICH. Torio y su grupo evaluaron los genotipos KIR de 30
receptores de TCMH con donantes haploidénticos (sin eliminacion previa de células
T) y su asociacién con la supervivencia libre de EICH, encontrando una asociacion
entre los haplotipos B/x del donante con menores incidencias de EICH crénica (97).
Los actuales resultados evidenciaron la asociacion existente entre las
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incompatibilidades segun el modelo gen — gen con la disminucién de la incidencia de
EICH aguda.

Mediante los analisis de riesgos competitivos se encontré una asociacion entre los
genes KIR2DS1 y KIR2DL5 con una menor incidencia de EICH croénica. Similar a los
resultados reportados aqui, el grupo de Mancusi demostré que la presencia del gen
KIR2DS1 se asociaba con menor riesgo de mortalidad, reduccion en la incidencia de
EICH, menor tasa de infecciones y mejor supervivencia libre de enfermedad (53). La
funcién del receptor KIR2DS1 fue demostrada por este grupo mediante un modelo in
vitro, usando células NK humanas. Aquellas células que expresaron este receptor y
se unian a moléculas con el epitopo C2 producian citocinas proinflamatorias por parte
de las células NK, proceso que puede explicar su asociacion con mejores
desenlaces. En cambio, la asociacién del gen KIR2DL5 con desenlaces del TCMH
solo ha sido demostrado en la reduccion de las infecciones por CMV (98).

2.3 Fortalezas y limitaciones.

Los diferentes estudios realizados sobre la compatibilidad entre receptores KIR
basados en la genotipificacion del HLA y/o KIR y su influencia en los diferentes
desenlaces del TCMH, ha llevado a conclusiones diversas sobre la importancia de
los receptores KIR en el TCMH. Actualmente no existe un consenso sobre cual(es)
modelo(s) de compatibilidad tiene(n) una verdadera asociacién con el TCMH. Sin
embargo, una serie de estudios han reportado el efecto benéfico de los haplotipos
B/x, independiente de los protocolos de TCMH implementados. El presente estudio,
a diferencia de los realizados anteriormente, fue realizado evaluando los tres
modelos simultdneamente, y en una cohorte de pacientes con donantes idénticos y
haploidénticos, ya que los estudios realizados hasta el momento son realizados
evaluando un modelo en particular, en pacientes con un tipo de donante especifico.

Sin embargo, existen ciertas limitaciones en este estudio. Primero, la cohorte
evaluada es heterogénea en relacion a las enfermedades hematoldgicas incluidas.
En la literatura se ha demostrado la asociacién de los modelos de compatibilidad con
enfermedades hematoldgicas especificas. En un algoritmo de seleccion de donantes
propuesto por el grupo de Houdova, la utilizacion del modelo de compatibilidad gen
— gen ha sido propuesto para la seleccion de donantes en pacientes con LMA 'y LNH
en el contexto del TCMH con donante idéntico; mientras que se propone la utilizacion
de los modelos de ligando — ligando o ligando — receptor para la seleccion de
donantes en pacientes con LMA, SMD, LMC y LLA, en el contexto del TCMH con
donantes con compatibilidad parcial (68). Segundo, la cohorte de pacientes
evaluados corresponde a una Unica institucion trasplantadora de la ciudad de
Medellin. Adicionalmente, la seleccion de los pacientes fue realizada a conveniencia,
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incluyendo al total de los pacientes estudiados por el Laboratorio de Inmunologia de
Trasplantes de la Universidad de Antioquia que cumplieran los criterios de seleccion.
Esta limitacién en relacion al nimero de individuos estudiados, podria explicar
porque el modelo de compatibilidad gen-gen no tuvo una asociacion
estadisticamente significativa con la supervivencia libre de enfermedad (Tabla 14).
Por dltimo, las asociaciones descritas fueron realizadas solo a través de analisis
genéticos, y los mecanismos funcionales de los efectos benéficos de la
alorreactividad de las células NK segun los modelos de compatibilidad no han sido
completamente dilucidados.

2.4 Consideraciones finales.

Si bien en este estudio no se encontraron asociaciones entre los modelos de
compatibilidad ligando — ligando y ligando — receptor, la importancia de la
alorreactividad mediada por KIR en células NK del donante en los diferentes
desenlaces del TCMH fue descrita inicialmente a partir de estos modelos. El grupo
de la Universidad de Perugia en el contexto del trasplante con donante haploidéntico,
con eliminacion de células T, altas dosis de células hematopoyéticas y sin
inmunosupresion postrasplante demostré la importancia de la alorreactividad de las
células NK. En este contexto, los pacientes con LMA e incompatibilidad de ligando -
ligando, presentaban menores tasas de recaida y alta supervivencia (45).

De igual manera, resultados obtenidos por otros grupos de investigacion indican que
células NK licenciadas pueden mediar las respuestas ICT en un microambiente con
incompatibilidades de ligandos de KIR y las células NK no licenciadas median estas
respuestas cuando existe una pérdida de ligandos en el receptor (durante procesos
infecciosos o de transformacién tumoral) (99).

A raiz de las presentes observaciones y resultados obtenidos por otros grupos, se
podria hipotetizar que dentro de los mecanismos que regulan la alorreactividad de
las células NK, los receptores KIR activadores juegan un papel preponderante, sobre
todo en el control de las células leucémicas y por lo tanto en la disminucion del riesgo
de recaida. No obstante, los estudios de compatibilidad segun los modelos de
compatibilidad ligando - ligando y ligando — receptor se basan principalmente en los
KIR inhibidores y sus respectivos ligandos, donde los receptores activadores no
tienen un papel preponderante, y tal vez sea esta la razon (ademas de las diferencias
en los protocolos de trasplante) por la cual existen resultados contradictorios cuando
se evaltan estos dos modelos en diferentes cohortes de pacientes de TCMH.

La funcion de las células NK esta regulada por un balance entre las sefales de los
receptores inhibidores y activadores. Los estudios iniciales se enfocaron en los
procesos de alorreactividad de células NK definidos como la presencia de un receptor
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KIR inhibidor y la ausencia de su respectivo ligando, lo que genera un balance
positivo de las sefales de los receptores activadores. Sin embargo, en los casos
donde tanto los receptores KIR inhibidores y sus respectivos ligandos estan
presentes, la alorreactividad de las células NK puede presentarse si hay un aumento
en los ligandos de los receptores KIR activadores. Es este ultimo mecanismo el que
podria explicar la importancia de los haplotipos KIR B/x en el donante para la
eliminaciéon de células tumorales, y por lo tanto su importancia para la reduccion de
recaidas en los receptores de TCMH.

Estos resultados reafirman la importancia de los genotipos de los receptores KIR en
la prediccion de las funciones de las células NK, y la importancia de su
implementacion en los protocolos de estudio inmunolégico pretrasplante, junto con
la genaotipificacion del HLA. Si bien en la actualidad existen resultados contrastantes,
debido principalmente a diferencias entre las cohortes de pacientes y en los
protocolos de trasplante de cada centro (fuente de CMH, régimen condicionante,
grado de eliminacion de células T e inmunosupresion postrasplante), las cuales
pueden afectar el desarrollo, educacion y funcion de las células NK, se ha observado
que el estudio bajo el modelo de compatibilidad gen —gen trasciende estas
diferencias, demostrando su asociacion en la mejoria de los desenlaces del TCMH.

Varias instituciones han establecido algoritmos locales para la seleccion de
donantes, donde una de las variables para establecer compatibilidad entre
receptores y donantes es la alorreactividad de las células NK inferida mediante la
genotipificacion de los receptores KIR o del HLA. Sin embargo, la definicién y los
modelos de alorreactividad usados por estos centros no estan estandarizados y solo
son aplicables para cada centro, lo cual denota la necesidad de estudios prospectivos
de la seleccion de donantes basados en la inmunogenética de KIR-HLA.

En Colombia, este estudio constituye el primer acercamiento sobre la importancia de
la alorreactividad de células NK para la seleccibn de donantes idénticos o
haploidénticos. Dentro de los modelos evaluados, el modelo de compatibilidad gen —
gen fue el que se asocié con desenlaces positivos del TCMH. Por esta razén, se
propone la genotipificacién de los receptores KIR como una variable complementaria
en el proceso de seleccion de la pareja receptor - donante en nuestro pais, con la
finalidad de mejorar la evolucion y los desenlaces del TCMH vy por lo tanto la calidad
de vida de los pacientes.

En conclusion, destacamos la importancia de la caracterizacién genética de los
receptores KIR en las diferentes poblaciones y los estudios de compatibilidad segun
los receptores KIR, ya que, el conocimiento de los patrones genéticos existentes en
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la poblacién puede mejorar los procesos de seleccidén de donantes en el contexto del
TCMH, con el fin de predecir la alorreactividad de las células NK y las reacciones
inmunolégicas y de esta manera favorecer la eliminacion de células malignas y
células involucradas en la EICH y rechazo, evitando la instauracion de desenlaces
negativos. Igualmente, la identificacion de donantes Optimos en base a la
genaotipificacion de los receptores KIR puede ser un paso importante para el disefio
de intervenciones basadas en células NK y el desarrollo de inmunoterapias para este
tipo de enfermedades hematoldgicas.
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PERSPECTIVAS

En total se realizé la genotipificacion de receptores KIR en 322 individuos. Se espera
aumentar el numero de personas evaluadas, con la finalidad de realizar un mejor
acercamiento de las frecuencias génicas, genotipicas y haplotipicas en nuestra
poblacion.

Dentro de las variables utilizadas en los modelos de riesgos proporcionales de Cox
y los modelos de riesgos competitivos, se espera poder incluir otras variables
clinicas, como lo es el efecto del régimen condicionante (régimen de intensidad
reducida, mieloablativo o no mieloablativo). Adicionalmente, y a raiz de la asociacién
existente entre el modelo de compatibilidad gen — gen con los diferentes desenlaces,
proponemos evaluar otras variables genéticas de los receptores KIR, como lo es la
presencia de motivos centroméricos y/o teloméricos de cada uno de los haplotipos,
asi como la asociacion de las diferentes variables del gen KIR2DS4.

A raiz de los hallazgos de nuestro estudio, en este momento se esté estructurando
una propuesta para la realizacion de una prueba piloto donde se realizaria un estudio
prospectivo para realizar la genotipificacion de los receptores KIR y el modelo de
compatibilidad gen-gen como un estudio adicional en el proceso de seleccion de
donantes. De esta manera se espera evaluar el impacto de la implementacion de
esta prueba en el TCMH.

Explorar la posibilidad de realizar un estudio multicéntrico en los centros
trasplantadores de la ciudad y/o el pais.
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FIGURAS, TABLAS Y LEYENDAS
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Figura 1. Modelos de alorreactividad de células NK segun los modelos de
compatibilidad.

A. El modelo de compatibilidad de ligando predice la alorreactividad de las células NK del
donante contras las células del receptor, cuando estas no presentan el ligando para los
receptores tipo KIR. Como ejemplo, se ilustra que una célula NK del donante que expresa
KIR2DL2 es “educada” o “licenciada” por células del donante que expresan el epitopo C1, por
lo tanto, las células NK son tolerantes hacia este epitopo. Si las células del receptor expresan
sblo el epitopo C2, se esperaria que las células NK sean alorreactivas y activaran sus
mecanismos efectores. Este modelo evalta la compatibilidad entre ligandos de receptores KIR
inhibidores, los cuales son inferidos a partir de la compatibilidad entre HLA clase I. B. EIl modelo
de compatibilidad ligando — receptor predice la alorreactividad de las células NK del donante
contra las células del receptor, cuando estas no presentan un ligando para los receptores tipo
KIR, como en el modelo anterior. Sin embargo, en este caso no se infiere el receptor KIR
inhibitorio de las células del donante, sino que es definido mediante genotipificacion o
fenotipificacion. C. El modelo de compatibilidad gen — gen de receptores KIR predice la
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alorreactividad de las células NK a partir de las incompatibilidades entre los genotipos de los
receptores tipo KIR, para lo cual es necesario realizar la genotipificacion tanto en el donante
como en el receptor. Modificado de Symons HJ, et al. Biol Blood Marrow Transplant. 2010
Apr;16(4):533-42.
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Figura 2. Ejemplo representativo de la verificacion de laintegridad y cuantificacion del ADN
A. Electroforesis en gel de agarosa al 2% en presencia de Gel Red para la verificacion de la
integridad del ADN. En la imagen se ejemplifican los resultados de la electroforesis de ADN de
un grupo de pacientes receptores de TCMH. Las muestras que presentaban una Unica banda en
el gel de electroforesis, fueron seleccionadas para la genotipificacion HLA-C (cuando era
necesario) y genes KIR. B. Cuantificacion del ADN mediante el uso del Nanodrop. En la figura se
muestra la concentracién del ADN de un receptor, al igual que los valores de absorbancia y los
indices A260/A280 y A260/230. C. Electroforesis en gel de agarosa al 2% en presencia de Gel
Red para la verificacién de la amplificacion del alelo HLA-C.
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Figura 3. Supervivencia global de los receptores de TCMH con donante idéntico de acuerdo a las variables EICH aguda,

EICH cronica, recaida y KIR3DS1 del donante.
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Figura 4. Supervivencia libre de enfermedad de los receptores de TCMH con donante idéntico de acuerdo a las variables

EICH croénica, KIR3DS1 del donante y modelo de compatibilidad gen - gen.
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Figura 5. Mortalidad no relacionada a recaida de los receptores de TCMH con donante idéntico de acuerdo a las variables
EICH aguda y crénica, grupo sanguineo, KIR2DS1, KIR2DS5 y KIR3DS1 del donante.
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Figura 10. Mortalidad no relacionada a recaida de los receptores de TCMH con donante haploidéntico de acuerdo a las
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Figura 12. Incidencia acumulada de EICH cronica en receptores de TCMH con donante haploidéntico de acuerdo a las
variables haplotipo enfermedad original, KIR2DS1 del receptor, KIR2DL5 y KIR2DS1 del donante.
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Figura 13. Incidencia acumulada de recaida en receptores de TCMH con donante idéntico de acuerdo a las variables
KIR2DL2 del donante y modelo de compatibilidad gen — gen.
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Tabla 1. Resumen estudios sobre larelacion entre modelos de compatibilidad de receptores KIR y desenlaces del TCMH.

SMD.

Sangre periférica como fuente de CMH.

enfermedad y menor incidencia de recaidas.

Mancusi y col.

(2015) 53

161 pacientes
con LMA y LLA.

TCMH con donantes haploidénticos.

Eliminacion de <células T de las
preparaciones de CMH.
Sangre periférica como fuente de CMH.

No tratamiento profilactico para EICH.

En 69 trasplantes hubo alorreactividad de células NK. Dentro de estos
trasplantes, la presencia de los genes KIR2DS1 y/o KIR3DS1 se asoci6 con
menor riesgo de mortalidad no relacionada a recaida, menor tasa de
infecciones 'y  mejor supervivencia libre de  enfermedad.
Se demostré que KIR2DS1 se une a su ligando (epitopo C2) y regula
positivamente la produccién de citocinas inflamatorias por parte de las
células NK alorreactivas en respuesta a retos infecciosos.

Autores Cohc_)rte de Protocolo TCMH Principales Hallazgos
pacientes
o Pacientes con leucemia mieloide tuvieron células NK alorreactivas del
© | Ruggeri v col 60 pacientes | Eliminacién de células T de las|donante.
] (19%8) 45y " |con LMA, LLA y | preparaciones de CMH. | Las células NK alorreactivas se asociaron con menor aparicion de EICH,
2 LMC. No tratamiento profilactico para EICH. menores tasas de recaidas y mayor supervivencia libre de enfermedad.
cla Las células NK alorreactivas lisaron células leucémicas residuales.
e 130 pacientes | TCMH entre individuos no relacionados.
g Giebel y col.|con LMA, LLA,|Régimen condicionante mieloablativo. |La incompatibilidad entre ligandos de KIR se asocié con mejor
ﬁ (2003) 46 SMD, LMC | Medula 6sea como fuente de CMH. |supervivencia global y supervivencia libre de enfermedad.
5 entre otros. Tratamiento profilactico para EICH.
©
© . o . . . L, . .
T | Fara col 1571 pacientes | TCMH entre individuos no relacionados. | La incompatibilidad entre ligandos se asocié con mayor incidencia de
= 9 Y "l con LMA, SMD, | Régimen condicionante mieloablativo. | EICH, mayor mortalidad relacionada al tratamiento y menor supervivencia
£ | (2006) 48 , : (
= LMC Medula ésea como fuente de CMH. libre de leucemia.
o
g TCMH entre individuos no relacionados. | La incompatibilidad entre ligandos se asocié con menor supervivencia
o Régimen condicionante mieloablativo o | debido a la progresion de la enfermedad. Hipétesis: “pérdida de prueba de
% Nowak col 283 pacientes | de intensidad reducida. | licenciamiento” (missing licensing proof). Las células NK necesitan un
o (2014) 47y "lcon LMA, LLA, |Eliminacibn de células T de las|licenciamiento en el paciente con las moléculas con las que fueron
g LC y MM. preparaciones de CMH en 20% de los | “educadas” previo al reconocimiento de las células leucémicas. Por lo tanto,
o pacientes. la pérdida del ligando lleva a la no activacion y por ende a peores
= Tratamiento profilactico para EICH. desenlaces.
En el grupo de pacientes con malignidad mieloide, aquellos pacientes sin

. 84 pacientes |[TCMH con donantes haploidénticos. epitopos C2 para 9I respectivo KIR |ph|b|dor d(_al donante, presgntaron
©) S . mayor supervivencia y menor mortalidad relacionada con recaidas a
g |Chenl y col.fcon LMA, LLA, |Eliminacion de células T de las enfermedad original. Por el contrario, en el grupo de pacientes con
@Q'[(2012) 51 SMD, EH, ENH, | preparaciones de CMH. | = onginat. . 0, grup P

o - : . malignidad linfoide la perdida de ligando no tuvo un efecto en la
o entre otros. Régimen condicionante no mieloablativo. . . X .
= supervivencia o en la mortalidad. Igualmente, la presencia del receptor
o activador KIR2DS2 en el donante se asocié con mayor supervivencia.
©
c C s
g T.CMH. con _,donantes, haploidénticos. Pacientes con el epitopo C2 (C2/C2 o C1/C2) con donantes positivos para
2 . Sin eliminacion de células T de las . . P
© Zhao y col. |97 pacientes reDaraciones de CMH el receptor activador KIR2DS2 o pacientes con el epitopo Bw4 con
- | (2014) 54 con LMC. prep L : .| donantes positivos para el receptor activador KIR3DS1 tuvieron un riesgo

Régimen condicionante mieloablativo. . .

e i L reducido de recaidas.
_cg Tratamiento profilactico para EICH.
S 59 pacientes | TCMH entre individuos relacionados y no De los 59 pamen'ges, 31 fueron traspl_antados con donante HLA idéntico.
= Park 'y col. con LMA. LLA v | relacionados De estos, 21 pacientes presentaban incompatibilidades en los receptores
a | (2015) 50 ' y . tipo KIR, y la incompatibilidad se asocié con mejor supervivencia libre de
E
o
o
(]
©
°
)
©
o
=
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Modelo de compatibilidad de gen - gen

202 pacientes oo .

con LMA, LLA, TCMH entre individuos relacionados HLA Pacientes con el haplotipo B presentaron mejor supervivencia. Asi mismo,
MacQueen vy idénticos. . s > oun .

LMC, LLC, | 5 . - . . mediante analisis sobre la asociacion de genes individuales se demostré
col. (2007) 63 Régimen condicionante mieloablativo o .

SMD, entre - : . que el gen KIR2DS3 es un factor protector para la EICH crénica.

otros de intensidad reducida.
Cooley y col.|448 pacientes ;I;Cltahggne;égesmdlwduos relacionados y no Los TCMH realizados con donantes con haplotipo B se asociaron con
(2009) 58 con LMA. Sin_eliminacién de células T de las | MaYor supervivencia libre de enfermedad, aunque con mayor incidencia de

preparaciones de CMH.

EICH croénica.

Gagne y col.
(2009) 59

264 pacientes
con LMA, LLA,
LMC, MM, entre
otros.

TCMH entre individuos no relacionados.
Medula 6sea como fuente de CMH.
Sin eliminacion de células T de las
preparaciones de CMH.

El modelo de compatibilidad gen-gen de receptores KIR demostré una
mayor asociacion con supervivencia global, EICH aguda y recaida. En
particular, incompatibilidades en los genes KIR2DL5 o KIR2DS1 se
asociaron con mayor incidencia de EICH aguda, mientras que
incompatibilidades en los genes KIR2DS3 se asociaron con una
disminucién en la EICH

Cooley y col.
(2010) 57

1409 pacientes
con LMA y LLA.

TCMH entre individuos no relacionados.
Régimen condicionante mieloablativo.

Los motivos centroméricos y teloméricos del haplotipo B en el donante se
asociaron con mayor supervivencia y menor recaida en pacientes con
LMA.

Symons y col.
(2010) 64

86 pacientes
LMA, LLA, LMC,
LLC, SMD,

entre otros.

TCMH entre individuos relacionados HLA
haploidénticos.

Sin eliminacion de células T de las
preparaciones de CMH.
Régimen condicionante no mieloablativo.
Tratamiento profilactico para EICH.

Pacientes con incompatibilidad génica de receptores KIR inhibidores
presentaron mayor supervivencia global y mayor supervivencia libre de
enfermedad con menores tasas de recaida. Igualmente, los pacientes con
haplotipo A de receptores KIR tuvieron mejores desenlaces si eran
trasplantados con donantes que expresaban al menos un haplotipo B de
receptores KIR.

Impola y col.

134 pacientes
con LMA, LLA,

Los pacientes cuyos donantes tenian los genes KIR2DL2 o KIR2DS2

(2014) 61 LMC, LLC, | TCMH entre individuos HLA idénticos. (haplotipo B) presentaron una supervivencia libre de enfermedad mayor y
SMD, entre menores tasas de recaida.
otros.
TCMH con donantes relacionados HLA
haploidénticos.
57 pacientes | Eliminacién de células T y B de las |Pacientes que recibieron infusiones de CMH de donantes con haplotipo B

Michaelis y
col. (2014) 66

con LMA, LLA,
MM, entre otros.

CMH.
intensidad

preparaciones de
Régimen condicionante de
reducida.

Tratamiento profilactico para EICH.

de los receptores KIR presentaron una incidencia reducida de recaidas,
sin importar la incompatibilidad entre los ligandos de dichos receptores.

Cooley y col.

1532 pacientes

TCMH entre individuos no relacionados
con compatibilidad completa o]
incompleta.

El haplotipo B de receptores KIR en el donante se asocié con mayor
supervivencia libre de enfermedad y menor recaida. Este efecto se vié

(2014) con LMA. Sin ellm_mamon de celulas T de las aumentado en pacientes con HLA-C con el epitopo C1 (C1/C1 o C1/C2).
preparaciones de CMH.
Régimen condicionante mieloablativo
Incompatibilidades a nivel de haplotipo de receptores KIR se asociaron
281 acientes con GVHD cronica la cual era independiente del tipo de donante y fue
Faridi col. | con Igucemias TCMH entre individuos relacionados y no | especifica de receptores con HLA-C del subgrupo C1 (C1/x). Por otro lado,
y N R relacionados. se observé una asociacion entre la disminucion en la incidencia de recaida
(2016) 60 mieloides YT . filacti EICH ; . 2 libre d i : | iad
linfoides. ratamiento profilactico para . y mejor supervivencia libre de recaidas en pacientes con la ausencia de

uno o mas ligandos para receptores KIR de su respectivo donante
(particularmente en donantes no relacionados).
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Bachanova vy
col. (2016) 62

614 pacientes
con linfoma no
Hodgkin.

TCMH entre individuos no relacionados
con compatibilidad completa 0
incompleta.

Sin eliminacion de células T de las
preparaciones de CMH.
Régimen condicionante mieloablativo o
de intensidad reducida.
Tratamiento profilactico para EICH.

Pacientes trasplantados con donantes con haplotipo B/x, presentaron
menor incidencia de recaida en los primeros 5 afios, ademas de mayor
supervivencia libre de enfermedad en este periodo de tiempo.

Bastos-Oreiro
y col. (2016) 65

33 pacientes
LMA, LLA,
SMD, entre
otros.

TCMH con donantes HLA haploidénticos.
Sin eliminacion de células T de las
preparaciones de CMH.
Régimen condicionante mieloablativo o
de intensidad reducida.
Tratamiento profilactico para EICH.

Pacientes con al menos una incompatibilidad entre genes de receptores
KIR inhibidores con su respectivo donante, presentaron mejor
supervivencia libre de enfermedad y menor incidencia de recaida
(principalmente en pacientes con linfoma Hodgkin).
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Tabla 2. Caracteristicas demograficas de los receptores y donantes.

CARACTERISTICAS Receptor Donante
Edad receptor? 34 (6 —74) 36 (4 — 64)
Genero?

Mujeres 81 (50,3) 95 (59)
Hombres 80 (49,7) 66 (41)
Tipo de donante?

Hermano(a) 109 (67,7)

Hijo(a) 10 (6,2)

Padre 8 (5)

Madre 34 (21,1)
Relacién trasplante segin género?

Donante hombre - Receptor hombre 35 (21,7)

Donante mujer — Receptor mujer 50 (31,1)

Donante hombre — Receptor mujer 45 (28)

Donante mujer — Receptor hombre 31 (19,3)

! Mediana y rango.
2 Frecuencia absoluta y relativa.
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Tabla 3. Caracteristicas clinicas de los receptores.

CARACTERISTICAS

Seguimiento en meses?

24,3 (0,3-186,5).

Supervivencia en meses?

96,8 (11,9 — 186,5)

Tipo de trasplante?

Idéntico 88 (54,7)
Haploidéntico 73 (45,3)
Fuente de células hematopoyéticas?

Sangre periférica 155 (96,3)
Médula 6sea 6 (3,7)
Estatus serolégico CMV?

Donante+ /Receptor+ 108 (67,1)
Donante+ /Receptor- 6 (3,7)
Donante- /Receptor+ 10 (6,2)
Donante- /Receptor- 1(0,6)
Enfermedad original®

Leucemia linfoide aguda 53 (32,9)
Leucemia mieloide aguda/ Mielodisplasia 55 (34,2)
Leucemias crénicas/Linfomas 17 (10,6)
Mielofibrosis 5(3,1)
Enfermedades benignas 31 (19,2)
indice de riesgo enfermedad (DRI)?

1 (Bajo) 44 (27,3)
2 (Intermedio) 7 (4,3)

3 (Alto) 4 (2,5)

4 (Muy alto) 1(0,6)
Comorbilidades?

Infeccion 37 (23)
Infeccion — Enfermedad cardiaca 1(0,6)
Infeccion — Perturbacion psiquiatrica 2(1,2)
Tumor soélido 4 (2,5)
Tumor solido — Perturbacién psiquiatrica 1(0,6)
Diabetes 3(1,9)
Diabetes — Infeccion 1(0,6)
Diabetes — Perturbacién psiquiatrica 1(0,6)
Obesidad 3(1,9)
Enfermedad renal 2(1,2)
Enfermedad cerebral 1(0,6)
Perturbacion psiquiatrica 1(0,6)
Tratamiento profilactico EICH?

Ciclosporina 94 (58,4)
Ciclosporina — Micofenolato 67 (41,6)
Régimen condicionante?®

Mieloablativo 54 (33,5)
No mieloablativo 10 (6,2)
Régimen de intensidad reducida 97 (60,3)
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Desenlaces?

EICH aguda 57 (35,4)

EICH cronica 47 (29,2)
Recaida 31(19,3)
Rechazo 5 (3,11)
Seguimiento hasta desenlace en meses?

EICH aguda 10,2 (0,6 — 20,1)
EICH crénica 11,9 (2,2 -23,9)
Recaida 22,1(0,3-77,3)

! Mediana y rango.
2 Frecuencia absoluta y relativa.
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Tabla 4. Caracteristicas inmunoldgicas de los receptores y donantes.

CARACTERISTICAS

Incompatibilidad Grupo sanguineo?

Compatibilidad 126 (78,3)
Incompatibilidad 23 (14,3)
Incompatibilidad HLA®?

0 incompatibilidades 87 (54)

1 incompatibilidad 3(1,9)

2 incompatibilidades 4(2,5)

3 incompatibilidades 8 (5)

4 incompatibilidades 9 (5,6)

5 incompatibilidades 24 (14,9)
6 incompatibilidades 26 (16,1)
PRA cualitativo clase I*?

Positivo 7 (9,6)
Negativo 42 (57,5)
PRA cualitativo clase I1*2

Positivo 11 (15,1)
Negativo 38 (52,1)
PRA antigeno Unico clase 12

0-24% 7 (9,6)
25-48% 2(2,7)
PRA antigeno Unico clase 112

0-14% 5 (6,8)
15-29% 4 (5,5)
Haplotipos KIR receptor?!

AA 23 (14,3)
B/x 138 (85,7)
Haplotipos KIR donante?

AA 21 (13)
B/x 140 (87)
Modelo de compatibilidad ligando - ligando de KIR'?
Compatibilidad 31 (42,5)
Incompatibilidad 40 (54,8)
Modelo de compatibilidad ligando — receptor KIR?

Compatibilidad 46 (64,8)
Incompatibilidad 25 (35,2))
Modelo de compatibilidad gen — gen de receptores KIR?.
Compatibilidad 131 (81,4)
Incompatibilidad 30 (18,6)

! Frecuencia absoluta y relativa.
2 Receptores de TCMH con donante haploidéntico

% Se consideraron 10 o 12 alelos para la compatibilidad, dependiendo del método de tipificacion

del HLA



Tabla 5. Frecuencias génicas y genotipicas de receptores KIR en receptores de TCMH.

GENOTIPOS 3DL3 | 2DS2 | 2DL2 | 2DL3 | 2DP1 | 2DL1 | 3DP1 | 2DL4 | 3DL1 | 3DS1 | 2DL5 | 2DS3 | 2DS5 | 2DS4 | 2DS1 | 3DL2 | N°loci | n f
1 8] 1| 0,0062
3 9 23| 0,1429
1 0| 7| 00435
5 10| 1| 0,0062
7 11| 16| 0,0994
8 11| 2| 00124
9 11| 1| 0,0062
13 12| 2| 00124
14 12| 2| 00124
15 12| 4] 00248
16 12| 2| 00124
17 12| 1| 0,0062
18 12| 1| 0,0062
19 12| 1| 0,0062
20 12| 1| 0,0062
24 13| 35| 02174
25 13| 6| 00373
26 13| 1| 0,0062
27 13| 4| 00248
28 13| 1| 0,0062
29 13| 3| 0,0186
31 13| 1| 0,0062
32 14| 1| 00062
33 14| 2| 00124
34 14| 1| 0,0062
35 14| 1| 00062
36 14| 1| 00062
37 14| 1| 00062
39 14| 1| 00062
20 14| 2| 00124
a1 15| 30| 01863
22 15| 2| 00124
23 15| 3| 0,186
CONTEO DIRECTO (CD) | 161 88 | 87 | 144 | 155 | 155 | 161 | 161 | 148 | 106 | 109 | 24 | 97 | 148 | 95 | 161
FRECUENCIA
PORTADOR (P) 1 0,547 | 0,54 | 0,894 | 0,963 | 0,963 | 1 1 |0919 | 0658 | 0,677 | 0,149 | 0,602 | 0,919 | 0,59 | 1 gPresencia
FRECUE'E'FC('QGEN'CA 1 0327 | 0,322 | 0,675 | 0,807 | 0,807 | 1 1 |0716 | 0416 | 0432 | 0,078 | 037 0,716 | 0,36 | 1 Ausencia
INTERVALO DE 0275 | 0271 | 0,624 | 0,764 | 0764 0,667 | 0,362 | 0,378 | 0,048 | 0317 | 0,667 | 0307
CONFIANZA (IC) 0378 | 0,373 | 0,726 | 0,85 | 0,85 0,765 | 0,469 | 0,486 | 0,107 | 0,422 | 0,765 | 0,412
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Tabla 6. Frecuencias génicas y genotipicas de receptores KIR en donantes de TCMH.

GENOTIPOS | 3DL3 | 2DS2 | 2DL2 | 2DL3 | 2DP1 | 2DL1 | 3DP1 | 2DL4 | 3DL1 | 3DS1 | 2DL5 | 2DS3 | 2DS5 | 2DS4 | 2DS1 | 3DL2 | Neloci | n f
8] 2| 001242
9] 1] 0,00621
9] 20| 012422
10| 12| 0,07453
0] 1] 000621
11| 11| 0,06832
11| 1] 0.00621
11| 3| 0,01863
11| 1] 0,00621
11| 1] 0.00621
11| 1] 0,00621
12| 3] 001863
12| 4] 002484
12| 2| 001242
12 1] 0.00621
12| 1] 0,00621
12 1] 000621
12| 1] 0,00621
13| 31| 019255
13| 4] 0.02484
13| 1] 0,00621
13| 4] 002484
13| 1] 0,00621
13| 1] 000621
14| 1] 0,00621
14| 1] 0,00621
14| 1] 0.00621
14| 1] 0,00621
14| 1] 000621
14| 1] 0,00621
14| 2| 001242
14| 2| 001242
15| 28] 0.17391
15| 4] 002484
15| 1] 0,00621
15] 1] 000621
16| 8| 0,04969

CONTEO

DIRECTO (ep) | 161 | 86 | 87 | 143 | 153 | 153 | 161 | 61 | 151 | 115 | 111 | 32 | 92 | 150 | 96 | 161

FRECUENCIA

PORTADOR (b) | L | 0534 054 | 0,888 | 095 | 095 | 1 1 | 0938|0714 0689 | 0199 | 0571 | 0,932 | 0,596 | 1 BPresencia

FRECUENCIA Ausencia

CENICA (FO) 1 0317 | 0322|0666 | 0777|0777 | 1 1 | 0751|0465 | 0443 | 0,105 | 0345 | 0,739 | 0,365 | 1

INTERVALO DE 0,267 | 0271 | 0614 | 0732 | 0732 0,704 | 0,411 | 0388 | 0,071 | 0263 | 0691 | 0312

CONFIANZA (IC) 0368 | 0,373 | 0,717 | 0,823 | 0,823 0798 | 0,52 | 0,497 | 0,138 | 0,397 | 0,787 | 0,417
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Tabla 7. Haplotipos, frecuencias génicas y haplotipicas de receptores KIR en receptores

HAPLOTIPO | NOMENCLATURA® 3DL3 | 2Ds2 | 2012 | 2013 | 20P1 | 2011 | 3DP1 | 2DL4 [ 3DL1 [ 3DS1 [ 2DL5 [ 2053 [ 2DS5 | 2Ds4 | 2DS1 [ 3DL2 | et .
1| cA01~tA01 (1) 9| 1450450311
2 | cAO1~tBO1 2DS5 (2) 11| 510158385
3 | cA01~tB01 2DS3(3) 11| 2|0,006211
4 | cB02~1AO1 (4) 8| 32]0,099379
5 | cBO1~tA01 2DS3 (7) 12|  11]0,034161
6 | cBO1~tAO1 2DS5(6) 12| 1]0,003106
7 | cB02~tB01 (8) 10|  40|0,124224
8 | cB01~tB01 2DS3 (10) 12 0,024845
9 | cBO1~tBO1 2DS5 (11) 13 0,003106
10 | cB04~tB03 2DS5 (12) 7| 4|o012422
11 | cA01~tBOS (15) 10| 13]0,040373
12 | cBO5~tAO1 (16) 9| 1]0,003106
14 | cB03~tA01 2DS3 (18) 11| 1]0,003106
15 | cBO1~tBOS5 (19) 13| 1]0,003106
16 | cBO1~tA01 2DS5 sin 2DS2 (20) 11| 40,012422
21 | H4 11| 40,012422
22 | H5 12| 1]0,003106
23 | H6 12| 1]0,003106
24| c1 12| 1]0,003106

CONTEO DIRECTO (CD) | 322 | 103 | 102 | 218 | 242 | 242 | 318 | 318 | 215 | 123 | 131 | 24 | 108 | 215 | 109 | 322
F%%CI:\IL'JI'IIEE’\OICIID?RGE%NFI(():A 1 |032|032|068|075|075|099 | 099 | 067|038 041|007 034|067 |034]| 1

@ Haplotipo de referencia en paréntesis

Presencia
Ausencia
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Tabla 8. Haplotipos, frecuencias génicas y haplotipicas de receptores KIR en donantes

HAPLOTIPO | NOMENCLATURA® 3DL3 | 2DS2 | 2DL2 | 2DL3 | 2DP1 | 2DL1 | 3DP1 | 2DL4 | 3DL1 | 3DS1 2DS5 | 2DS4 | 2DS1 | 3DL2 | N°loci f
1 | cA01~tAO1 (1) 9| 134|0,416149
2 | cA01~tBO1 2DS5 (2) 1 53 | 0,164596
3 | cA01~tB01 2DS3(3) 1 20,006211
4 | cB02~tA01 (4) 8 32| 0,099379
5 | cBO1~tA01 2DS3 (7) 12 16 | 0,049689
7 | cB02~tB01 (8) 10 35 | 0,108696
8 | cB01~tB01 2DS3 (10) 12 0,024845
9 | cB01~tBO1 2DS5 (11) 13 0,009317
10 | cB04~tB03 2DS5 (12) 7 2]0,006211
11 | cA01~tBO5 (15) e e 10 19 | 0,059006
13 | cA01~tB06 (17) 12 1] 0,003106
14 | cB03~tA01 2DS3 (18) 11 1] 0,003106
15 | cBO1~tBO5 (19) 13 1] 0,003106
16 | cBO1~tA01 2DSS5 sin 2DS2 (20) 11 5| 0,015528
17 | cA02~tBO2 (21) 1] 0,003106
18 | H1 1] 0,003106
19 | H2 1] 0,003106
20 | H3 1] 0,003106
21| H4 1 1] 0,003106
24|cC1 12 30,009317
25|C2 9 20,006211
CONTEO DIRECTO (CD) 322 | 99 | 102 | 215 | 249 | 248 | 320 | 320 | 217 | 129 | 134 | 32 | 103 | 217 | 108 | 322
FRECUENCIA GENICA ]
CONTEO DIRECTO 1 |031]/032|067|077]077]099|099|067| 04 |042] 01 |032]|067]|034]| 1 Presencia
Ausencia

@ Haplotipo de referencia en paréntesis
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Tabla 9. Compatibilidad segun el modelo ligando — ligando de receptores KIR.

| DONANTE | RECEPTOR

GENES HLA GENES HLA
DIR tr;'sppol ;’net R HLA-A* HLA-B* HLA-C* Ligandos KIR HLA-A* HLA-B* HLA-C* Ligandos KIR Inc. K'R_rlri‘;:r?li‘:)"ga”do
1 Haploid. 26:01 34:XX 07:02 38:01 07:02 12:03 Bw4-801 C1C1 30:02 34:XX 07:02 15:XX 07:02 14:02 ClC1 ICH Bw4-80I
2 Haploid. 29:XX  24:XX 53:XX 35:XX 04:01 04:01 Bw4-801 C2C2 02:XX 24:XX 39:XX 35:XX 04:01 07:02 Bw4 C1C2 HCIC1
3 Haploid. 02:XX 68:XX 50:XX 40:XX 03:04/09 06:02 Cclc2 02:XX 68:XX 51L:XX 40:XX 03:04/09 15:02 Bw4-801 C1C2 HCI Bw4-80I
4 Haploid. 02:01 01:01 51:01 08:01 14:02 07:XX Bw4-801 C1C1 01:01 01:01 37:01 08:01 06:02 07:XX Bw4-80T C1C2 ICH C2
5 Haploid. 30:XX  24:XX 58:XX 40:XX 03:05 07:01 Bw4-801 C1C1 24:XX 24:XX 18:XX 40:XX 03:05 01:02 Bw4 C1C1 No
15 Haploid. 11:01 03:01 40:01 07:02 03:02 07:02 Cilc1 24:02 03:01 51:01 07:02 15:02 07:02 Bw4-801 C1C2 HCI Bw4-801 C2
16 Haploid. 02:XX 31:XX 44:XX 51:XX 05:01 15:02 Bw4-80T,801 C2C2 29:XX  3L:XX 07:XX 51:XX 05:01 08:02 Bw4-801 C1C2 HCIC1
17  Haploid. 24:XX 02:XX 40:XX 55:XX 03:03 03:05 Bw4 C1C1 24:XX 02:XX 35:XX 55:XX 01:02 03:03 Bw4 C1C1 No
18 Haploid. 26:XX 33:XX 53:XX 51L:XX 12:03 15:02 Bw4-801 C1C2 22:XX  33:XX  14:XX 51:XX 08:02 15:02 Bw4-801 C1C2 No
19 Haploid. 03:01 33:01 35:01 44:03 04:01 04:01 Bw4-80T C2C2 11:01 33:01 35:01 44:03 04:01 04:01 Bw4-80T C2C2 No
20 Haploid. 02:01 68:02 15:17 14:02 07:01 08:02 Bw4-801 C1C1 02:01 03:01 15:17 08:01 07:01 07:01 Bw4-801 C1C1 No
31 Haploid. 11:XX 02:01 35:XX 18:01 04:01 07:XX cicz2 24:02 02:01 35:XX 18:01 01:02 07:XX Bw4 C1C1 ICH C2, HCI Bw4
32  Haploid. 30:02 03:01 18:01 44:02 05:01 12:03 Bw4-80T C1C2 26:01 03:01 38:01 44:02 12:03 12:03 Bw4-80T,801 C1C1 ICH C2
33 Haploid. 03:01 24:02 35:01 40:02 04:01 03:05/09 Bw4 C1C2 24:02 24:02 40:02 40:02 03:05 03:05/09 Bw4 CiC1l ICH C2
34  Haploid. 03:XX 02:XX 07:XX 40:XX 04:01 07:02 cicz2 03:XX 02:XX 07:XX 40:XX 03:02 07:02 Cic1i ICH C2
35 Haploid. 24:XX 30:XX 35:XX 35:XX 01:02 04:01 Bw4 C1C2 02:XX 02:XX 35:XX 48:XX 01:02 08:01 CicC1i ICH C2
36  Haploid. 02:01 68:01 51:01 14:02 15:02 08:02 Bw4-801 C1C2 02:01 68:01 08:01 14:02 07:01 08:02 Cic1 ICH Bw4 C2
37 Haploid. 31L:XX 30:XX 35:XX 50:XX 01:02 06:02 cicz2 30:XX  30:XX 42:XX 50:XX 06:02 17:01/03 C2C2 ICH C1
38  Haploid. 24:02 03:01 51:01 52:01 15:02 08:02 Bw4-801 C1C2 24:02 11:01 51:01 35:01 15:02 04:01 Bw4-801 C2C2 ICH C1
39 Haploid. 02:XX 68:XX 44:XX 49:XX 05:01 07:01 Bw4-80T,801 C1C2 02:XX 02:XX 44:XX 40:XX 04:01 05:01 Bw4-80T C2C2 ICH C1
40  Haploid. 03:01 03:01 49:01 51:01 07:01 15:02 Bw4-801 C1C2 23:01 03:01 44:03 51:01 04:01 15:02 Bw4-80T,801 C2C2 ICH C1
41 Haploid. 02:11 30:02 40:04 35:01 03:04 04:01 cicz2 02:01 30:02 44:02 35:01 05:01 04:01 Bw4-80T C2C2 ICH C1, HCI Bw4-80T
42 Haploid. 02:XX 31:XX 58:XX 40:XX 01:10 07:01 Bw4-801 C1C1 02:XX 30:XX 58:XX 42:XX 07:01 12:04 Bw4-801 C1C2 HCI C2
43  Haploid. 68:XX 30:XX 27:XX 35:XX 01:02 03:04 Bw4-80T C1C1 68:XX 30:XX 44:XX 35:XX 03:04 05:01 Bw4-80T C1C2 HCI C2
44 Haploid. 24:XX 23:XX 15:XX 49:XX 07:01 07:02 Bw4-801 C1C1 24: XX  23:XX  15:XX 44:XX 04:01 07:02 Bw4-80T C1C2 HCI C2
45  Haploid. 33:XX 24:XX 14:02 07:02 08:02 07:02 Bw4 C1C1 24:XX 24:XX 51:01 07:02 15:02 07:02 Bw4-801 C1C2 HCI C2
46 Haploid. 26:01 23:01 14:01 41:01 08:04 08:02 Bw4 C1C1 33:01 23:01 18:01 41:01 05:01 08:02 Bw4 C1C2 ICH C2
47  Haploid. 24:02 24:02 39:06 44:03 07:02 16:01 Bw4-80T C1C1 03:01 24:02 07:05 44:03 15:05 16:01 Bw4-80T C1C2 HCI C2
48 Haploid. 29:02 80:01 15:03 44:03 02:02 04:01 Bw4-80T C2C2 29:02 29:02 15:03 44:03 02:02 16:01 Bw4-80T C1C2 HCIC1
49  Haploid. 02:01 03:01 18:01 35:49 05:01 04:01 cac2 02:01 24:02 18:01 35:43 05:.01 01:02 Bw4 C1C2 HCI C1
50 Haploid. 23:01 03:01 41:01 35:03 07:01 04:01 Bw4 C1C2 02:01 03:01 39:08 35:03 07:02 04:01 cicz2 ICH Bw4
51 Haploid. 02:01 02:11 51:01 40:04 14:02 03:04 Bw4-801 C1C1 68:01 02:11 39:06 40:04 07:02 03:04 ClC1 ICH Bw4-80I
52 Haploid. 33:01 68:02 53:01 15:10 04:01 03:04 Bw4-801 C1C2 68:02 68:02 42:02 15:10 17:03 03:04 cicz2 ICH Bw4-80I
53 Haploid. 03: XX  24:XX 07:XX 18:XX 01:02 07:02 Bw4 C1C1 02:XX  24:XX 5L:XX 18:XX 01:02 01:02 Bw4-801 C1C1 HCI Bw4-80I
54  Haploid. 23:01 24:02 44:03 40:XX 04:01 03:05 Bw4-80T C1C2 24:02 24:02 40:02 40:XX 03:05 03:05 Bw4 C1C1 ICH C2
55 Haploid. 30:02 26:01 35:20 49:01 04:.01 07:01 Bw4-801 C1C2 03:01 26:01 18:01 49:01 07:01 07:01 Bw4-801 C1C1 ICH C2
56 Haploid. 68:01 02:01 15:01 35:49 03:03 04:01 Clc2 29:02 02:01 44:03 3549 16:01 04:01 Bw4-80T C1C2 HCI Bw4

57  Haploid. 30:02 25:01 39:10 15:01 12:03 03:03 cici 30:02 30:02 39:10 27:03 12:03 01:02 Bw4-80T C1C1 HCI Bw4




58  Haploid. 33:01 32:01 58:01 15:01 03:02 03:03 Bw4-801 C1C1 11:01 32:01 51:01 15:01 16:02 03:03 Bw4-801 C1C1 HCI C2
59  Haploid. 24:02 23:01 58:02 44:03 06:02 04:01 Bw4-80T,801 C2C2 24:02 68:01 58:02 15:17 06:02 07:01 Bw4-801 C1C2 HCI C1
60  Haploid. 31:12 24:14 35143 40:02 01:02 03:04/09 C1iC1 31:12 26:01 35:43 38:.01 01:02 12:03 Bw4-801 C1C1 HCI Bw4-80I
61  Haploid. 23:01 30:02 53:01 15:03 06:02 02:10 Bw4-801 C1C1 23:01 30:02 45:01 15:03 16:01 02:10 Bw4 C1C2 HCI C1
62  Haploid. 02:13 24:02 51:01 35:02 15:02 04:01 Bw4-801 C2C2 02:13 03:01 51:01 07:02 15:02 07:02 Bw4-801 C1C2 HCI C1
63  Haploid. 26:01 68:01 38:01 39:01 12:03 07:02 Bw4-801 C1C1 24:14 68:01 40:02 39:01 03:04 07:02 Bw4 C1C1 ICH Bw4-80I
64  Haploid. 02:XX 24:XX 35:XX 40:XX 03:05 08:01 Bw4 C1C1 02:XX 24:XX 35:XX 40:XX 04:01 08:01 Bw4 C1C2 HCI C2
65  Haploid. 33XX 24: XX 14:XX  40:XX 03:04 08:02 Bw4 C1C1 33XX  24:XX 15:XX 40:XX 03:04 16:01 Bw4 C1C1 No

66  Haploid. 02:13 33:03 51:01 14:02 08:02 15:02 Bw4-801 C1C2 02:13 33:03 51:01 14:02 15:XX 08:02 Bw4-801 C1C2 No

67  Haploid. 24:XX  0L:XX 40:XX 35:XX 01:02 04:01 Bw4 C1C2 24:XX  03:XX 40:XX 35:XX 01:03 04:01 Bw4 C1C2 No

68  Haploid. 24:XX 25: XX 27:XX 15:XX 01:02 03:03 Bw4-80T C1C1 24: XX 29:XX  27:XX  44:XX 01:02 16:01 Bw4-80T C1C1 No

69  Haploid. 24: XX 24:XX 15:XX 07:XX 01:02 07:02 Bw4 C1C1 26:XX  24:XX 38:XX 07:XX 07:02 12:02 Bw4-801 C1C1 No

70  Haploid. 02:XX 03:XX 39:XX 07:XX 07:02 15:05 cicz2 02:XX 30:XX 39:XX 35:XX 04:01 07:02 cicz2 No

71  Haploid. 02:XX 68:XX 53:XX 15:XX 03:04 04:01 Bw4-801 C1C2 02:XX 32:XX 53:XX 14:XX 04:01 08:02 Bw4-801 C1C2 No

72  Haploid. 02:XX 03:XX 40:XX 14:XX 08:01 08:01 Cic1i 02:XX 11:XX 40:XX 40:XX 03:02 08:01 Cic1i No

73 Haploid. 03:XX 03:XX 35:XX 5B1L:XX 07:XX 04:XX Bw4-801 C1C2 03:XX 24:XX 35:XX 08:XX 07:XX 04:XX Bw4 C1C2 No

74 Haploid. 02:XX 68:XX 53:XX 53:XX 04:01 04:01 Bw4-801 C2C2 02:XX 34:XX 53:XX 44:XX 04:01 04:01 Bw4-80T,801 C2C2 No

75  Haploid. 02:01 24:02 39:.01 15:.01 07:02 01:02 Bw4 C1C1 02:01 24:02 39:01 51:01 07:02 16:01 Bw4-801 C1C1 No

76  Haploid. 25:01 24:02 49:.01 27:XX 07:01 02:02 Bw4-80T,801 C1C2 23:01 24:02 40:02 27:XX 03:XX 02:02 Bw4-80T C1C2 No

77  Haploid. 02:XX 02:XX 51:01 44:02 15:02 05:01 Bw4-80T,801 C2C2 02:XX 31:XX 51:01 35:05 15:02 04:01 Bw4-801 C2C2 No

78  Haploid. 02:01 02:05 49:.01 14:.02 07:01 08:02 Bw4-801 C1C1 01:01 02:05 58:01 14:02 07:01 08:02 Bw4-801 C1C1 No

79  Haploid. 26:01 29:02 57:01 35:01 18:01 04:01 Bw4-801 C2C2 01:01 29:02 44:02 35:.01 05:.01 04:01 Bw4-80T C2C2 No

80  Haploid. 01:01 24:02 35:02 35:43 04:01 01:02 Bw4 C1C2 01:01 24:02 35:02 40:02 04:01 03:05 Bw4 C1C2 No

81  Haploid. 11:01 30:01 52:01 42:01 12:02 17:01/03 Bw4-801 C1C2 02:01 30:01 44:03 42:01 03:03 17:01/03 Bw4-80T C1C2 No

82  Haploid. 02:02 23:01 08:01 42:01 03:04/09 17:01/03 Bw4 C1C2 02:11 23:01 40:04 42:01 03:04/09 17:01/03 Bw4 C1lC2 No

83  Haploid. 23:01 68:02 49:01 14:02 07:01 08:02 Bw4-801 C1C1 23:01 23:01 49:01 49:01 07:01 07:01 Bw4-801 C1C1 No

84  Haploid. 23:01 31:01 14:.01 40:02 08:02 01:10 Bw4 C1C1 23:01 31:01 14:01 44:03 08:02 16:01 Bw4-80T C1C1 No

85  Haploid. 24:02 31:01 45:01 40:01 16:01 03:04/09 Bw4 Cl1C1 24:02 23:01 45:01 07:02 16:01 07:02 Bw4 C1C1 No

86  Haploid. 29:02 68:01 44:03 35:31 16:01 03:04/09 Bw4-80T C1C1 29:02 02:01 44:03 08:01 16:01 07:01 Bw4-80T C1C1 No

87  Haploid. 31:01 24:02 35:43 38:01 01:02 12:03 Bw4-801 C1C1 02:01 24:02 51:01 38:.01 16:01 12:03 Bw4-801 C1C1 No

88  Haploid. 01:01 23:01 56:01 44:03 07:01 04:01 Bw4-80T C1C2 03:01 23:01 14:02 44:03 08:02 04:01 Bw4-80T C1C2 No

89  Haploid. 03:01 34:02 07:02 44:03 04:01 07:02 Bw4-80T C1C2 03:01 68:02 07:02 53:01 04:01 07:02 Bw4-801 C1C2 No

90 Haploid. 24:XX 02:XX 35:XX 35:XX 01:02 03:04 Cic1i 24:XX 02:XX 35:XX 35:XX 03:03 03:04 Cic1i No

D/R; Parejas de donante/receptor, ordenadas de acuerdo a los modelos de compatibilidad segun los receptores tipo KIR.

0: Ausencia 1: Presencia
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Tabla 10. Compatibilidad segun el modelo ligando — receptor KIR.

DONANTE [ RECEPTOR
GENES KIR GENES HLA
x
N4
N - N 2] < wn — N [32] < n — — N ™ - — o A

DR tr-le—llsppole?nie é‘,é ........ é é é g g § § § é é é é (DQ\-‘ :'D; g HLA-A* HLA-B* HLA-C* Ligandos KIR Inc. KlR?;gggltgrhgando

g
1 Haploid. 1 0 1 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 1 1 AA 30:02 34XX 07:02 15XX 07:02 1402  CICl KIR3DL1D/Bw4-R
2 Haploid. 1 0 1 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 1 1 AA 02XX 24XX 39:XX 35:XX 0401  07:.02  Bw4 CIC2 No
3 Haploid. 1 0 1 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 1 1 AA 02XX 68XX 5LXX 40:XX 03:04/09 15:02  Bw4-80I C1C2 No
4 "Haplod. 1 0 1 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 1 1 AA 0101 01:01 3701 0801 0602 07:XX  Bw4-80T C1C2 No
5 "Haploid. 1 0 1 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 1 1 AA 24XX 24XX 18XX 40:XX 03:05  01:02  Bw4 CIC1L No
15 Haplod. 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 AB 2402 0301 51:01 07:02 1502  07:.02  Bw4-80l C1C2 KIR2DS1D/C2+R
16 Haplod. 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 AB 29XX 3LXX 07:XX B5LXX 0501  08:02  Bw4-80l C1C2 KIR2DS2D/C1+R
17 Haplod. 1 0 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 AB 24XX 02XX 35XX 55:XX 01:02  03:03  Bw4CICl No
18 Haplod. 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 AB 22XX 33XX 14XX B5LXX 0802 1502  Bw4-80l C1C2 No
19 Haplod. 1 0 1 1 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 AB 11:01 3301 3501 4403 0401 0401  Bw4-80T C2C2 No
20 Haploid. 1 0 1 1 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 AB 0201 0301 1517 0801 07:01  07:.01  Bw4-80I C1C1 No
31 Haploid. 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 AB 2402 0201 35:XX 1801 01:02  07:XX  Bw4 CICl KIR2DL1D/C2-R
32 Haploid. 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 AB 2601 0301 3801 44:02 1203  12:03  Bw4-80T,80I CIC1 KIR2DL1D/C2-R
33 Haploid. 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 BB 2402 2402 40:02 40:02 0305  03:0509 Bw4 C1C1 KIR2DL1D/C2-R
34 Haploid. 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 AB 03XX 02XX 07:XX 40:XX 03:02  07:.02  CICl KIR2DL1D/C2-R
35 Haploid. 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 AB 02XX 02XX 35XX 48XX 01:02 0801  CICl KIR2DL1D/C2-R, KIR3DL1D/Bw4-R
36 Haploid. 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 AB 0201 6801 0801 14:02 07:01 0802  CICl KIR2DL1D/C2-R, KIR3DL1D/Bw4-R
37 Haploid. 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 AB 30:XX 30:XX 42:XX 50:XX 06:02  17:01/03 C2C2 KIR2DL2/3D/C1-R
38 Haploid. 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 BB 2402 11:01 51:01 3501 1502 0401  Bw4-80I C2C2 KIR2DL2/3D/C1-R
30 Haploid. 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 BB 02XX 02XX 44XX 40:XX 0401 0501  Bw4-80T C2C2 KIR2DL2/3D/C1-R
40 Haplod. 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 AB 2301 0301 4403 51.01 0401 1502  Bw4-80T,80I C2C2 KIR2DL2/3D/C1-R
41 Haplod. 1 0 1 1 0 0 0 O 1 0 1 1 1 1 1 1 AB 0201 30:02 4402 3501 0501 0401  Bw4-80T C2C2 KIR2DL3D/C1-R
42 Haploid. 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 AB 02XX 30:XX 58XX 42:XX 07:01  12:04  Bw4-80I C1C2 KIR2DS1D/C2+R
43 Haploid. 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 AB 68XX 30:XX 44:XX 35:XX 03:04 0501  Bw4-80T C1C2 KIR2DS1D/C2+R
44 Haplod. 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 AB 24XX 23XX 15XX 44XX 0401  07:02  Bw4-80T C1C2 KIR2DS1D/C2+R
45 Haplod. 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 AB 24XX 24XX 5101 07:02 1502  07:02  Bw4-80I C1C2 KIR2DS1D/C2+R
46 Haploid. 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 BB 3301 2301 1801 41:.01 0501  08:02  Bw4 CIlC2 KIR2DS1D/C2+R
47 Haploid. 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 AB 0301 2402 07.05 44:03 1505  16:01  Bw4-80T C1C2 KIR2DS1D/C2+R
48 Haplod. 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 BB 2902 2902 1503 4403 0202 1601  Bw4-80T C1C2 KIR2DS2D/C1+R
49 Haplod. 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 AB 0201 2402 1801 3543 0501  01:02  Bw4CIC2 KIR2DS2D/C1+R
50 Haploid. 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 AB 0201 0301 39:08 3503 07:02 0401 ClC2 KIR3DL1D/Bw4-R
51 Haploid. 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 BB 6801 0211 39:06 40:04 07:02 0304 CICl KIR3DL1D/Bw4-R
52 Haploid. 1 0 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 AB 6802 6802 4202 1510 17.03  03:04  CIC2 KIR3DL1D/Bw4-R
53 Haploid. 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 AB 02XX 24XX 5LXX 18XX 01:02  01:02  Bw4-80I C1C1 No
54 Haploid. 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 0 1 BB 2402 2402 40:02 40:XX 0305  03:05  Bw4CICl No
55 Haploid. 0 1 1 1 0 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 BB 0301 2601 1801 4901 0701  07.01  Bw4-80I C1C1 No
56 Haploid. 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 AB 29:02 0201 4403 3549 1601 0401  Bw4-80T CIC2 No
57 Haploid. 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 AB 30:02 3002 39:10 27:03 1203  01:02  Bw4-80T CIC1 No
58 Haploid. 1 0 1 1 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 AB 11:.01 3201 51:01 1501 16:02  03:03  Bw4-80I C1C1 No
50 Haploid. 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 AB 2402 6801 5802 1517 06:02  07.01  Bw4-80I C1C2 No
60 Haploid. 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 AB 31112 2601 3543 3801 01:02  12:03  Bw4-80I CIC1 No
61 Haploid. 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 BB 2301 3002 4501 1503 1601  02:10  Bw4 CI1C2 No
62 Haploid. 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 BB 0213 0301 51:01 07:02 1502  07:.02  Bw4-80I C1C2 No
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63  Haploid. i1 o0 1 1 1 1 0 O o 1 o0 1 1 1 1 1 BB 2414 6801 40:02 39:01 03:04 07:02 Bw4 C1C1 No
64  Haploid. 1 1 1 1 0 o0 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 AB 02:XX 24:XX 35XX 40:XX 04:01 08:01 Bw4 C1C2 No
65  Haploid. 1 0 1 1 0 O O O 1 O 1 0 1 1 1 1 AA 33XX 24XX 15:XX 40:XX 03:04 16:01 Bw4 C1C1 No
66  Haploid. 11 o0 1 1 o0 1 1 1 O 1 O 1 1 1 1 BB 0213 3303 51:.01 14:02 15XX 08:02 Bw4-801 C1C2 No
67  Haploid. 11 1 1 1 o 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 AB 24XX 03:XX 40:XX 35XX 01:03 04:01 Bw4 C1C2 No
68  Haploid. i1 o 1 1 1 1 0 o0 1 1 1 1 1 1 1 1 AB 24XX 29XX 27:XX 44:XX 01:02 16:01 Bw4-80T C1C1 No
69  Haploid. 1 1 1 1 0 O 1 O 1 O 1 0 1 1 1 1 AB 26:XX 24XX 38XX 07:XX 07:02 12:02 Bw4-801 C1C1 No
70  Haploid. 11 1 1 1 1 1 O0 1 1 1 1 1 1 1 1 AB 02:XX 30:XX 39:XX 35:XX 04:01 07:02 CicC2 No
71  Haploid. 11 1 1 1 1 1 o0 1 1 1 1 1 1 1 1 AB 02:XX 32:XX 53:XX 14:XX 04:01 08:02 Bw4-801 C1C2 No
72 Haploid. 11 1 1 1 1 1 0 0o 1 0 1 1 1 1 1 BB 02XX 11:XX 40:XX 40:XX 03:02 08:01 Cici No
73  Haploid. i1 0 1 1 1 1 O O 1 1 1 1 1 1 1 1 AB 03XX 24:XX 35XX 08XX 07:XX 04:XX Bw4 C1C2 No
74  Haploid. 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 BB 02:XX 34XX 53:XX 44:XX 04:01 04:01 Bw4-80T,801 C2C2 No
75  Haploid. 11 1 1 1 1 1 o0 1 1 1 1 1 1 1 1 AB 0201 24:02 39:.01 51:.01 07:02 16:01 Bw4-801 C1C1 No
76 Haploid. 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 AB 23:01 24:02 40:02 27:XX 03:XX 02:02 Bw4-80T C1C2 No
77  Haploid. 1 1 1 1 0 O 1 O 1 O 1 O 1 1 1 1 AB 02:XX 31:XX 51:.01 3505 15:02 04:01 Bw4-801 C2C2 No
78  Haploid. 1 1 1 1 1 1 1 o0 1 1 1 1 1 1 1 1 AB 01:.01 0205 5801 14:.02 07:.01 08:02 Bw4-801 C1C1 No
79  Haploid. i1 0 1 1 1 1 0 o0 1 1 1 1 1 1 1 1 AB 01:.01 29:02 44:.02 3501 05:01 04:01 Bw4-80T C2C2 No
80  Haploid. o 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 0 1 BB 01:.01 24:02 3502 40:02 04:01 03:05 Bw4 C1C2 No
81  Haploid. i1 0 1 1 0 O O O 1 O 1 1 1 1 1 1 AB 0201 30:01 44:.03 42:01 03:03 17:01/03 Bw4-80T C1C2 No
82  Haploid. 1 0 1 1 0 O O O 1 o0 1 1 1 1 1 1 AB 0211 23:01 40:04 42:01 03:04/09 17:01/03 Bw4 C1C2 No
83  Haploid. i1 o0 1 1 1 1 0 O o0 1 o0 1 1 1 1 1 BB 2301 2301 4901 49:01 07:.01 07:01 Bw4-801 C1C1 No
84  Haploid. 11 1 1 1 1 1 o0 1 1 1 1 1 1 1 1 AB 2301 31:01 14:01 44:03 08:02 16:01 Bw4-80T C1C1 No
85  Haploid. i1 0 1 1 1 1 o0 O 1 1 1 1 1 1 1 1 AB 2402 23:01 4501 07:02 16:01 07:02 Bw4 C1C1 No
86  Haploid. o 1 o0 1 1 1 1 o0 1 1 1 1 1 1 0 1 BB 29:02 0201 44:.03 0801 16:01 07:01 Bw4-80T C1C1 No
87  Haploid. 11 1 1 1 1 1 o0 1 1 1 1 1 1 1 1 BB 0201 24:02 51:01 3801 16:01 12:03 Bw4-801 C1C1 No
88  Haploid. 11 1 1 1 1 1 1 o0 1 o0 1 1 1 1 1 BB 0301 2301 14:02 44:03 08:02 04:01 Bw4-80T C1C2 No
89  Haploid. i1 1 1 1 1 1 0 O 1 0 1 1 1 1 1 BB 0301 6802 07:.02 5301 04.01 07:02 Bw4-801 C1C2 No
90  Haploid. 11 1 1 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 BB 24XX 02:XX 35:XX 35:XX 03:03 03:04 cici No

D/R; Parejas de donante/receptor, ordenadas de acuerdo a los modelos de compatibilidad segun los receptores tipo KIR.
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Tabla 11. Compatibilidad segun el modelo gen — gen de receptores KIR.

RECEPTOR

GENES KIR

DONANTE

GENES KIR

Inc. KIR modelo
gen-gen

diM odiojdeH
1dag
1daz
€7ae
ziae
1Sag
T1ae
6sac
¥Sae
€saz
zsae
1Saz
§7az
jaler
€7az
z7az
11az

di odnojdeH
1das
1daz
€7ae
ziae
1SQg
11ag
6sac
¥Saz
€sac
zsaz
1saz
57az
v1az

€71ac

a4

Tipo de
trasplante

D/R

AB Don AA / Rec BA
AB Don AA/Rec BA
AB Don AA/Rec BA
AB Don AA/Rec BA
AB Don AA/ Rec BA
AB Don AA/Rec BA
AB Don AA/Rec BA
AB Don AA/ Rec BA
AB Don AA / Rec BA
AB Don AA/Rec BA
AB Don AA/Rec BA
AB Don AA/ Rec BA
AB Don AA/Rec BA
AB Don AA/Rec BA
AA Don BA/Rec AA
AA Don BA/Rec AA
AA Don BA/Rec AA
AA Don BA/Rec AA
AA Don BA/Rec AA
AA Don BA/Rec AA
AA Don BB/ Rec AA
AA Don BA/Rec AA
AA Don BA/Rec AA
AA Don BB/ Rec AA
AA Don BA/Rec AA
AA Don BB/ Rec AA
AA Don BA/Rec AA
AA Don BA/Rec AA
AA Don BB/ Rec AA
AA Don BB/ Rec AA

AB No

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

1
1
1
1
1

Haploid.

Haploid.

Haploid.

Haploid.

Haploid.
Id.

Id.

Id.

Id.

Id.

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

Id.

Id.

Id.

Id.

1
1
1
1
1
1

Haploid.

Haploid.

Haploid.

Haploid.

Haploid.

Haploid.
Id.

Id.

22
23
24
25
26
27

Id.

Id.

Id.

BB

Id.

Id.

Id.

28
29
30
31

Id.

Id.

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

Haploid.

AB No

Haploid.

32

BB No

Haploid.

33
34
35
36
37

AB No

Haploid

AB No

Haploid.

AB No

Haploid.

BB No

0
0

Haploid.

BB No

Haploid.

38
39
40
41

BB No

Haploid.

AB No

Haploid.

AB No

Haploid.

AB No

Haploid.

42
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BB No

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

1
1
1
1
1
1
1
1
0
1
1
0
0
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
0
1
1
1
1
1
0
1
1
1
1

Haploid.

43
44
45
46
47
48
49
50
51

AB No

Haploid.

AB No

Haploid.

BB No

Haploid.

AB No

Haploid.

BB No

Haploid.

BB No

Haploid.

BB No

Haploid,

BB No

0

Haploid.

AB No

Haploid.

52
53
54
55
56
57
58
59
60
61

AB No

Haploid.

BB No

Haploid.

AB No

Haploid.

AB No

Haploid.

AB No

Haploid.

AB No

Haploid.

AB No

Haploid.

AB No

Haploid.

AB No

Haploid.

BB No

Haploid.

62

AB No

Haploid.

63
64

AB No

Haploid

AA No

Haploid.

65
66
67

BB No

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

Haploid.

AB No

Haploid.

AB No

Haploid.

68
69
70
71

AB No

Haploid.

AB No

Haploid.

AB No

Haploid.

BB No

Haploid.

72
73
74
75
76
7
78
79
80
81

AB No

Haploid.

BB No

Haploid.

BB No

0

Haploid.

AB No

Haploid.

BB No

Haploid.

BB No

Haploid.

AB No

Haploid.

AB No

Haploid.

AB No

Haploid.

AB No

Haploid.

82

BB No

Haploid.

83
84

AB No

Haploid.

AB No

Haploid.

85
86
87
88
89
90
91

AB No

Haploid.

BB No

Haploid.

BB No

Haploid.

AB No

Haploid.

BB No

Haploid
Id.

AB No

AA No

Id.

92
93
94

BB No

1
1
1

Id.

AB No

Id.

BB No

Id.

95
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BB No

1
1

Id.

96
97
98
99

AB No

Id.

AA  No

Id.

AB No

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

Id.

AB No

Id.

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148

AB No

Id.

BB No

0

Id.

AB No

Id.

AB No

Id.

AB No

Id.

AB No

Id.

AB No

Id.

AB No

Id.

AB No

Id.

AB No

Id.

AB No

Id.

AB No

Id.

BB No

Id.

BB No

Id.

BB No

Id.

BB No

Id.

AB No

Id.

AB No

Id.

BB No

Id.

BB No

Id.

AB No

Id.

AB No

Id.

AB No

Id.

AB No

Id.

AA No

Id.

AA No

Id.

AB No

1
1
1

Id.

AB No

Id.

AB No

Id.

AA No

Id.

AB No

1
1
1
1
1
1
1

Id.

AB No

Id.

BB No

0

Id.

AB No

Id.

AB No

Id.

BB No

Id.

BB No

Id.

AA No

Id.

AB No

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

Id.

AB No

Id.

BB No

Id.

AB No

Id.

AB No

Id.

AB No

Id.

AB No

Id.

AB No

Id.

AB No

Id.

AB No

Id.
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AB No

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

Id.

149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161

AB No

Id.

AB No

Id.

AB No

Id.

AB No

Id.

BB No

Id.

AB No

Id.

AB No

Id.

BB No

Id.

AB No

Id.

AB No

Id.

AB No

1
1

Haploid.

BB No

Haploid.

D/R; Parejas de donante/receptor, ordenadas de acuerdo a los modelos de compatibilidad segun los receptores tipo KIR.

0: Ausencia 1: Presencia
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Tabla 12. Resumen compatibilidad segun los receptores tipo KIR basados en los modelos de

alorreactividad de células NK.

INC. SEGUN MODELOS ALORREACTIVIDAD CELULAS NK

D/IR Tipo de I_nc. KIR modelo Inc. KIR modelo ligando - receptor Inc. KIR modelo gen-gen
trasplante ligando - ligando

1 Haploid. ICH Bw4-80I KIR3DL1D/Bw4-R Don AA / Rec AB
2 Haploid. HCI C1 No Don AA / Rec AB
3 Haploid. HCI Bw4-801 No Don AA/ Rec AB
4 Haploid. ICH C2 No Don AA / Rec AB
5 Haploid. No No Don AA / Rec AB
6 Id. N.A N.A Don AA / Rec AB
7 Id. N.A N.A Don AA / Rec AB
8 Id. N.A N.A Don AA / Rec AB
9 Id. N.A N.A Don AA / Rec AB
10 Id. N.A N.A Don AA / Rec AB
11 Id. N.A N.A Don AA / Rec AB
12 Id. N.A N.A Don AA / Rec AB
13 Id. N.A N.A Don AA / Rec AB
14 Id. N.A N.A Don AA / Rec AB
15 Haploid. HCI Bw4-80I C2 KIR2DS1D/C2+R Don AB / Rec AA
16 Haploid. HCI C1 KIR2DS2D/C1+R Don AB / Rec AA
17 Haploid. No No Don AB / Rec AA
18 Haploid. No No Don AB / Rec AA
19 Haploid. No No Don AB / Rec AA
20 Haploid. No No Don AB / Rec AA
21 Id. N.A N.A Don BB / Rec AA
22 Id. N.A N.A Don AB / Rec AA
23 Id. N.A N.A Don AB / Rec AA
24 Id. N.A N.A Don BB / Rec AA
25 Id. N.A N.A Don AB / Rec AA
26 Id. N.A N.A Don BB / Rec AA
27 Id. N.A N.A Don AB / Rec AA
28 Id. N.A N.A Don AB / Rec AA
29 Id. N.A N.A Don BB / Rec AA
30 Id. N.A N.A Don BB / Rec AA
31 Haploid. ICH C2, HCI Bw4 KIR2DL1D/C2-R No

32 Haploid. ICH C2 KIR2DL1D/C2-R No

33 Haploid. ICH C2 KIR2DL1D/C2-R No

34 Haploid. ICH C2 KIR2DL1D/C2-R No

35 Haploid. ICH C2 KIR2DL1D/C2-R, KIR3DL1D/Bw4-R No

36 Haploid. ICH Bw4 C2 KIR2DL1D/C2-R, KIR3DL1D/Bw4-R No

37 Haploid. ICH C1 KIR2DL2/3D/C1-R No

38 Haploid. ICH C1 KIR2DL2/3D/C1-R No

39 Haploid. ICH C1 KIR2DL2/3D/C1-R No

40 Haploid. ICH C1 KIR2DL2/3D/C1-R No

41 Haploid. ICH C1, HCI Bw4-80T KIR2DL3D/C1-R No

42 Haploid. HCI C2 KIR2DS1D/C2+R No

43 Haploid. HCI C2 KIR2DS1D/C2+R No

44 Haploid. HCI C2 KIR2DS1D/C2+R No

45 Haploid. HCI C2 KIR2DS1D/C2+R No

46 Haploid. ICH C2 KIR2DS1D/C2+R No

47 Haploid. HCI C2 KIR2DS1D/C2+R No

48 Haploid. HCI C1 KIR2DS2D/C1+R No

49 Haploid. HCI C1 KIR2DS2D/C1+R No

50 Haploid. ICH Bw4 KIR3DL1D/Bw4-R No

51 Haploid. ICH Bw4-80I1 KIR3DL1D/Bw4-R No

52 Haploid. ICH Bw4-80I KIR3DL1D/Bw4-R No

53 Haploid. HCI Bw4-80I No No

54 Haploid. ICH C2 No No

55 Haploid. ICH C2 No No

56 Haploid. HCI Bw4 No No

57 Haploid. HCI Bw4 No No

58 Haploid. HCI C2 No No

59 Haploid. HCI C1 No No

60 Haploid. HCI Bw4-80I No No

61 Haploid. HCI C1 No No

62 Haploid. HCI C1 No No

63 Haploid. ICH Bw4-80I No No

64 Haploid. HCI C2 No No
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Tabla 13. Resumen resultados del andlisis bivariado — método de Kaplan Meier.

Pacientes de TCMH con donante idéntico

Desenlaces

Supervivencia
global

Supervivencia

libre de
enfermedad

Mortalidad no
relacionada a

recaida

Incidencia
de EICH
aguda

Incidencia
de EICH
cronica

Recaida

Pacientes con EICH aguda

Pacientes sin EICH crdnica

L 4

Pacientes con recaida

Donantes con gen KIR3DS1

- -

4

Donantes con gen KIR2DS1

Donantes con gen KIR2DS5

. 4
L 1

Donantes con gen KIR2DL5

Incompatibilidad grupo sanguineo

NN

Haplotipo B/x donante

Receptores de TCMH con donante haploidéntico

Pacientes entre 41 - 57 anos

»

Pacientes trasplantados con donantes mujeres

Pacientes mujeres trasplantados con donantes hombres

Pacientes con leucemias crdnicas

Pacientes con mielofibrosis

Pacientes con gen KIR2DL5

e -

. e

Pacientes con gen KIR2DS1

Donantes con gen KIR2DL5

Donantes con gen KIR2DS1

-

Haplotipo AA paciente

Compatibilidad segiin modelo gen - gen

» -
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Tabla 14. Modelo de riesgos proporcionales de Cox de los eventos supervivencia global, supervivencia
libre de enfermedad y mortalidad no relacionada de receptores de TCMH con donante idéntico

Supervivencia Global®

Supervivencia libre de
enfermedad®

Mortalidad no
relacionada®

Variable Efecto

HR (IC 95%) p HR (IC 95%) p HR (IC 95%) p
Modelo de Incompatible vs
compatibilidad gen — C P bl 0,97 (0,3-3,11) |0,9 0,42 (0,16 -1,07) |0,06 |0,58(0,15-2,22) | 0,42
gen ompatible
Haplotipo KIR KIR3DS1 presente
donante més vs KIR3DS1 3,25 (1,39 - 7,58) | 0,007* | 2,76 (1,22 - 6,25) | 0,015* | 2,64 (1,02 - 6,82) | 0,045*
KIR3DS1 ausente

HR: Hazard Ratio; *p<0,05.
a. Ajustado por las variables: edad del receptor, haplotipo KIR receptor, EICH aguda y recaida.
b. Ajustado por las variables edad del receptor, haplotipo KIR receptor y relacion del trasplante segun género.

c. Ajustado por la variable haplotipo KIR receptor.
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Tabla 15. Modelo de riesgos proporcionales de Cox de los eventos supervivencia global, supervivencia
libre de enfermedad y mortalidad no relacionada de receptores de TCMH con donante haploidéntico

Supervivencia Global?

Supervivencia libre de

Mortalidad no

Variable Efecto enfermedad® relacionada‘
HR (IC 95%) p HR (IC 95%) p HR (IC 95%) p
Modelo de ;
compatibilidad | ncompatible vs 1 55 ¢ 66 0.82) |0,024* | 0,23 (0,06 - 0,82) |0,024* | 0,21 (0,04 - 1,13) | 0,07
Compatible
gen —gen
Modelo de Incompatible vs
compatibilidad pa 0,94 (0,32-2,74) |0,91 |1,41(0,43-4,66) |0,57 |1,47 (0,37 -5,78) |0,58
; . Compatible
ligando - ligando
Modelo de Incompatible vs
compatibilidad pa 1,87 (0,62-5,66) (0,27 |1,72(0,55-5,35) |0,35 |2,39(0,84-6,8) |0,1
i Compatible
igando - receptor
dGoer?:r:?edel Hombre vs Mujer | 0,34 (0,15 - 0,81) |0,014* | 0,36 (0,15 - 0,83) |0,016* | 0,27 (0,08 - 0,87) |0,03*

HR: Hazard Ratio; *p<0,05.
a. Ajustado por las variables: enfermedad original, nimero de incompatibilidades HLA, fuente de células hematopoyéticas.
b. Ajustado por las variables: enfermedad original, edad del receptor, nUmero de incompatibilidades HLA, fuente de células

hematopoyéticas.

c. Ajustado por las variables: enfermedad original, edad del receptor y numero de incompatibilidades HLA.
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Tabla 16. Modelo de riesgos competitivos para los eventos EICH aguda, EICH cronica y recaida de
receptores de TCMH con donante idéntico

, EICH aguda ? EICH crénica® Recaida ¢
Variable Efecto
sHR (IC 95%) p sHR (IC 95%) p sHR (IC 95%) p

Modelo de Incompatible vs

compatibilidad Pa 0,58 (0,14-2,39) |0,45 |0,82(0,36-1,87) |0,64 |0,22 (0,05 -0,92) | 0,04*
Compatible

gen —gen

Haplotipo KIR

donante mas KIR3DS1 presente vs |, 3 (0,003 - 0,28) | 0,002 | 0,65 (0,18 - 2.29) | 0,5 |1,69 (0,54 - 5,32) | 0,37
KIR3DS1 ausente

KIR3DS1

Haplotipo KIR

donante mas | KIRZDSLpresentevs | na 501 _0.83) |0,034* |0,78 (0,28 - 2,18) | 0,64 | 0,55 (0,17 - 1,79) | 0,32
KIR2DS1 ausente

KIR2DS1

Estatus Donante - Receptor - .| ) ) )

seroldgico CMV | vs Receptor + 3.9 (1,56 - 9.8) 0,004

Haplotipo KIR

donante mas ﬁ:ggg:ﬁ ZLeSZ?]r,:;e VS| - - - 0,32 (0,11 - 0,94) | 0,04*

KIR2DL2

sHR: sub-Hazard Ratio; *p<0,05.
a. Ajustado por las variables: relacion del trasplante segun género y haplotipo KIR receptor.
b. Ajustado por la variable relacion del trasplante segun género.
c. Ajustado por las variables: edad del receptor y relacién del trasplante segin género.
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Tabla 17. Modelo de riesgos competitivos para los eventos EICH aguda, EICH croénica y recaida de
receptores de TCMH con donante haploidéntico

_ EICH aguda? EICH crénica® Recaida ¢
Variable Efecto
sHR (IC 95%) D sHR (IC 95%) p sHR (IC 95%) p
Modelo de .
compatibilidad gen — | NcOMPatble Vs 6 57 4 67 . 0.98) 0,05+ |0,24 (0,04-1,44) 012 |04 (0,07-219) 0,29
gen Compatible
Modelo de Incompatible vs
compatibilidad ligando C P ol 1,13 (0,57 - 2,26) |0,72 |3,3(0,89-12,07) |0,07 1,25 (0,29 -5,48) |0,76
— ligando ompatible
Modelo de Incompatible vs
compatibilidad ligando pa 0,58(0,29-1,2) |0,14 |1,81(0,58-5,63) |0,3 1,47 (0,3-7,24) |0,63
Compatible
— receptor
Haplotipo KIR KrIeRsZeI?]tSelvs
donante mas EIRZDSl - - 10,29 (0,11 -0,77) |0,013* |- -
KIR2DS1
ausente
Haplotipo KIR KrIeRszealt_SVS
donante mas EIR2DL5 - - 0,18 (0,08 - 0,42) |<0,001* |- -
KIR2DL5
ausente
Género del donante | Hombre vs Mujer | - - 1,13(0,5-2,24) |0,73 - -
Comorbilidad vs .
Comorbilidades No comorbilidad | - - - - 2,11 (1,26 -3,54) |<0,001

sHR: sub-Hazard Ratio; *p<0,05.

a. Ajustado por las variables: haplotipo KIR receptor, haplotipo KIR donante y estatus seroldgico de CMV.

b. Ajustado por la variable enfermedad original.

c. Ajustado por la variable edad del donante.
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