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INTRODUCCION
1. TRASPLANTE DE PROGENITORES HEMATOPOYETICOS

1.1 Introduccién

El trasplante de progenitores hematopoyéticos constituye un recurso
terapéutico cada vez mas utilizado para un gran numero de enfermedades
malignas y no malignas (1, 2). Las principales indicaciones actuales aparecen
en la tabla 1.

Con esta intervencion terapéutica se pretende sustituir la hematopoyesis
del receptor/paciente por ser total o parcialmente defectuosa o neoplasica
mediante la infusibn de progenitores hematopoyéticos sanos obtenidos de
médula o6sea (MO), sangre periférica (CPSP) o cordon umbilical (CU)
procedentes bien del mismo paciente (trasplante autélogo) (3), o bien de un
donante familiar o no emparentado (trasplante alogénico), que restauren una
médula 6sea sana y que a su vez, ejerzan un efecto inmunomodulador sobre
las células neopléasicas residuales (4-6).

En determinadas circunstancias también permite un tratamiento
antineoplasico a dosis muy elevadas de quimioterapia y/o radioterapia para
erradicar las células tumorales (7).

Esto origina una mielodepresion prolongada o definitiva, que seria
solucionada por células madre hematopoyéticas que regeneran la médula
osea.

En los ultimos afios, se ha demostrado ampliamente en el trasplante
alogénico que las células inmunocompetentes infundidas con las células
progenitoras hematopoyéticas o que se originan a partir de ellas, dan lugar a un
potente efecto injerto contra tumor que es independiente de los efectos de las

altas dosis de quimioterapia (1).
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Estas reacciones inmunolégicas son reciprocas, del injerto contra su

nuevo huésped y las propias del huésped frente al injerto (7).

Tabla 1: Indicaciones de trasplante de médula 6sea

Enfermedades congénitas

Enfermedades adquiridas

Inmunodeficiencia congénita
combinada

Aplasia medular de Fanconi
Talasemia mayor
Drepanocitosis
Eritroblastopenia de Blackfan-
Diamond

Osteopetrosis

Tesaurismosis

Aplasia medular grave
Hemoglobinuria paroxistica
nocturna

Leucemias agudas
Leucemia mieloide cronica
Linfomas

Mieloma mudltiple
Sindromes mielodisplasicos

1.2 Tipos de trasplante

Existen diferentes clasificaciones dependiendo del tipo de donante, de la

procedencia de los progenitores hematopoyéticos o del tipo empleado de

acondicionamiento.

La procedencia de los progenitores hematopoyéticos puede ser diferente

médula 6sea, sangre periférica y cordén umbilical. A continuacion se detalla el

método de obtencion:

- Médula 6sea: los progenitores se obtienen mediante aspirados de médula

Osea (crestas iliacas).

- Sangre periférica: los progenitores son obtenidos mediante aféresis, Se

requiere movilizacion de las células madre de la médula 6sea a sangre

periférica mediante factores de crecimiento (normalmente G-CSF, factor

de crecimiento de granulocitos).

10
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- Cordon umbilical: se recogen por puncion de la vena umbilical
inmediatamente después del parto. Se obtienen de 70-120 ml de sangre

gue se congela en un Banco de Cordon Umbilical.

Segun el tipo de donante y su relacion con el paciente:
- Singénico: procedente de gemelo univitelino
- Xenogénico: donante de distinta especie.
- Autdlogo: los progenitores hematopoyéticos son del propio paciente,

obtenidos cuando el paciente ha respondido al tratamiento.

- Emparentado: donante familiar del receptor, generalmente un hermano

HLA idéntico (tabla 2).

Tabla 2: Factores que afectan el resultado del trasplante
alogénico emparentado HLA idéntico.

Factores prondésticos

Diagnostico y estadio de la enfermedad.

Edad del recepto

Diferencias en sistemas menores de histocompatibilidad
Exposicién a infeccion por CMV del donante.
Exposicion a infeccién por CMV del receptor
Aloinmunizacion del donante

Aloinmunizacién del receptor

- No emparentado: el donante es un individuo sin ningin parentesco. En
la tabla 3 se enumeran los principales factores que influyen en el
desarrollo de este tipo de trasplante. Se puede observar como al no
existir relacion de parentesco directo entre el donante y receptor cobra
gran importancia el grado de compatibilidad HLA. Sin embargo, éste,

aun siendo muy importante, no es el Unico

11
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Tabla 3: Factores que afectan el resultado
del trasplante no emparentado

Factores prondésticos
Compatibilidad HLA
Diagnéstico y estadio de la enfermedad
Tiempo transcurrido del diagnéstico al
trasplante
Edad del receptor
Edad del donante
Exposicion a infeccién por CMV previa al
trasplante del receptor
Exposicion a infeccién por CMV previa al
trasplante del donante.

Alogénico: procedente de un individuo de la misma especie distinto a
gemelo. Se persigue maxima identidad en el Sistema HLA. Es en la
busqueda de donante en trasplante alogénico, donde se va a centrar este
trabajo, ya que en el mismo, el estudio de las moléculas HLA para
conseguir el grado de histocompatibilidad deseable se hace

imprescindible (tablas 2 y 4).

Segun el tipo de acondicionamiento hablamos de trasplante

mieloablativo o no mieloablativo:

Mieloablativo: Quimioterapia asociada o no a irradiacion corporal total en
suficiente dosis para la depleccién completa de la hemopoyesis (autélogo,
alogénico, singénico). Es el trasplante de progenitores hematopoyéticos

convencional.

No mieloablativo o mini-trasplante: el acondicionamiento es de menor
intensidad, con lo cual no se destruye la hematopoyesis del receptor y

produce menor toxicidad. Esta nueva modalidad permite realizar el

12
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trasplante a pacientes de edad mas avanzada o que por su estado

general no pueden recibir un trasplante convencional.

Tabla 4: Efectos no deseados en el trasplante de progenitores

hematopoyéticos alogénico

Peritrasplante

A largo plazo

Infecciones bacterianas
Infecciones fangicas
Infecciones virales

Infecciones virales
Injerto contra huésped crénico
Recidivas tumorales

Toxicidad tisular

Enfermedad de injerto frente a
huésped

Rechazo de injerto primario y
secundario

1.3 Concepto de alorreconocimiento

Cuando el injerto es singénico o autélogo no se provoca ninguna
respuesta inmune significativa. Sin embargo cuando la compatibilidad no es
absoluta, se desencadena una reaccion contra los antigenos extrafios por parte
del sistema inmune.

Podriamos definir el alorreconocimiento como la capacidad de las
células T para reconocer, entre miembros de la misma especie, polimorfismos
genéticamente codificados a nivel de moléculas con capacidad antigénica.

Los antigenos que se reconocen son principalmente las proteinas HLA
clasicas (clase 1 y 1), pero también los antigenos menores de
histocompatibilidad, MIC y otras proteinas también polimoérficas que pueden

ser diferentes en el donante y receptor (8).

13
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Figura 1: Alorreconocimiento: es el fenobmeno por el que las células T
reconocen las moléculas HLA extrafias del donante

Cuando se efectua un transplante, las células dendriticas residentes en
el injerto, migrardn hacia los organos linfoides secundarios del receptor
permitiendo que los linfocitos T del receptor reconozcan las moléculas de clase
| y clase Il del donante (Fig. 1). Este reconocimiento se denomina
“alorreconocimiento” directo (9).

Asimismo, a medida que el tiempo transcurre, el trasplante puede ser
repoblado por APC del receptor. Estas APC presentan péptidos derivados de
proteinas del donante entre ellos HLA. Este reconocimiento se conoce como
“alorreconocimiento” indirecto (10,11).

También se ha descrito un tercer mecanismo denominado
alorreconocimiento semi-directo cuando las células dendriticas pasajeras del
receptor adquieren complejos intactos HLA/péptido del donante a partir de
células del injerto lo que les permite a continuacion estimular la respuesta

inmune especifica de antigeno (12).
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Las células APC del receptor, ahora quiméricas para MHC, pueden
estimular via directa a través de HLA extrafios intactos y/o indirecta a travées del
procesamiento y presentacion de péptidos de HLA extrafios adquiridos a partir
de material celular necrdtico o apoptotico.

Otra situacion que requiere especial consideracion es la denominada
enfermedad de injerto contra huésped (EICH), principalmente en el transplante
de médula 6sea, donde se incorporan células de un sistema inmune completo
en un individuo que fue inmunosuprimido completamente como régimen de
acondicionamiento previo.

El mecanismo de alorreconocimiento durante la EICH es similar al
reconocimiento por el huésped de antigenos del donante, pero en sentido
contrario (Fig 2), es decir las células T del donante reconocen aloantigenos en
las APC del receptor (alorreconocimiento directo) y en las APC singénicas (del
donante) (alorreconocimiento indirecto) aunque probablemente la contribucion
de las APC del anfitrion, tenga una importancia critica en la EICH (13)

En esta situacidon, por tanto los linfocitos T maduros presentes en la
médula 6sea del donante pueden reconocer a las células del huésped como
extrafias produciendo la EICH.

De igual manera, también se podran activar contra células leucémicas
remanentes que sobrevivieron al condicionamiento del receptor y mediar el tan
deseado efecto de injerto contra tumor (EICT).

Simultaneamente, las células madre presentes en la médula del donante
maduraran en los érganos linfoides primarios del receptor. Aquéllas células T
maduras que fueron seleccionadas negativamente por células epiteliales del

timo (que son del receptor) serdn tolerantes contra los aloantigenos del
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receptor. Sin embargo, las seleccionadas negativamente por células
dendriticas del timo (que son de origen hematopoyético y por lo tanto, tendran
el mismo HLA gque el donante) seran tolerantes contra el HLA del donante pero

no contra el del receptor.

-
- p nante T
ndirecto

- RLc_eptor ' %
v Directo
\ \

Figura 2: Alorreconocimiento en EICH: Las células T del
donante reconocen aloantigenos en las APC del receptor
(alorreconocimiento directo) y en las APC del donante
(alorreconocimiento indirecto)

Por lo tanto, estas células T, a pesar de hacer su ontogenia en el
receptor, no son tolerantes contra éste y podran activarse por la via directa de
alorreconocimiento, produciendo la EICH y también como hemos dicho EICT
(14).

La EICH puede mostrar a menudo especificidad para distintos antigenos,
entre ellos mHAg (15), que resulta de gran interés en los casos de parejas
donante-receptos idénticas para los antigenos HLA clasicos (16). No sorprende

por tanto que el riesgo de GvHD sea mas alto si donante y receptor no tienen
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igual género, sobre todo si el donante femenino es multipara o ha tenido
transfusiones de sangre (por la sensibilizacion al antigeno H-Y (17).

Aunque GvHD es mas frecuente en TMO (91), también ocurre en
transplantes solidos incluyendo el higado (18), el intestino (19), el pulmon (20),

el pancreas (21) y el rifion (22).

1.4 Consecuencias del alorreconocimiento

El sistema HLA contiene los genes funcionales mas variables descritos
en vertebrados (23,24). Este polimorfismo es la base de la extrema dificultad de
encontrar donantes no relacionados de médula 6ésea que no induzcan una
fuerte alorrespuesta anti-HLA. La ausencia de identidad inmunologica entre

donante y receptor tiene por tanto tres consecuencias fundamentales (25-27):

- El receptor genera una respuesta inmunoldgica contra el injerto, lo que
puede conllevar su rechazo. Estd mediado principalmente por células T

residuales del receptor con especificidad antidonante (anti-injerto).

- Las células inmunocompetentes alorreactivas del injerto reaccionan
contra las células de los tejidos del receptor que presentan antigenos
menores 0 mayores de histocompatibilidad distintos a los suyos, lo que
puede desencadenar la enfermedad injerto contra huésped aguda

(EICHa) o cronica (EICHC).

- El efecto injerto contra tumor (EICT) parece estar mediado por las células
T del donante, ya que hay poblaciones que reconocen aloantigenos

expresados en ceélulas normales y malignas, y otras que reconocen

17
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antigenos especificos del tumor. Los dos grupos, al reconocer las células
tumorales ejercen una actividad citolitica mediando el EICT. Este

fendmeno esta intimamente asociado al desarrollo de la EICH.

Por dltimo, se pueden llegar a producir otros dos fenomenos: el
establecimiento de quimerismo, al coexistir en el receptor del injerto células

provenientes de dos individuos distintos y la tolerancia post-trasplante (28,29).

2. SISTEMA PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD
2.1 Historia y definicion

El Sistema Principal de Histocompatibilidad (MHC, Major
Histocompatibility Complex) esta constituido por una serie de genes implicados
en la activacion de la respuesta inmunoldgica adaptativa. Se trata de un
sistema altamente polimorfico que estd presente en todos los vertebrados (30)
y que codifica proteinas de superficie cuya funcién es presentar antigenos a los
linfocitos T, células inmunitarias que son capaces de poner en marcha una
respuesta inmunolégica eficaz y especifica contra el agente causante de su
activacion (31,32).

Las distintas variantes alélicas expresadas por los genes MHC difieren
en su capacidad para reconocer y presentar el amplio repertorio de antigenos a
los que se encuentran expuestas (33).

Los genes de histocompatibilidad en humanos fueron descubiertos por
Jean Dausset cuando, investigando el origen de la leucopenia en pacientes que

habian recibido multiples transfusiones sanguineas, detectd la presencia de

18
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anticuerpos que provocaban la aglutinacion de leucocitos del donante, pero no

del receptor (34,35).

Figura 3. Jean Dausset, descubridor

del sistema HLA en humanos

Después se verific6 que dichos anticuerpos eran resultado de la
inmunizacion contra los antigenos leucocitarios de los donantes. Estos
anticuerpos también serian detectados en mujeres multiparas que habian
desarrollado inmunidad contra los antigenos leucocitarios paternos presentes
en el feto (36,37). En la década de 1960 se comprob6é que estos antigenos
leucocitarios representaban el Sistema Principal de Histocompatibilidad
Humano, que fue denominado HLA (human leukocyte antigen) (38,39).

A pesar de su funcidon inmunoldgica, y por motivos historicos, ha

conservado este nombre por su relacion con la compatibilidad entre tejidos y su

importancia en el trasplante (38).
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2.2 Organizacion genética de laregion HLA

Los genes de histocompatibilidad humanos se encuentran ubicados en
el brazo corto del cromosoma 6 (6p21.31-6p21.32), en una regidbn que se
denomina HLA (Human Leucocyte Antigen) a pesar de contener genes no
directamente relacionados con la presentacién antigénica ni, en ocasiones, con
la funcién inmunoldégica.

El primer mapa genético de esta regiéon se completé en 1993 (40). Unos
afios mas tarde se elabord otro mapa segun el cual la region HLA ocupa 3.6
Mb y contiene 224 genes de los que se expresan algo mas de la mitad: unos
128 genes (The MHC sequencing consortium, 1999).

Por otro lado, la secuenciacidon completa del cromosoma 6 reveld la
existencia de nuevos genes relacionados con el MHC més alla de las 3.6 Mb
descritas inicialmente, por lo que se elaboré un nuevo mapa que recibi6 el
nombre de MHC extendido "Ingles extended MHC) (41) para diferenciarlo del
mapa de 1999/2004 que ahora es aludido como mapa clasico (42).

El mapa clasico esta dividido en 3 regiones denominadas region de
clase | (HLA-I), regién de clase Il (HLA-IIl) y regiébn de clase Il (HLA-II),
situadas en este orden de teldbmero a centromero en el brazo corto del
cromosoma 6 (tabla 5).

El mapa extendido completa el anterior al afiadir dos nuevas regiones:
una en el extremo telomérico (region de clase | extendida) y otra en el extremo
centromérico (region de clase Il extendida), ampliandose asi las dimensiones

de la region HLA hasta las 7.6 Mb.

20
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Tabla 5. Nombres de los genes de la region HLA

Nombre | Equivalentes Caracteristicas moleculares

HLA-A — Class | a-chain

HLA-B — Class | a-chain

HLA-C —_ Class | a-chain

HLA-E E, ‘6.2’ Associated with class | 6.2-kB Hind Il fragment

HLA-F F, 5.4 Associated with class | 5.4-kB Hind Il fragment

HLA-G G, 6.0 Associated with class | 6.0-kB Hind Il fragment

HLA-H H, AR, ‘“12.4’, HLA-54 Class | pseudogene associated with 5.4-kB Hind Il fragment
HLA-J cdal2, HLA-59 Class | pseudogene associated with 5.9-kB Hind Il fragment
HLA-K HLA-70 Class | pseudogene associated with 7.0-kB Hind Il fragment
HLA-L HLA-92 Class | pseudogene associated with 9.2-kB Hind Il fragment
HLA-N HLA-30 Class | gene fragment associated with a 1.7kb Hind Il fragment
HLA-P HLA-90 Class | gene fragment associated with 9.0-kB Hind Il fragment
HLA-S HLA-17 Class | gene fragment associated with a 3.0kb Hind Il fragment
HLA-T HLA-16 Class | gene fragment associated with 16.0-kB Hind Il fragment
HLA-U HLA-21 Class | gene fragment associated with 2.1-kB Hind Il fragment
HLA-V HLA-75 Class | gene fragment associated with 7.5-kB Hind Il fragment
HLA-W HLA-80 Class | gene fragment associated with 8.0-kB Hind Il fragment
HLA-X HLA-X Class | gene fragment

HLA-Y HLA-BEL/COQ/DEL Class | gene fragment

HLA-Z HLA-Z1 Class | gene fragment located within the HLA Class Il region
HLA-DRA DRa DR o chain

HLA-DRB1 DRI, DR1B DR B1 chain determining specificities DR1, DR2, DR3, DR4, DR5 etc
HLA-DRB2 DRBII Pseudogene with DR B-like sequences

HLA-DRB3 DRI, DR3B DR B3 chain determining DR52 and Dw24, Dw25, Dw26 specificities
HLA-DRB4 DRIV, DR4B DR B4 chain determining DR53

HLA-DRB5 DRI DR 5 chain determining DR51

HLA-DRB6 DRBX, DRBo DRB pseudogene found on DR1, DR2 and DR10 haplotypes
HLA-DRB7 DRBy1 DRB pseudogene found on DR4, DR7 and DR9 haplotypes
HLA-DRB8 DRBy2 DRB pseudogene found on DR4, DR7 and DR9 haplotypes
HLA-DRB9 M4.2 Bexon DRB pseudogene, isolated fragment

HLA-DQA1 DQal, DQ1A DQ a chain

HLA-DQB1 DQB1, DQ1B DQ B chain

HLA-DQA2 DXa, DQ2A DQ o-chain-related sequence, not known to be expressed
HLA-DQB2 DX, DQ2B DQ B-chain-related sequence, not known to be expressed
HLA-DQB3 DV, DQB3 DQ B-chain-related sequence, not known to be expressed
HLA-DOA DNA, DZa, DO« DO a chain

HLA-DOB DOB DO B chain

HLA-DMA RING6 DM o chain

HLA-DMB RING7 DM B chain

HLA-DPA1 DPal, DP1A DP a chain

HLA-DPB1 DP1, DP1B DP B chain

HLA-DPA2 DPa2, DP2A DP o-chain-related pseudogene

HLA-DPA3 DPA3 DP o-chain-related pseudogene

HLA-DPB2 DPB2, DP2B DP B-chain-related pseudogene

TAP1 ABCB2, RING4, Y3, PSF1 ABC (ATP Binding Cassette) transporter

TAP2 ABCB3, RING11, Y1, PSF2 ABC (ATP Binding Cassette) transporter

PSMB9 LMP2, RING12 Proteasome-related sequence

PSMB8 LMP7, RING10 Proteasome-related sequence

MICA MICA, PERB11.1 Class | chain-related gene

MICB MICB, PERB11.2 Class | chain-related gene

MICC MICC, PERB11.3 Class | chain-related pseudogene

MICD MICD, PERB11.4 Class | chain-related pseudogene

MICE MICE, PERB11.5 Class | chain-related pseudogene

Segun el mapa extendido, la regibn HLA contiene 421 genes, de los
cuales el 60% expresan proteinas funcionales, el 33% son pseudogenes
(expresan proteinas aberrantes o bien no se expresan) y el 7% restante se
transcriben dando lugar a moléculas de ARN transferente (ARNt), que

participan en el proceso de traduccion del ARN mensajero (ARNm) en el
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ribosoma. La mayor concentracion de genes se observa en la region de clase
[ll, que contiene 58 genes funcionales (23%) en 0.7 Mb, lo que la convierte
ademas en la region de mayor densidad génica de todo el genoma humano
(42). La region HLA de forma muy resumida incluyendo los principales genes

HLA podemos observarla en la figura 4.

C )C | | | | |> Cromosoma 6

T~

Clase 11 Clase 111 Clase |
A

BP DQ DR "Ec A
= A B AVBLIAD A | |
TETRIIN | | |
0. . 1600 3200

Figura 4. Representacion esquematica de los principales genes HLA
involucrados en el trasplante

En la actualidad se puede decir que es el complejo genético con mas
variabilidad del ser humano debido a que es un sistema:

- Poligénico: diversos antigenos codificados por distintos genes

- Polimorfico: cada uno de los genes presenta multiples alelos.

Los genes HLA-I se caracterizan por expresar proteinas
estructuralmente muy similares, aunque diferentes desde el punto de vista
funcional. Segun esto, se clasifican en genes de clase | clasicos (HLA-A, HLA-
B y HLA-C, también denominados HLA-Ia), genes de clase | no clasicos (HLA-
E, HLA-F y HLA-G, también conocidos como HLA-Ib), genes tipo HLA-I (MIC-A

y MIC-B) y gen de la hemocromatosis (HFE). Excepto este Ultimo, que se
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encuentra en la region de clase | extendida, todos estan localizados en la

region de clase | clasica, en la que también existen 17 pseudogenes.

El gen del locus de la cadena asociada a la cadena a de clase |, la B-2-

microglobulina (B2M), esta en el cromosoma 15.

Los genes HLA-la son muy polimérficos y expresan proteinas implicadas
en el reconocimiento de pépticos antigénicos de origen intracelular (derivados
de virus y tumores), que son presentados a los linfocitos T citotéxicos (Tc,
CD8+) para poner en marcha una respuesta inmunoldgica de tipo celular
(citotdxica). Se expresan en todas las células nucleadas del organismo (Fig 5).

El patron de expresion de los genes HLA-Ib es mucho mas reducido y la
funcion exacta de sus productos proteicos no esta muy clara. Su polimorfismo
es mucho menor y podrian estar relacionados con fendmenos de tolerancia
inmunolégica.

Los genes MIC expresan proteinas que son reconocidas por los
receptores activadores NKG2D de las células NK y que pueden tener una
funcién inmunoldgica asociada a la mucosa intestinal. Por su parte, el gen HFE

esta implicado en el transporte de hierro.

Los genes HLA-Il estan ubicados en la region de clase Il y dan lugar a
proteinas polimérficas implicadas en la presentacion antigénica que se
denominan HLA-DM, HLA-DO, HLA-DP, HLA-DQ y HLA-DR (Fig 5). Se han

descrito numerosos genes funcionales y también pseudogenes.
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CD80 LFA-

Figura 5: Presentacién antigénica. Las moléculas HLA clase | presentan
péptidos a los linfocitos T citotoxicos y las de clase Il a los colaboradores

En esta region hay también otros 4 genes que intervienen en el
procesamiento de antigenos; PSMB8 y PSMB9 que codifican componentes del
proteosoma responsables de transformar proteinas en péptidos y TAP1 y TAP2
que participan en el transporte de estos péptidos del citosol al reticulo
endoplasmatico para su union a las moléculas de HLA y la formacion del

complejo proteico HLA-péptido.

Las proteinas de clase Il se expresan en células especializadas en la
presentacion antigénica (denominadas APC, antigen presenting cells),
fundamentalmente células dendriticas (DC, dendritic cells), macréfagos y
linfocitos B. Su funcién es unir péptidos de origen extracelular (generalmente

procedentes de bacterias) y presentarlos a linfocitos T cooperadores (Th,
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CD4+) para poner en marcha una respuesta inmunoldgica de tipo humoral,

mediada por anticuerpos.

Este grupo de genes tiene herencia mendeliana y se expresan como
caracteres codominantes simples. La regiébn genética de un cromosoma que
contiene todos los genes HLA transmitidos en un mismo bloque se

denomina haplotipo HLA.

Una caracteristica fundamental de la region HLA es que los genes que
contiene estan muy préximos entre si, generando desequilibrios de ligamiento
muy acentuados (la recombinacion entre ellos es altamente improbable) que
provocan la existencia de haplotipos que se transmiten como unidades

genéticas indestructibles a lo largo de muchas generaciones.

Por tanto a pesar del amplio polimorfismo de estos genes, en
condiciones normales soOlo tenemos cuatro posibilidades de hermanos que

resultan de combinar los dos haplotipos de cada padre

Finalmente, la regién de clase Il codifica varias moléculas estructural y
funcionalmente distintas, incluyendo las fracciones del complemento C4, C2 y el
factor Bf, la 21-hidroxilasa, el factor de necrosis tumoral (TNFa) y la proteina

de choque térmico Hsp70 (Heat shock protein 70).

2.3 Moléculas HLA de clase |

Normalmente, al hablar de moléculas de clase | se esta haciendo alusiéon

a las proteinas que resultan de la expresion de los genes HLA de clase |
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clasicos (HLA-A, -B, -C) y no clasicos (HLA-E, -F, -G), quedando excluidas las

proteinas expresadas por los genes MIC y el gen HFE.

Se trata de glicoproteinas de membrana resultantes de la asociacion
entre un polipéptido denominado cadena alfa y la proteina beta-2
microglobulina (B2m). En la cadena alfa se distinguen 3 regiones: una
extracelular formada por 3 dominios (alfa 1, alfa 2, alfa 3), otra transmembrana
y una tercera citoplasmica.

La B2m esta acoplada al dominio alfa 3 mediante una unién no covalente
(formando una subestructura que recuerda mucho a la de las
inmunoglobulinas) y todo el complejo proteico esta anclado a la membrana
plasmatica, de manera que el extremo amino-terminal (NH3+) de la cadena alfa
queda en el exterior celular y el extremo carboxilo-terminal (COO-) en el
citoplasma celular (Fig 6).

La gran similitud estructural entre las distintas proteinas HLA de clase |
se debe a que la estructura de los genes en los que estan codificadas sus
respectivas cadenas alfa (formados por 8 exones) es también muy parecida.

La estructura de las moléculas HLA de clase | fue descrita por primera
vez a partir del antigeno HLA-A2, cristalizado y analizado por difraccion de
rayos X (43). El resultado de este andlisis revelo la existencia de dos dominios
tipo inmunoglobulina proximos a la membrana (alfa 3 y p2m) y otros dos
dominios mas alejados (alfa 1 y alfa 2) asociados a un pequefio péptido no
identificado ajeno a la molécula de histocompatibilidad. Esos dos dominios
distales forman una especie de concha o 'valva', cuyo fondo esta constituido
por 8 laminas beta (4 de cada dominio) y limitado por 2 hélices alfa (1 de cada

dominio) y son capaces de alojar un pequefio péptido (8-10 aminoacidos).
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La funcidn de estas moléculas no depende solo de su estructura, sino
también de su polimorfismo. Las moléculas no clasicas tienen poca variabilidad
y su capacidad de unir péptidos tiene una finalidad aun por determinar. Las
moléculas clasicas, sin embargo, son muy polimérficas y su capacidad para
unir péptidos esta relacionada con la presentacion antigénica, que es
consecuencia de la interaccion especifica entre las moléculas HLA asociadas a
un péptido y el receptor de los linfocitos T citotoxicos (TCR-CD8).

De la comparacion de numerosas secuencias de histocompatibilidad de
clase | clasicas se determiné que la mayor variabilidad se concentra
precisamente en los dominios alfa 1 (en la hélice alfa) y alfa 2 (en las laminas
beta) y muchas de las posiciones variables forman parte del denominado sitio
de reconocimiento antigénico (ARS, antigen recognition site) (44), constituido
por aminoacidos cuyas cadenas laterales son accesibles y estan implicadas en
la unién del péptido y en la interaccion con el receptor de la célula T (TCR)

(45).

2.4 Moléculas HLA de clase Il

Las moléculas HLA de clase Il son proteinas de membrana constituidas
por dos cadenas proteicas (denominadas alfa y beta) ensambladas mediante
uniones no covalentes y ancladas a la membrana plasmatica. Cada cadena
tiene dos dominios extracelulares (alfa 1 y alfa 2 la cadena alfa; beta 1 y beta 2
la cadena beta), un dominio transmembrana y una regién citoplasmica.

Los dominios extracelulares alfa 1 y beta 1 contienen los extremos
amino terminales (NH3+), mientras que los extremos carboxilo terminales

(COO-) se encuentran en la porcion citoplasmica de cada cadena.
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Nuevamente, los dominios extracelulares mas cercanos a la membrana (alfa 2

y beta 2) forman una subestructura similar a la de las inmunoglobulinas (Fig 6).

HI A rlace | HI A rlace 11
NH, H

45 KD 12 kD a’ B

COOH COOH COOH

Figura 6. Estructura de las moléculas de histocompatibilidad clase |
y clase Il
Existen 5 proteinas de clase Il: HLA-DM, HLA-DO, HLA-DP, HLA-DQ y
HLA-DR. Las cadenas alfa estan codificadas en genes denominados 'A' (HLA-
DMA, HLA-DPA, etc.) y las cadenas beta estdn codificadas en genes
denominados 'B' (HLA-DMB, HLA-DPB, etc.). Se han descrito en algunos casos
varios genes 'A' y también varios genes 'B' codificantes para la misma proteina

de clase Il.
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En concreto hay identificados: 3 genes DPA (denominados DPA1, DPA2,

DPA3) y 2 genes DPB (DPB1, DPB2); 1 gen DRA y 9 genes DRB (DRB1,
DRB?2,..., DRB9); 2 genes DQA (DQAL, DQA2) y 3 genes DQB (DQB1, DQB?2,
DQB3).

Es destacable que muchas de esas copias extra no son funcionales. De
hecho sélo se expresan DPAL1, DPB1, DRB1, DRB3, DRB4, DRB5, DQA1,
DQA2, DQB1, DQB2 y por supuesto los genes que aparecen en copia Unica
(DMA, DMB, DOA, DOB, DRA) (42).

El fendmeno mas notable en esta region afecta a los genes HLA-DRB y
se denomina polimorfismo de dosis génica. Significa que no todos los
individuos poseen todas las copias descritas de genes codificantes de cadenas
beta de las moléculas HLA-DR. Si bien todos los individuos poseen el gen HLA-
DRBL1 (y por supuesto el gen HLA-DRA, que es de copia Unica), la presencia o
no de los otros depende del alelo expresado por el gen HLA-DRB1.

Los dominios alfa 1 y beta 1 en estas proteinas HLA de clase I
conforman una valva muy parecida a la de las moléculas HLA de clase |, y
también son capaces de unir péptidos, en este caso de mayor longitud (mas de

13 aminoécidos).

El polimorfismo también se concentra en el sitio de reconocimiento
antigénico (ARS) y afecta fundamentalmente a la cadena beta (dominio beta 1),

ya que la cadena alfa suele ser monomorfica en la mayoria de estas proteinas.

La variabilidad esta relacionada con la funcién presentadora de antigenos

gue desempefian estas moléculas, que una vez unido el péptido (que es de
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origen extracelular, generalmente bacteriano) contactan con el receptor de los

linfocitos T cooperadores (TCR-CD4) para activar la respuesta inmune.

Tabla 6. Descripcion de las moléculas HLA clasicas.

HLA-Clase | HLA-Clase Il
Cadenas 2, 1 polimorfica a 2, ambas polimorficas
y otra no
Tipos A ByC DR, DP y DQ

Presentan | Antigenos intracelulares | Antigenos extracelulares

Expresion | Todas las células Macréfagos, dendriticas,
excepto hematies Langerhans, endoteliales,
linfocitos B, Kupffer
Inducen Respuesta citotoxica Activacion células colaboradoras

Un resumen de las principales caracteristicas de las moléculas HLA
clasicas | y Il que intervienen en el reconocimiento y respuesta inmune se

encuentra en la tabla 6.

2.5 Polimorfismo y evolucién de los genes MHC

Como ya se ha comentado, el MHC es el sistema genético mas
polimérfico descrito hasta ahora en vertebrados y en humanos es el que
registra mayor variabilidad de todo el genoma como lo demuestra los mas de

3.000 alelos descritos hasta la fecha (23, 24, 46, 47)

Parece logico pensar que esa variabilidad deriva de la funcién
presentadora de antigenos de las moléculas expresadas por estos genes, que
deben tener la capacidad de reconocer un repertorio de antigenos lo mas

amplio posible (32).
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Si hubiera una distribucién aleatoria de los alelos HLA, existirian unos 10%
genotipos unicos HLA-A, -B, -C, -DR y -DQ. Sin embargo, se sabe que hay
asociaciones mas frecuentes que la que cabria esperar si la asociacion fuera
Gnicamente al azar, lo que se conoce como desequilibrio de union. Ademas, la

frecuencia de los distintos alelos varia entre poblaciones.

Por tanto se hacen necesarios estudios mas completos para analizar los
mecanismos que generan tanto polimorfismo y las fuerzas responsables de su

mantenimiento en el tiempo (48, 49, 50, 51, 52).

A continuacion en la tabla 7 se refleja una muestra del gran polimorfismo

presente en estos genes

Tabla 7: Numero de alelos descritos y validados de las

moléculas clasicas HLA clase | y clase Il (datos de
IMGT/HLA).
Molécula Locus Especificidades | Alelos (ADN)
serologicas
HLA-A A 28 1601
HLA-B B 59 2125
HLA-C C 10 1102
HLADR DRA+DRB1 21 7 + 1027
HLA-DP | DQA1+DQB1 6 44 + 153
HLA-DQ DPA1+DPB1 9 32 + 149

2.6 Mecanismos generadores de polimorfismo: la conversion génica
Como norma general se asume que los genes evolucionan al acumular

mutaciones en posiciones concretas del ADN. Sin embargo, en el caso del
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MHC este fendmeno no es capaz de explicar por si sélo la enorme diversidad
alélica encontrada. Asi, es conocido que en esta region ademas se produce
recombinacion entre alelos de un mismo locus e incluso entre alelos situados
en diferentes loci.

Este fendmeno, denominado conversion génica, provoca el intercambio
de pequefios fragmentos de ADN entre unos alelos y otros y afecta sobre todo
a los exones implicados en el reconocimiento del antigeno.

Las primeras evidencias se obtuvieron al comparar entre si secuencias
de distintos alelos. En un estudio en el que se comparaban alelos HLA de clase
| se comprobd que en algunos casos dos alelos determinados eran idénticos
entre si salvo por un pequefio segmento (de no mas de 35 nucleétidos) que
parecia pertenecer a un tercer alelo (53).

En esa misma linea, otro trabajo mostraba que las diferencias entre las
secuencias de clase | analizadas eran atribuibles a mutaciones puntuales y a
fendbmenos de conversion génica (54).

También se ha observado que el alelo HLA-B53 que confiere resistencia
a la malaria (55), es idéntico al alelo HLA-B*3501 excepto por un segmento de
6 codones, que ademas parece ser el responsable de la resistencia puesto que
HLA-B*3501 no previene la enfermedad (56). Otros estudios mas recientes
implican a los grupos de alelos HLA-B27 (57), HLA-B17 (58) y HLA-B41 (59).

Por otro lado esta el hecho de que numerosas poblaciones nativas de
Sudamérica presentan un elevado porcentaje de alelos de nueva creacién que
no se encuentran en ninguna otra parte del mundo (60) y que se descarta que
se hayan originado sOlo por mutaciones puntuales ya que no han tenido

tiempo, al estimarse que dichas poblaciones no tienen una antigtiedad superior
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a 20.000 afnos (unas 1.000 generaciones), momento en el que se supone se
separaron de su grupo original (tal vez asiatico) para introducirse en el
continente americano.

El caso mas llamativo es el de la poblacion Guarani de Brasil, en la que
se han encontrado 6 alelos HLA-B de los cuales 5 parecen haberse generado
por conversion génica (61).

La verificacion de que éste es un fenomeno relativamente frecuente en
los genes MHC fue obtenida experimentalmente. Se analiz6 la proporcion de
espermatozoides en los que aparecian secuencias nuevas del exén 2 del gen
HLA-DPB1, encontrandose que 1 de cada 10.000 gametos habia sufrido algun
proceso de conversion génica en ese fragmento de gen (62).

En otro trabajo, realizado con ratones, se estimdé que la tasa de
intercambio genético entre alelos situados en loci diferentes era de 0.5x10°,
muy inferior a la tasa de recombinacion entre alelos de un mismo locus, pero
suficiente para introducir variabilidad (63). Por tanto parece claro que el

principal mecanismo generador de variabilidad HLA es la conversion génica.

2.7 Mantenimiento del polimorfismo

Una vez conocidos los mecanismos que generan la variabilidad en los
genes MHC es importante analizar que otros mecanismos (en este caso de tipo
selectivo) estan actuando sobre ellos para mantener las variantes alélicas a lo
largo del tiempo. Los principales agentes selectivos propuestos como
responsables del mantenimiento de la variabilidad son los patégenos, que
favorecen la permanencia de alelos en la poblacion ejerciendo un tipo de

seleccién denominada seleccidn de balance.
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Sin embargo se han sugerido otros mecanismos accesorios que podrian
contribuir al mantenimiento del polimorfismo, como son las interacciones
materno-fetales (al menos en mamiferos) y los emparejamientos no al azar.

Estos tres mecanismos serian los responsables de la diversidad alélica

observada en las poblaciones asi como del elevado grado de heterocigosidad
gue presentan los individuos en los diferentes loci MHC.
- Seleccion de balance: fue propuesta inicialmente como una estrategia
evolutiva encaminada a mantener las distintas variantes alélicas de genes
polimorficos en una poblacién con el fin de incrementar sus opciones de
supervivencia al favorecer el predominio de individuos heterocigotos,
supuestamente mas aptos que los homocigotos (51, 64).

Varios polimorfismos moleculares se consideran mantenidos de esta
manera, como los que afectan a la cadena beta de la hemoglobina humana
(65), al receptor de citoquinas CCR5 humano (66), al sistema de genes de
incompatibilidad (S, self incompatibility) de plantas (67) o al sistema de genes
de histocompatibilidad (MHC) en vertebrados (52).

Se han propuesto 3 modelos de seleccion de balance que explicarian como se
mantiene elevado el nimero de alelos en la poblacion para favorecer el
predominio de los heterocigotos.

a) Seleccion dependiente de frecuencia (68, 69): esta teoria defiende la
importancia evolutiva de los llamados alelos raros. En una poblacion en la que
existe una variedad de alelos, cada alelo esta presente con una frecuencia
determinada.

Teoricamente, los alelos mas frecuentes son los que mas posibilidades

de supervivencia aportan a los individuos que los poseen y por ello han ido
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incrementando (0 manteniendo) su frecuencia generacion tras generacion. Por
el contrario, los alelos menos frecuentes lo son bien porque resultan deletéreos
0 bien porque no aportan una ventaja adicional.

Estos alelos raros no llegan a desaparecer porque eventualmente
pueden resultar ventajosos ante la presencia de un nuevo agente infeccioso
gue haya desarrollado resistencia frente a los alelos mas frecuentes por un
fendbmeno de coevolucion, de manera que empezaran a aumentar Su
frecuencia a la par que los otros seran cada vez menos frecuentes.

Este proceso, repetido indefinidamente, favoreceria la permanencia de

alelos en la poblacion, y el nimero de alelos iria aumentando a medida que se
generaran nuevas variantes. Asi se establece un balance de frecuencias de
alelos a lo largo del tiempo.
b) Ventaja de los heterocigotos: este modelo, también denominado seleccion
sobredominante sostiene que un heterocigoto es capaz de reconocer mas
antigenos que un homocigoto, por lo que los heterocigotos son seleccionados
favorablemente (70. 71).

Sin embargo, la eficacia bioldégica de cada genotipo es dificil de
establecer ya que no todos los posibles heterocigotos son igualmente
ventajosos ni tienen por qué ser mas aptos que cualquiera de los posibles
homocigotos y es casi imposible predecir como evolucionara (o como ha
evolucionado) el sistema y hasta qué punto este mecanismo de seleccion
influye en el disefio de la variabilidad observada en una determinada poblacion
(48).

c) Seleccion variable en el tiempo y en el espacio: Segun este modelo, la

presion ejercida por los patbgenos no es constante a lo largo del tiempo ni esta
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presente en todos los ambientes. Los alelos que aporten resistencia o
susceptibilidad a tales patdogenos aumentaran o reducirdn su frecuencia en
funcién de si el patégeno esta o no presente en cada momento y en cada lugar
(72, 73).

Es dificil determinar cual de los tres modelos de seleccion de balance es
mas importante para mantener el polimorfismo. Por una parte existe una
proporcion de individuos heterocigotos superior a la esperada en condiciones
de neutralidad. Por otra, la exposicion variable de los individuos frente a
diversos patdgenos provoca que los alelos que garantizan mejor la
supervivencia también varien, de manera que a la larga los individuos mas
aptos suelen ser heterocigotos.

También, la eventual ventaja que supone la presencia de alelos raros en
una poblacion garantiza la permanencia de dichos alelos contribuyendo al
mantenimiento del polimorfismo (49). Por tanto, los 3 modos de seleccion
descritos anteriormente parecen estar interconectados.

El resultado de un proceso de seleccion de balance se identifica
analizando la proporcion entre la tasa de sustituciones no sinénimas (dN,
provocan cambio de aminodcido) y la tasa de sustituciones sinénimas (dS, no
provocan cambio de aminoacido) en las zonas de un gen que estan sujetas a
seleccién (74, 75).

En el caso de los genes MHC dichas zonas son las implicadas en el
reconocimiento antigénico. Cuando la tasa de mutaciones no sinénimas es
superior a la tasa de mutaciones sinénimas en los codones que determinan el

sitio de reconocimiento antigénico (ARS), mientras que en el resto de la
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secuencia ocurre lo contrario, se asume que el gen analizado ha estado sujeto
(y probablemente lo siga estando) a un fenémeno de seleccion de balance.

- Emparejamientos no al azar: como resultado de diversos estudios se ha
propuesto que antes de la seleccion de balance debe existir otra etapa
selectiva que favorece el exceso de individuos heterocigotos en una poblacién
y que se debe a emparejamientos no al azar.

Se llegd a esta conclusion al observarse que en algunas especies los
individuos que se emparejan presentan menos coincidencias de alelos MHC de
las esperables por azar, por o que se supuso que existia algin mecanismo que
permitia seleccionar a las parejas que poseian alelos diferentes a los propios.
Este fenbmeno se ha observado en humanos (76), en ratones (77-79) en peces
(80, 81) y en aves (82). Sin embargo, otros estudios realizados en humanos
(83) y en ovejas (84) no han detectado este sesgo.

En cualquier caso, el gran numero de alelos presentes en las

poblaciones hace que las posibles combinaciones de alelos resultantes de
emparejamientos tengan una probabilidad tan baja que sea dificil determinar si
las parejas formadas se ajustan o no a lo esperable por azar (48, 52).
- Interaccidbn materno-fetal: Otro fendmeno selectivo que se ha propuesto
resulta de la observaciéon de que la incidencia de abortos espontaneos parece
afectar mas a parejas que comparten varias proteinas de histocompatibilidad
(85, 86).

Por tanto, las interacciones materno-fetales, los emparejamientos no al
azar y la seleccion ejercida por patégenos son los tres mecanismos selectivos
a los que se atribuye la gran variabilidad observada en el sistema MHC vy el

predominio de individuos heterocigotos (48, 52).
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En la actualidad hay en uso dos formas de nomenclatura HLA, la

seroldgica y la molecular. Aunque en términos generales estan interrelacionadas

se observan diferencias entre ambas:

- Seroldgica: establecida en 1975 y modificada en 1984 (87, 88). Se

basa en las especificidades (epitopos) de los productos de los

genes HLA definidos por técnicas inmunolégicas seroldgicas o

celulares. La nomenclatura oficial fue establecida por la OMS. La

letra (A, B, etc) se refiere al locus y el numero al antigeno en

particular codificado por ese locus. Los nimeros entre paréntesis

denotan

los antigenos (“broad”) de

los cuales derivan las

especificidades "subtipicas" (“split”) en que se desdoblan (tabla 8).

- Molecular: establecida en 1987 y que se basa en alelos definidos por

secuenciacion (89). En esta nomenclatura, el locus HLA (A, B, C, DR, DQ

y DP) se separa mediante el simbolo “*” de un nimero que puede tener

diferentes digitos.

Tabla 8 Lista de las especificidades HLA seroldgicas y celulares

HLA-A HLA-B HLA-C HLA-D HLA-DR | HLA-DQ | HLA-DP
Al B5,B7 cwl Dw1 DR1 DQ1 DPw1
A2 B703 cw2 Dw2 DR103 DQ2 DPw2
A203 B8,B12 cw3 Dw3 DR2 DQ3 DPw3
A210 B13,B14 | Cw4 Dw4 DR3 DQ4 DPw4
A3 B15,B16 | Cw5 DW5 DR4 DQ5(1) DPw5
A9 B17,B18 | Cw6 Dw6 DR5 DQ6(1) DPw6
A10 B21,B22 | Cw7 Dw7 DR6 DQ7(3)

A1l B27 cws Dw8 DR7 DQ8(3)

A19 B2708 Cwow3) | Dwo DR8 DQI(3

A23(9) B35,837 | Cwl0(w3) | Dwl0 DR9

A24(9) B38(16) Dwli(w7) | DR10

A2403 B39(16) Dw12 DR11(5)
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A25(10)
A26(10)
A28

A29(19)
A30(19)
A31(19)
A32(19)
A33(19)
A34(10)
A36

A43

A66(10)
A68(28)
A69(28)
A74(19)
A80

B3901
B3902
B40,B4005
B41,B42
B44(12)
B45(12)
B46,B47
B48
B49(21)
B50(21)
B51(5)
B5102
B5103
B52(5)
B53
B54(22)
B55(22)
B56(22)
B57(17)
B58(17)
B59
B60(40)
B61(40)
B62(15)
B63(15)
B64(14)
B65(14)
B67,B70
B71(70)
B72(70)
B73
B75(15)
B76(15)
B77(15)
B78,B81
B82,Bw4
Bw6

Dw13
Dwi4
Dw15
Dw16
Dw17(w7)
Dw18(w6)
Dw19(w6)
Dw20
Dw21
Dw22
Dw23
Dw24
Dw25
Dw26

DR12(5)
DR13(6)
DR14(6)
DR1403)
DR1404
DR15(2)
DR16(2
DR17(3
DR18(3)
DR51
DR52
DR53

Cuando se lleva a cabo un tipaje HLA génico, la nomenclatura debe

asignarse de acuerdo con el nivel de discriminacion del procedimiento

empleado. El estudio con los dos primeros digitos se denomina baja resolucion,

ya que no llegan a discriminar entre alelos, pero indica similitud con los miembros

de un grupo ya definido, incluso aunque estos puedan no ser seroldégicamente

similares.

Los estudios de alta resolucion (al menos 4 digitos) si permiten discriminar

entre alelos. En concreto son los digitos tercero y cuarto los que ya definen la
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especificidad alélica. Ocasionalmente, un valor numeérico adicional se afiade
para identificar un subtipo diferente por la sustitucion de un nucleotido que no
altera la secuencia de aminoacidos ni la expresion antigénica del producto
proteico.

La nomenclatura de algunos alelos puede tener un 7° y un 8° digito para
indicar que hay polimorfismos en una regién no codificante del alelo. La
denominacion 01 se refiere a la secuencia “normal’ y 02 a la “modificada”.

Por ultimo, podemos encontrar una “N” o una “L” en algunos alelos, en
los que la “N” indica que el producto no es expresado y la “L” que es expresado
con un nivel muy bajo.

En el afio 2002, en vistas de que A*02 y B*15 tenia mas de 100 alelos
(90), se tomo la decision de denominar los alelos posteriores como A*92 y B*95
respectivamente. Sin embargo para los alelos HLA-DPB, se decidié continuar
la numeracion de familias de alelos por encima de 100 ej DPB1*0102, 0203 etc.

Recientemente, la nomenclatura ha sufrido algunas modificaciones asi,
actualmente se introducen dos puntos “:” entre cada dos digitos, se afnade un
cero delante de nomenclaturas con un solo digito y desaparecen las
denominaciones A*92 y B*95: A*9201 se convierte en A*02:101 y B*9501 en
B*15:101.

Las denominaciones A*02:100 y B*15:100 no seran asignadas. En los
casos que otra familia de alelos alcance 100 estos si serdn denominados
secuencialmente, asi por ejemplo el A*24:99 sera seguido del A*24:100. Los
nombres de los alelos DPB1 que fueron asignados segun la anterior norma

han sido renombrados como DPB*0203* en DPB1*101:01 (91).
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En la tabla 9 se muestra un ejemplo de cémo se escribe un alelo HLA y

del significado de los digitos.

Tabla 9. Explicacion de la nomenclatura HLA

Nomenclatura* Indica

HLA Region HLA y prefijo para un gen HLA

HLA-DRB1 Un locus particular de HLA

HLA-DRB1*13 Un grupo de alelos que codifican el antigeno DR13

HLA-DRB1*13:01 Un alelo especifico HLA.

HLA-DRB1*13:01N Un alelo nulo (no se expresa)

HLA-DRB1*13:01:02 Mutacion silente o sinGnima. Proteina expresada
DRB1*1301

HLA-DRB1*13:01:01:02 Mutacion intronica (no codificante). Proteina
expresada DRB1*1301

HLA-DRB1*13:01:01:02N | Alelo nulo con mutacién intrénica

HLA-DRB1*13X Alta resolucion no realizada

También la ‘W’ desaparece de los alelos HLA-C pero permanece en el
nombre de los antigenos para evitar la confusidbn con los factores del
complemento.

Se diferencia entre la nomenclatura del gen y la proteina: la génica debe
ir en mayuscula y en letra tipo “italica” y las proteinas igual simbolo pero no van
con letra “italica”.

La denominacién génica A*03:01 se corresponde por tanto con la
proteica A*03:01. Todos estos cambios son oficiales y de obligado
cumplimiento desde Abril 2010.

El listado con las denominaciones antiguas y las nuevas aparecen en

IMGT/HLA Database www.ebi.ac.uk/imgt/hla) (92, 93).
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2.9 Informes ambiguos

El nivel de resolucion alcanzado por las tecnologias de tipaje no siempre
puede asignar un alelo inequivocamente.

A menudo solo es posible resolver la presencia de un nimero de alelos
estrechamente relacionado sin poder diferenciarlos (34, 91). Existen diferentes
posibilidades para expresar estas ambigledades:

- En primer lugar se debe diferenciar entre (/) que indica “0” para

resultados ambiguos mientras que (,) indica ‘y’. Asi por ejemplo un

informe podria quedar: A*02:01/02:09, 03:01; B*07:02, 15:02/15:73,;

- Se puede utilizar un guion “-“. Por ejemplo DRB1*0401-04 que indica

DRB1* 0401 6 0402 6 0403 6 0404 para diferenciarlo de DRB1*0401/04:

gue solo incluye DRB1*0401 6 *0404. Por lo tanto sabemos que el

paciente no es 02 ni 03, pero no podemos diferenciar si su alelo es 01 6

bien 04.

Cuando la nomenclatura tradicional es compleja como en el caso:
B*1501/1502/1505/1515/1521/1545 puede ser simplificada mediante un codigo
alfanumérico desarrollado por el National Donor Marrow Program (NMDP). Los
distintos alelos posibles son codificados por varias letras. Asi, HLA-

B*1501+1502 se corresponde con HLA-B*15AB (listado de codigos disponible

en: http://www.nmdpresearch.orq)

También existen otras dos posibilidades para solucionar ambiguedades:
- Los alelos HLA con idéntica secuencia de nucleétidos en la regién del
dominio de unién al péptido (exdn 2y 3 para clase | y exdn 2 sélo para
clase 1) se les asignara una 'P' que sigue la designacion del alelo con

menor numeracion del grupo. Asi por ejemplo:
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A*02:01:01:01/A*02:01:01:02L/A*02:01:01:03/A*02:01:02/A*02:01:03/A*02:01:0

4/A*02:01:05/A*02:01:06/A*02:01:07/A*02:01:08/A*02:01:09/A*02:01:10/A*02:0
1:11/A*02:01:12/A*02:01:13/A*02:01:14/A*02:01:15/A*02:01:17/A*02:01:18/A*0
2:01:19/A*02:01:21/A*02:01:22/A*02:01:23/A*02:01:24/A*02:01:25/A*02:01:26/
A*02:01:27/A*02:01:28/A*02:01:29/A*02:01:30/A*02:01:31/A*02:01:32/
/*02:01:33/A*02:01:34/A*02:01:35/A*02:01:36/A*02:01:37/A*02:01:38/A*02:01:3
9/A*02:01:40/A*02:01:41/A*02:01:42/A*02:09/A*02:66/A*02:75/A*02:89/A*02:97
:01/A*02:97:02/A*02:132/A*02:134/A*02:140
Pueden ser reducidos a A*02:01P
- Los alelos HLA que tienen una secuencia de nucleétidos que codifican
la misma secuencia proteica en el dominio de union al péptido. (exén 2
y 3 para clase | y exdn 2 sélo para clase Il ) se les asignara una 'G' que
sigue la designacion del alelo con menor numeracion del grupo. Asi por
ejemplo:
A*02:01:01:01/A*02:01:01:02L/A*02:01:01:03/A*02:01:08/A*02:01:11/A*02:01:1
4/A*02:01:15/A*02:01:21/A*02:09/A*02:43N/A*02:66/A*02:75/A*02:83N/A*02:8
9/ A*02:97:01/A*02:97:02/ A*02:132 /A*02:134/ A*02:140

Pueden ser reducidos a A*02:01:01G (24)

3. SELECCION DE DONANTES

3.1 HLA y trasplante
La principal aplicacion del estudio del sistema HLA desde su
descubrimiento ha sido en la seleccion de donantes adecuados para trasplante

tanto de progenitores hematopoyéticos como de érganos solidos.
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En el contexto del alo-TPH lo ideal para los pacientes es localizar un
donante HLA compatible entre los familiares sanos mas directos,
especialmente entre sus hermanos ya que en caso de compatibilidad HLA, las
células T alorreactivas del donante presentan una menor o nula actividad frente
a las células del receptor, y por tanto el riesgo de desarrollar EICH es mas
reducido que cuando existe incompatibilidad. También disminuiria el riesgo de
rechazo.

Como unico rasgo negativo de la identidad HLA es que el EICT es menos
acusado y por tanto aumenta el riesgo de recaida respecto a la incompatibilidad
HLA (94, 95).

Debido al polimorfismo tan elevado de las moléculas HLA, no se
consideran estudiar todos los loci. Asi en el trasplante de érganos sélidos se
tienen en cuenta HLA-A, HLA-B y HLA-DR.

En el trasplante de progenitores hematopoyéticos ademas de los loci

anteriormente citados se estudia también HLA-C.

3.2 Eleccion del donante/tipo de trasplante

Para asegurarnos en lo posible el éxito del trasplante se deben tener en
cuenta una serie de variables como son:

- Tipo de enfermedad

- Estadio de enfermedad

- Edad del paciente

- Peso del paciente

- Compatibilidad HLA
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Haciendo hincapié en este ultimo punto, y considerando el grado de
compatibilidad donante receptor, podemos definir los siguientes conceptos:

- Donante ideal: hermano HLA idéntico para locus A, B, Cy DRB1

- Donante aceptable: familiar con 1 Unica diferencia HLA antigénica o

alélica (7/8 identidades loci A,B, Cy DRB1).

Si no existiera un donante ideal o aceptable entre los familiares
estudiados se debe recurrir a la busqueda de un donante no emparentado.

En este caso se puede plantear una donacion de médula Osea, de
sangre periférica o recurrir a unidades de cordon umbilical.

En caso de existir mas de un donante totalmente compatible se sigue
una serie de criterios para la eleccion del mas conveniente.

Estos criterios siguen la premisa de reducir el riesgo de complicaciones
post-trasplante y mejorar los resultados del procedimiento.

Se deben tener en cuenta los siguientes criterios en el orden de
importancia que se citan:

1°. El que presente mas compatibilidades (10/10; 9/10)

2° El mas joven

3° El de mayor volumen corporal, mayor celularidad

4° Si el receptor es CMV negativo, el que tenga serologia CMV

negativa.

5° Isogrupo: se recomienda que no haya incompatibilidad ABO mayor

con el receptor

6° Sin antecedentes transfusionales ni embarazo

7° Varon si el receptor es varoén.
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3.3 Compatibilidad donante/receptor

Se estudia mediante el analisis de los antigenos del sistema HLA.
3.3.1 Donantes familiares

Las exigencias de compatibilidad en el trasplante de médula Osea
explicarian que en primer lugar se estudie al paciente, hermanos y padres. Al
menos se debe realizar tipaje HLA A, B de baja resolucion y si son idénticos se
amplia el estudio a HLA-DRB1. El donante ideal para la practica de un TPH es
un hermano HLA genotipicamente idéntico al paciente (96-98). La probabilidad
de que un hermano sea HLA idéntico a un paciente es solo del 25%. Lo que
hace que la probabilidad de tener un hermano HLA idéntico sea de 1-0.75"

(35% para familias de 2,7 hermanos) siendo n el nimero de hermanos (Fig 7).

a b ] ]

A A2 A Al

EG g; COMPARTEN: C2 &eC3
e

DR OR 0 haplotipos : 25% B B1

1 haplotipos : 50% DR DR

DQ DQ 2 haplotipos :25%  DQ DQ
DP DP

DP 4 ¢ DP
A A A A2 A A2 1

1

C6 ¢¢ C2 C6 ¢4c3 C7 ¢¢ C2 C7 ¢4C3
B B B 1 B5 4B B5 44B1
DR {4DR DR ¢4DR DR ¢4DR DR ¢¢DR

DQ ¢¢DQ DQ ¢4DQ DQ ¢¢DQ DQ ¢¢DQ
DP ¢4DP DP 44DP DP ¢4DP DP {{DP

Figura 7. Herencia de los haplotipos HLA entre hermanos. Cada hermano
tiene una probabilidad de ser idéntico del 25%. Entre todos los hermanos sera 1-
0.75", siendo n el nimero de hermanos
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En el calculo no estan considerados factores tales como posibles
mutaciones y/o entrecruzamientos ya que éstos son raros (<1%). En caso de
entrecruzamientos se heredaria un haplotipo que no esta presente como tal en
los padres y que es fruto de la unibn complementaria de dos fragmentos de cada
uno de los haplotipos de uno de los dos progenitores.

La identidad genotipica se establece mediante determinacion de los
haplotipos HLA familiares. En dicho supuesto es suficiente como hemos
comentado, la determinacion de los loci A, By DRB1.

En casos necesarios se estudia por alta resolucion a los no compatibles
con el fin de establecer los 4 haplotipos.

Con esto conseguimos conocer la composicion alélica completa de los
cuatro cromosomas posibles y establecer identidad genotipica (cuando no
exista homozigosidad en alguno de los loci de los padres), o fenotipica cuando
no se obtienen los 4 cromosomas (0 bien hay homozigosidad en alguno de los
loci en alguno o los dos padres).

Si no es posible establecer la identidad genotipica, debemos basarnos
en la identidad fenotipica. En estos casos se deben realizar estudios de alta
resolucién al menos para HLA-DRBL1.

La determinacion alélica de alta resolucién para clase | puede estar
indicada también, por ejemplo, en el caso de identidad paciente-padre (<1% de
probabilidad), a no ser que el haplotipo compartido entre ambos padres lo sea

por consanguinidad entre ellos.
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En el supuesto de disponer de diversos hermanos compatibles puede
plantearse ampliar el tipaje a alelos frecuentemente dispares, como DPB1, para
seleccionar al hermano con mayor compatibilidad.

Si no se dispone de un donante ideal, puede considerarse donante
aceptable un hermano, progenitor o descendiente que presente una unica
diferencia HLA, analizando los loci A, B, C, DRB1.

Dependiendo del grupo clinico esta diferencia podria localizarse soélo en
clase I, HLA-A o HLA-B o HLA-C. Si existe mas de un familiar con estas
caracteristicas se dara preferencia las diferencias alélicas sobre las diferencias

antigénicas (99).

3.3.2 Busqueda familiar ampliada

Sin embargo en un elevado nimero de casos no existen hermanos HLA
idénticos y es necesario iniciar una busqueda familiar ampliada (tios y primos)
o localizar un donante compatible no emparentado del Registro Internacional
de Médula Osea.

El estudio familiar ampliado debe ponerse en marcha en aquellos
receptores con un haplotipo de alta frecuencia (>1%) (Tabla 10) y otro poco
frecuente (<0,1%).

Si los dos fueran frecuentes tendriamos la certeza de encontrar
donantes no emparentados compatibles en los registros internacionales (se
puede realizar una busqueda preliminar de donante no emparentado en

www.bmdw.org y solicitar un informe de REDMO).
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Tabla 10. Haplotipos frecuentes >1%
en la poblacion espafiola, segln
REDMO.

HLA-A*01, HLA-B*08, HLA-DRB1*03
HLA-A*02, HLA-B*07, HLA-DRB1*15
HLA-A*02, HLA-B*15, HLA-DRB1*04
HLA-A*02, HLA-B*44, HLA-DRB1*04
HLA-A*02, HLA-B*44, HLA-DRB1*07
HLA-A*02, HLA-B*44, HLA-DRB1*13
HLA-A*02, HLA-B*49, HLA-DRB1*04
HLA-A*02, HLA-B*50, HLA-DRB1*07
HLA-A*02, HLA-B*51, HLA-DRB1*04
HLA-A*02, HLA-B*51, HLA-DRB1*13
HLA-A*03, HLA-B*07, HLA-DRB1*15
HLA-A*03, HLA-B*35, HLA-DRB1*11
HLA-A*11, HLA-B*35, HLA-DRB1*01
HLA-A*23, HLA-B*44, HLA-DRB1*07
HLA-A*29, HLA-B*44, HLA-DRB1*07
HLA-A*30, HLA-B*13, HLA-DRB1*07
HLA-A*30, HLA-B*18, HLA-DRB1*03
HLA-A*32, HLA-B*14, HLA-DRB1*07

HLA-A*33, HLA-B*14, HLA-DRB1*01

Se inician los estudios HLA por la rama familiar que lleve el haplotipo
mas raro de modo que sea mas facil encontrar un sujeto que presente el

infrecuente (el mismo que el del paciente) y el frecuente por azar.
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Se hace tipaje HLA-A y B baja resolucion a tios y primos. Si no tenemos

incompatibilidades en Ay B, se tipa, A, B, Cy DRBL1 por alta resolucion.

Diferencias en DPB1 (normalmente por recombinacion) no son

consideradas para la seleccion del donante, pudiéndose acumular a otra
diferencia en cualquiera de los otros loci (para los grupos clinicos mas estrictos
sé6lo en clase |).

Un miembro familiar (aunque no sea un hermano HLA idéntico) es mejor

opcion que un donante no relacionado por diferentes motivos (100-103):
- Los familiares directos presentan mayor similitud genética que
individuos no emparentados, al compartir no solo los genes
estudiados, sino otros genes polimorficos que también se han
podido transmitir como los antigenos menores de
histocompatibilidad (mHLA).
- Se ha demostrado que presentan un significativo mayor efecto
injerto contra leucemia.
- La cercania e inmediata disponibilidad y la posibilidad de
recolecciones adicionales de células del donante para inmunoterapia
influyen en la eleccion de un donante familiar.

Ademas el elevado polimorfismo de las moléculas HLA, unido a las
exigencias de compatibilidad de REDMO para aceptar a un donante no
emparentado (compatibilidad en los loci A, B, C y DRB1 por alta resolucién),
hacen cada vez mas necesario la busqueda de donantes en el entorno
familiar (104).

Si embargo para poner en marcha esta estrategia, se hace

imprescindible conocer la frecuencia de los alelos y haplotipos HLA en las
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diferentes zonas geograficas para determinar aquellos casos susceptibles de
iniciar la busqueda familiar ampliada teniendo en cuenta que la frecuencia de
los haplotipos HLA varia de forma considerable entre unas poblaciones y
otras, incluso entre poblaciones cercanas
La limitante que se nos presenta en estos casos es el numero limitado
de potenciales donantes familiares, asi en la practica, nicamente un 30% de los
pacientes disponen de un donante emparentado compatible. Ello implica que el
70% restante debe localizar un donante compatible entre donantes

voluntarios no emparentados (105, 106).

Tios

Probabilidad haplotipo familiar 0.5
Probabilidad de tener el otro: 0.01*
Probabilidad de tener los dos: 0.5X0.01=0.005 (1/200)

Primos
Probabilidad de tener los dos: 0.5X0.01X0.25=0.00125 (1/800)

* suponiendo que la frecuencia haplotipica es del 1%.

Figura 8. Probabilidad de que un primo o un tio sean donantes. Partimos de
la premisa de buscar un haplotipo frecuente. En este caso 1%

3.3.3 Busqueda de donante no emparentado
La probabilidad de que dos personas no emparentadas entre si sean
compatibles se reduce a aproximadamente 1/10.000 (aunque la probabilidad

varia en funcién de la frecuencia de los haplotipos HLA).
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La probabilidad de localizar un donante compatible no emparentado
se ha visto incrementada de forma muy importante gracias a la implantacion
de registros de donantes voluntarios de progenitores hematopoyéticos (107-110).

Se deben reunir una serie de requisitos para iniciar la busqueda:

- Edad del paciente igual o inferior a 45 afos. Para los enfermos entre 46

y 55 afos se aceptara el criterio del centro de trasplante encargado de

su realizacion.

- Ausencia de donante familiar HLA-idéntico o con una incompatibilidad

menor. Se considera incompatibilidad menor cuando el donante

comparte un haplotipo con el paciente y en el otro haplotipo existe una

Unica diferencia bien entre antigenos subtipicos (split) de los loci Ao B, o

bien en los dos ultimos digitos del locus DRB1 valorado mediante

técnicas de alta resolucion.

- En el caso de enfermedades congénitas, ausencia de alteraciones

neuroldgicas.

- Que los resultados esperables superen a los obtenidos con otros

procedimientos.

Una vez revisado que todos los requisitos se cumplen, se debe enviar al
REDMO la siguiente documentacion:
- Impreso de solicitud de inicio de la Busqueda de DNE (AX01-POE-V1-

CLI_TPH-006) (www.fcarreras.orq)

- Fotocopia de tipaje HLA completo clase | (A, By C) y Il (DRB1) por alta
resolucion.

- Resumen de la historia clinica
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- Conformidad del inicio de la busqueda por la Direccion Médica.
También con la documentaciéon enviada, el médico responsable debera
especificar de forma razonada el tipo de busqueda solicitado:
- Médula 6sea / sangre periférica exclusivamente.
- Sangre de cordon umbilical exclusivamente.
- Médula 6sea / sangre periférica y sangre de cordon umbilical de forma

simultanea. Es la opcion preferida en nuestro hospital (Fig 9).

En el laboratorio se reciben donantes compatibles en baja o en alta
resolucion. Se confirman los tipajes de los donantes por alta resolucion (HLA-A,
-B, -C, -DRB1) y si hay varios idénticos con el paciente se completa el estudio

(de los donantes y pacientes) también con otros loci.

Se pueden conseguir donantes no emparentados HLA-A, -B, -C, -DRB1,
-DRB3/4/5, -DQB1 compatibles a nivel de alta resolucién (12 de 12) para un
40%-50% de los pacientes y con una sola diferencia en alguno de estos loci

para un 20% mas (111).

Entre el 85% y el 90% de los donantes compatibles sefalados
anteriormente presentan diferencias para DPB1, con lo que dada la dificultad
en conseguir compatibilidad DP y que no es relevante se desconsidera este
locus en la seleccion, aunque ante dos donantes igualmente compatibles se

tomaria el que fuera DP idéntico (112, 113).

La normativa espafiola permite realizar un TPH de DNE con una

incompatibilidad antigénica en menores de 35 afios. Cuando existe una
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incompatibilidad HLA esta indicado analizar el estatus de anticuerpos anti-HLA

para elegir entre varios candidatos.

También es preferible una diferencia antigénica que dos alélicas. Si se
puede escoger el locus en que esta la diferencia, se deberia elegir primero la
diferencia en HLA-C (114). No se sabe si es mejor una diferencia en A, B o

DRBL1. La incompatibilidad DQB1 es menos importante que en C (115).

INDICACION DE BUSQUEDA DE DNE
Iniciar simulféneamenfibdsaueda de MO!/SP? vy scU3

Unidad de SCU

0-2 mm *NINOS: CN> 4x107/kg
CN>2x107/kg* CD34> 1,5x10°/kg
s CD34>0,6x10°/kg*
Indicacion “urgente” de TPH (<2 m) No Indicacién “urgente” de TPH (>2 m)
v
l No Donante A,B,C Donante A'B_'C Y
Proceder al trasplante y DRB1 compatible DRB1 compatible
de SCU ~_ v
reconsiderar SCU Proceder al trasplante

1 Médula 6sea * Sangre periféricay *Unidades de cordén

Figura 9: Eleccion de la fuente: MO/SP/SCU. La eleccion de PH de MO o
SP depende en la mayoria de los casos del donante. Habria que valorar:
patologia de base, urgencia, edad receptor y donante, tipo de
acondicionamiento, peso de receptor y donante y grupos sanguineos.

Cuando el paciente es de edad infantil (hasta 40-50 kg) se

realizan busquedas en paralelo de sangre de corddn (fig eleccion donante). Los
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criterios de compatibilidad HLA en estos casos son mas laxos, considerando
baja resolucién para los loci de clase |, HLA- Ay B y alta resolucién para HLA-
DRB1. Con dos o mas cordones compatibles se seleccionan en funcion de la

maxima celularidad leucocitaria total.

Hoy en dia estan tipados mas de 17 millones y medio de donantes
validos para HLA-A y HLA-B, provenientes de 66 registros de donantes de
progenitores hematopoyéticos de 46 paises y 47 bancos de corddon de 27
paises, de los cuales poco mas de 10 millones también estan tipados para
HLA-DR, y méas de 300.000 pertenecen a unidades de corddn (de acuerdo con

los datos publicados en BMDW).

Esto ha supuesto la realizaciéon de méas de 10 millones de test HLA para
clase | y Il en un periodo corto de afios Unicamente para este proposito. Algunos
registros reclutan sus donantes de una Unica poblacion bastante homogénea,
mientras que otros estan compuestos de contribuciones de distinto origen

étnico (116, 117).

En cualquier caso, el conocimiento de las frecuencias de haplotipos y de
pardmetros genéticos relacionados con la poblacién es relevante tanto para el
planteamiento estratégico de los registros de donantes, como para tomar
decisiones en el proceso de busqueda de donante para los distintos pacientes

(118).

Una vez disponibles, estos estudios de los alelos y haplotipos presentes

en una region determinada, pueden ser también de utilidad para otros
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propositos practicos y cientificos, como estudios de genética de poblaciones

(119-123).

Para recopilar la informacion de todos los registros nacionales vy
coordinar la busqueda de donantes a nivel internacional se cre6 la Bone Marrow
Donors Worlwide (BMDW) (107), siendo la red espafiola de donantes de médula
O0sea (REDMO) la que ejerce estas funciones a nivel nacional (109).

Las recomendaciones de REDMO (documento consenso, Octubre 2005)
para trasplantes alogénicos incluyen los loci HLA-A, -B, y -DRB1 (6 loci) para
donantes familiares, afiadiendo el estudio del HLA-C para donantes no
emparentados (8 loci).

En el caso de donante no familiar el grado de compatibilidad requerido es
a nivel de alta resolucion (cuatro digitos), aunque no es infrecuente que en
trasplante con donante familiar sea necesaria también la alta resolucion en
uno o varios loci (124).

Esto ocurre cuando uno de los padres o los dos son homozigotos para un
locus o bien no se dispone de los haplotipos de los padres, ya que en estos
casos hay que comprobar la posibilidad de una recombinacion.

En estos casos se puede recurrir a ampliar o completar el tipaje de los
hermanos aunque no sean compatibles para establecer de forma inequivoca la

identidad genotipica.

56



INTRODUCCION
4. IMPORTANCIA DE LA IDENTIDAD HLA EN EL TPH

El papel de las moléculas HLA va a depender en gran medida de la
relacion familiar del receptor y el donante. Aunque se busca identidad en HLA-
A, B, C y DRB1, el resto de los genes presentes en el donante y el receptor

podria ser o no iguales.

En este sentido los hermanos no sélo serian idénticos en estos loci
comentados sino que compartirian los dos haplotipos en su totalidad. El resto
de familiares compartirian s6lo un haplotipo, mientras que los donantes no

emparentados ninguno.

4.1 Trasplantes con donante familiar

En estos casos nos encontramos normalmente ante parejas

donante/receptor HLA idénticas

En general, el fracaso del injerto por rechazo se cifra en torno al 1%,
mientras que la enfermedad de injerto frente a huésped grave podria cifrarse

en la actualidad en torno al 5%.

En pacientes de “bajo riesgo” (Leucemia aguda en 12 6 22 RC, LMC FC,
SMD no leucemizado) la supervivencia con un donante familiar con una
incompatibilidad es menor que con un hermano idéntico, pero igual que con
donante no emparentado (tabla 11).

En pacientes de “alto riesgo” (el resto) con un donante familiar con una

incompatibilidad HLA no es necesario buscar un donante no emparentado 8/8
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porque el resultado del trasplante es igual sea un donante no relacionado

familiarmente, un familiar idéntico o un familiar con una diferencia (125).

Tabla 11. Porcentaje de trasplantes alogénicos con DNE totales en USA

Enfermedades Malignas. Enfermedades no malignas.
Leucemia mieloide crénica 33% | Anemia aplasica grave 4%
Leucemia mieloide aguda 20% | Errores congénitos metabolismo | 2%
Leucemia linfoide aguda 19% | Inmunodeficiencias primarias 2%
Mielodisplasias 9% | Defecto congenito eritrocitario 1%
Linforna no-Hodgkin 4% | Histiocitosis 1%
Otras leucemias 2% | Defecto congenito plaguetario <1%
Desordenes de células Otras <1%
plasmaticas (Mieloma 1%

Multiple) <1%
Enfermedad de Hodgkin <1%
Otras neoplasias

Se podria aceptar una unica diferencia HLA en clase I, con resultados
muy similares a los de hermanos genotipicamente idénticos. Los pacientes con
donante familiar con mas de una incompatibilidad en clase | (A+B+C) en

direccién huésped & injerto son los que tienen mayor riesgo de fallo del injerto.

Las incompatibilidades en clase Il parece que no influyen en fallo del
injerto: Los trasplantes procedentes de un familiar no idéntico con 1
incompatibilidad en DRB1 y/o DQBL1 en direccion injerto & huésped son los que
tienen mayor riesgo de EICH II-IV (75%) seguidos de aquellos que tienen una
diferencia en clase | en direccién injerto & huésped (60%); en tercer lugar el
trasplante de progenitores hematopoyéticos de donante no emparentado
compatible y por ultimo los de hermano idéntico, cuyo riesgo es similar a los
familiares no idénticos 5/6 que no tienen diferencias en direccion injerto &

huésped (126, 127) .
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Las diferencias en HLA-DP no influyen en la supervivencia total ni se
correlaciona con el desarrollo de injerto contra huésped ni tampoco parece
influir en el rechazo del injerto. Por esta razon normalmente no se incluye en el

estudio.

Por tanto en pacientes sin un donante idéntico sélo debemos recurrir a
donantes familiares con incompatibilidad en DRB1+DQB1 en direccion injerto &
huésped o mas de una diferencia en HLA-A+B+C en direccidn huésped &
injerto cuando no haya tiempo de localizar un donante no emparentado.

Sin embargo, se debe tener en cuenta que lo que méas afecta la
supervivencia global es el estadio de la enfermedad al trasplante, de forma que
con donante hermano idéntico, familiar con incompatibilidad o DNE compatible

el resultado en cuanto a supervivencia es similar (128-130).

4.2 Trasplantes con donante no emparentado o unidades de cordon

La supervivencia global promedio (TPH no emparentado y SCU) esta en
la actualidad alrededor del 50% y se correlaciona con la enfermedad de injerto
frente a huésped y ambas con el grado de disparidad HLA. En numerosas
ocasiones el estudio HLA de los donantes de diferentes registros se ha
realizado mediante técnicas serologicas y debemos diferenciar
incompatibilidades a nivel de especificidades amplias o de sus subtipos

(“splits”).

Las formas graves de injerto contra huésped suelen aparecer en un 20-
40% de los pacientes. El fracaso de injerto primario se sitla en torno al 10% y

se asocia a diferencias en HLA clase | (131).
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El rechazo inmune del injerto (TPH cordon) no esta claramente
delimitado del fracaso debido al pequefio numero de células que se infunden y

se produce hasta en un 15% de los casos.

El desarrollo de injerto frente a huésped aparece en menor nimero de
casos y es menos grave con SCU que en el TPH de no emparentado y podria
deberse a la falta de madurez de la poblacion linfoide asi como a su estatus

“virgen” por el nulo o muy disminuido bombardeo antigénico.

Diferencias en HLA-I (basicamente en los loci B y C) y también en HLA-II
(DRB1 y DQB1) contribuyen a la aparicion de injerto contra huésped. Cuanto
mayor sea el numero de diferencias HLA peores son los resultados, siendo un

factor primario (130).

La compatibilidad HLA con donante de SCU comienza a separar las
curvas de supervivencia cuando hay 2/6 diferencias HLA contabilizando los loci

Ay B (baja resolucién) y DRB1 (alta resolucién).

Que la incompatibilidad sea en clase | o DRBL1 tiene el mismo efecto en
EICH y en la mortalidad relacionada con el trasplante. Sin embargo, una

diferencia adicional en DPB1 o DQB1 no tiene efecto en supervivencia (132).

Otro aspecto que hay que considerar es el estado clinico del paciente
porque puede influir de forma importante en el tiempo posible de busqueda de
un donante y el grado de disparidad HLA que seria aceptable (133, 134).

En un paciente con una enfermedad relativamente estable como

leucemia mieloide cronica o un sindrome mielodisplasico de bajo riesgo no es
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problema una espera de 4-6 meses. Sin embargo, en un paciente con leucemia
aguda, una espera prolongada expone al paciente a quimioterapia con
toxicidad adicional y riesgo de recaida.

Tabla 12. Antigenos HLA y sus especificidades
"subtipicas"o “splits”

Antigenos | Splits y asociaciones antigénicas#
A2 A203#, A210#
A9 A23, A24, A2403#
Al10 A25, A26, A34, A66
Al19 A29, A30, A31, A32, A33, A74
A24 A2403#
A28 A68, A69
B5 B51, B52, B5102#, B5103#
B7 B703#
B12 B44, B45
B14 B64, B65
B15 B62, B63, B75, B76, B77
B16 B38, B39,B3901#,B3902#
B17 B57, B58
B21 B49, B50, B4005#
B22 B54, B55, B56
B27 B2708#
B39 B3901#, B3902#
B40 B60, B61
B51 B5101#, B5103#
B70 B71, B72
Cw3 Cw9, Cw10
DR1 DR103#
DR2 DR15, DR16
DR3 DR17, DR18
DR5 DR11, DR12
DR6 DR13, DR14, DR1403#, DR1404+#
DR14 DR1403#, DR1404#
DQ1 DQ5, DQ6
DQ3 DQ7, DQ8, DQ9
Dw6 Dw18, Dw19
Dw7 Dwll, Dwl7
#variante
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Por tanto si no existe donante no emparentado compatible 8/8 se debe
considerar la alternativa de trasplantar con SCU o un donante no relacionado
con una incompatibilidad.

Otra posibilidad en caso de tener dificultad para encontrar donante seria
trasplantar con un familiar haploidéntico depleccionado de células T en vez de
con un DNE con una incompatibilidad a nivel antigénico (tabla 12). En este
caso se ha observado que los resultados son semejantes pero ofrece la ventaja
de la disponibilidad de los familiares (135, 136).

En nifios menores de 16 afios con leucemia aguda los resultados con
donante TPH de SCU con 6/6 identidades son mejores que con un TPH de
donante no emparentado de médula 6sea 8/8 y comparables cuando la SCU
comparte 5/6 identidades particularmente si las dosis celulares son mayores de
3x107/kg. En adultos, sin embargo, los resultados de TPH de DNE de médula
Oseal/sangre periférica con compatibilidad 6/6 son comparables a los de un

TPH de SCU 4-6/6 (137-140).
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Actualmente es suficientemente conocido que cuando el trasplante de
médula désea se realiza con un donante familiar, incluso aunque no sea
hermano HLA idéntico, los resultados son mejores que con uno no
emparentado.

Estas ventajas se deben sobre todo a factores inmunolégicos
dependientes de la mayor compatibilidad, pero también debemos considerar
aspectos econdémicos y de organizacion.

Sin embargo, en un namero considerable de hospitales todavia tiene
prioridad la busqueda en los Registros Internacionales de un donante no
emparentado sobre una busqueda familiar ampliada porque no existen estudios
suficientemente amplios de los alelos y haplotipos HLA locales.

Debido al amplio polimorfismo del sistema HLA que puede variar de
forma importante entre dos zonas geograficas distintas se hace necesario el
conocimiento de los rasgos diferenciales de cada lugar.

Por tanto el estudio de las frecuencias HLA en nuestro medio podria
solucionar este problema y ayudaria en gran medida a establecer en cada caso
cual es la estrategia de busqueda de donante mas indicada.

No solamente estos resultados seran importantes en trasplantes de
médula désea sino que se pueden aplicar en trasplantes de 6rganos sélidos,
estudios de asociacion a enfermedad y en los de filiacion de paternidad para el
calculo de las probabilidades reales en nuestro medio.

Por tanto, el presente trabajo se plantea como objetivo principal clarificar
en qué situaciones estaria indicado iniciar una busqueda familiar ampliada,

incluyendo primos y tios, para encontrar un donante para nuestros pacientes
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sin necesidad de esperar hasta que finalice la busqueda de uno no
emparentado.

Como objetivo secundario se plantea establecer una base de datos que
sirva para calcular los riesgos relativos de padecer ciertas enfermedades
asociadas a HLA y las probabilidades en los estudios de filiaciéon de paternidad
en nuestra area geografica.

Para poder desarrollar estos objetivos se estudiaron los siguientes

subapartados:

Frecuencia de los alelos HLA-A, B, C y DRB1 en la poblacién
cordobesa y jienense. Secundariamente se estudiaran las de HLA-

DQB1y DPB1.

- Alelos predominantes dentro de cada grupo de especificidades.

- Haplotipos HLA-A/B/C/DRB1 en la muestra estudiada.

- Asociaciones HLA-B/C, HLA-DRB1/DQB1, HLA-A/B/C, HLA-

B/C/DRB1y HLA-A/B/DRB1

Finalmente se discutirdn aquellos alelos y haplotipos considerados
comunes o poco frecuentes y la estrategia de busqueda de donantes que se

recomienda en funcion de los resultados obtenidos.
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MATERIAL Y METODOS
1. SELECCION DE LA MUESTRA

Se han estudiado 548 haplotipos de 184 familias de los correspondientes
pacientes que han acudido al Servicio de Inmunologia del Hospital Regional
Universitario Reina Sofia de Cordoba para busqueda de donante de
progenitores hematopoyéticos. Estas familias proceden de las provincias de
Cordoba y Jaén.

Se han tipado los loci HLA-A, B, C y DRB1 por alta resolucion (4 digitos)
al paciente y los padres y se han asignado los cuatro haplotipos familiares. En
los casos que no fue posible estudiar a los padres 0 no se pudieron asignar los
haplotipos, se procedio al estudio de los hermanos.

Como resultado final en algunas familias se consiguié determinar los
cuatro haplotipos que se integraron al estudio, en otras tres y en otras sélo dos.
Aquellas familias en que no se pudieron discriminar al menos dos haplotipo
fueron descartadas para el estudio.

74 familias contribuyeron con cuatro haplotipos, treinta y dos con tres y
setenta y ocho con dos.

El andlisis de los alelos y asociaciones se realiz6 de los 548 haplotipos
incorporados al estudio.

También se ha tipado por alta resolucion los loci HLA-DQB1 y DPBL1. En
estos casos soélo ha estado disponible para el andlisis 151 alelos HLA-DQB1 y
126 DPB1, no incluyéndose en el estudio de haplotipos completos HLA-
A/B/C/DRB1 aunque los datos de DQBL1 se tuvieron en cuenta para determinar

sSus asociaciones con DRB1.
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2. METODOLOGIA

Se han estudiado los alelos HLA de las familias descritas anteriormente
segun las recomendaciones de la EFI. Este laboratorio esta acreditado por la
Federacion Europea de Inmunogenética desde 1997 con la referencia de
Acreditacion: 09-ES-006.994.

En concreto se tiparan los loci HLA-A, B, C, DRB1, DQB1 y DPB1 con

resolucion final de alta resolucion cuatro digitos por los siguientes protocolos:

2.1 Purificacion automatica de ADN

El ADN se ha aislado de muestras de sangre periférica anticoagulada
con ACD mediante el Maxwell® 16 Blood DNA Purification System de
Promega.

Maxwell® 16 System se utiliza para separar el ADN de forma
automatizada en muestras humanas de sangre total y capa leucocitaria. La
metodologia de aislamiento usada por este método proporciona de una manera
rapida ADN apto para ser analizado directamente mediante métodos de
amplificacion estandar.

Cuando se usa Maxwell® 16 Blood DNA Purification System (Promega
Corporation, 2800 Woods Hollow Road, Madison, Wil 53711-5399 EE.UU) junto
con Maxwell® 16 Instrument, éste automatiza el aislamiento de &acidos
nucleicos de hasta 16 muestras usando como principio de separacion la lisis
celular y la unién de los acidos nucleicos a particulas de silice magnetizadas.
Entre los pasos automatizados que realiza Maxwell® 16 System se incluyen:

- Lisis de la muestra en presencia de un agente caotrépico y

detergente.
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- Unidn de &cidos nucleicos a particulas de silice magnetizadas.

- Lavado de las particulas unidas para separarlas del resto de

componentes celulares.

- Elucién de los acidos nucleicos

La temperatura de las muestras se regula mediante un sistema de
calentamiento controlado automaticamente por el sistema. EI ADN extraido

esté listo para amplificacion por PCR.

2.1.1 Método

Se han utilizado muestras de sangre total recogidas en tubos tratados
con ACD. Hasta su uso se han almacenado a 4 °C y se han procesado en
menos de 7 dias posteriores a su extraccion.

Aungue en general se han seguido las instrucciones del fabricante, el
procedimiento es el que sigue:

Se enciende el “Maxwell® 16 IVD Instrument” y éste mostrara el nimero
de version de firmware, realizara las autocomprobaciones y colocara todas las
piezas en la posicion de inicio.

En la pantalla protocolos, se selecciona sangre y posteriormente se
verifica que se han seleccionado el método y el usuario correctos. Se
selecciona Run/Stop para continuar.

Cuando lo indique en pantalla, se abre la puerta y se selecciona
Run/Stop. Se afiaden 300 ul de sangre y los émbolos en el primer canal del
cartucho. Se colocan los cartuchos en la plataforma del Maxwell® 16 con el

lado estriado mas cercano a la puerta.
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Posteriormente, se coloca un tubo de elucion azul por cada cartucho en
las ranuras especificas que hay para ellos en la plataforma y se afiaden 200 pl
de tampodn de elucion a cada tubo de elucion azul.

Ahora se pulsa el boton “Run/Stop”, la plataforma se retraerdy podemos
proceder.

El Maxwell® 16 IVD Instrument iniciara de forma inmediata la
purificacion indicando la pantalla el tiempo aproximado restante que es
aproximadamente 35 minutos

Una vez finalizado el proceso, se pulsa Run/Stop para extender la
plataforma hacia afuera del instrumento. Luego, se retiran los tubos de elucién
de sus ranuras térmicas y se colocan en la gradilla de tubos de elucion
magnética.

Una vez aqui, se transfieren con una pipeta las muestras eluidas a los
tubos de almacenamiento, desechandose posteriormente los tubos de elusion,
los cartuchos y émbolos ya utilizados.

Excepcionalmente, cuando algun paciente no daba resultado de tipaje, la
concentracion de ADN se midi6é por absorbancia a A260 o se confirmé la
pureza del ADN con electroforesis en gel de agarosa y con el cociente

A260/A280, que debe ser >1,7.

2.1.2 Material necesario
Componentes del producto suministrados

- 48 Cartuchos Maxwell® 16 Blood DNA.

- 50 Embolos de purificacion.
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- 50 Tubos de elusion.

- 20 ml Tampon de elusion.

Este material y reactivos se puede almacenar a temperatura ambiente (15—
30°C).
Materiales no suministrados:

- Pipetas y puntas de pipeta

- Guantes

- Tubos de almacenamiento para muestras de ADN

2.2 Purificacion de ADN por columnas

Este método alternativo tan sélo ha sido usado de forma puntual para
comprobacién de contaminacion de nuestro principal método de extraccion de
ADN. En estos casos hemos empleado el QlAamp DNA Blood Mini Kit

QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Alemania) consigue una
rapida purificacion de 1 pl a 200 pl de sangre (4-12 pg/200 ul de sangre).

Los buffer optimizados lisan las muestras, estabilizan los acidos
nucleicos y favorecen la adsorcién de ADN selectiva a la membrana QIAAMP
de silica-gel.

Sin embargo, los inhibidores de la PCR como cationes divalentes y
proteinas pasan a través de ella mediante diferentes lavados.

Finalmente el ADN listo para su uso es eluido en agua o un buffer

suministrado en el equipo con baja concentracion de sales.
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2.2.1 Método

Brevemente:

Afadir 20 pl de proteasa en un tubo
de 2ml de capacidad.

Se afladen 200 pl de sangre

Se afladen 200 pl de Buffer AL
Vortexar la mezcla

Incubar 10 min a 56°C

Afiadir 200 pl de etanol

Vortexar la muestra

Pasar a columna incluida en el Kit
Centrifugar 1 min a 8000 rpm.
Colocar columna en un tubo limpio
Afiadir 500 pl de buffer Awl
Centrifugar 1 min a 8000 rpm
Colocar columna en un tubo limpio
Afadir 500 pl de buffer Aw2
Centrifugar 3 min a 14000 rpm
Colocar columna en un eppendorff
Se aflade 200 ml de buffer AE a la
columna

Se incuba 1 min

Centrifugar 1 min a 8000 rpm

Se descarta columna

Nos quedamos con el eluido que
contiene el ADN

2.2.2 Material necesario

Los componentes suministrados en este mini kit para 50 pruebas son:,

- 50 columnas Mini Spin QIA amp

- Proteinasa K de Qiagen.

- Reactivos, tampones y tubos para coleccion de muestras de 2 ml.

MATERIAL Y METODOS

Gl Aamp Spin Column Procedure
in microfuges  on vacuum manifolds
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Figura 1: Protocolo de purificacion de ADN por
columnas. Se ha empleado el QlAamp DNA Blood
Mini Kit que permite obtener ADN de alta pureza.

Este material y reactivos se puede almacenar a temperatura ambiente

(15-30°C) excepto la proteinasa K que debe permanecer a 4°C.

Materiales no suministrados

- Pipetas, puntas de pipeta y guantes
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- Etanol de alto grado de pureza para afiadir a los tampones.

2.3 Tipaje HLA génico

Se ha realizado en todos los casos una amplificacion previa de ADN por
PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa).

A través de esta metodologia obtendremos un ndamero elevado de
copias a partir de un segmento de acido nucleico a estudiar por medio de una
repeticion ciclica de tres etapas:

- Desnaturalizacion: se obtiene separando las cadenas de ADN con

temperaturas elevadas, generando un molde de hebra simple.

- Anillamiento: ocurre una hibridacion de iniciadores a sus secuencias
homologas del ADN sustrato sélo bajo condiciones especificas de

temperatura.

- Polimerizacion o elongacion: es la extension en sentido 5'- 3' del
complejo iniciador-sustrato. Se obtiene con la utilizacion de Taq

polimerasa que va incorporando los deoxinucleétidos.

Se han utilizado diferentes técnicas de tipaje segun el locus y la
resolucién. Asi para la baja resolucion se ha utilizado una metodologia de PCR-

SSO reversa y para la alta, PCR-SSP en clase | y PCR-SSO reversa en la ll.

2.3.1 Tipaje genérico baja resolucion
Para el tipaje genérico HLA-A, B, C y DRB se ha utilizado HLA RELI™
SSO (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, EE. UU). Este sistema de tipaje

génico permite una resolucion entre baja y media.
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Este procedimiento se basa en tres procesos clave: amplificacion,
hibridacion de los productos amplificados con un panel de sondas de
oligonucledtidos especificas de secuencia inmovilizadas y deteccion del

producto amplificado unido a la sonda por formacion de color.

2.3.1.1 Preparacion de la PCR

El procedimiento de preparacion de la PCR se realiza en el area de
preparacion de reactivos (area de preamplificacion). Se determina el nimero
necesario de tubos para PCR para el andlisis de las muestras y los controles.
Se incluyen un 1 control positivo de ADN y un 1 control negativo con cada
amplificacion que se realice.

Preparacion de la muestra: Con una punta limpia para cada vez, se

depositan los reactivos en cada uno de los tubos de PCR en el siguiente orden:

SOLUCION | *MEZCL ADN (100
DE 6,0 MGCL, A NG/REACCION) O
PRINCIP CONTROLES
AL
Por tubo 15 ul 30 ul 15 ul

*mezcla principal es diferente para HLA-A, B, Cy DRB

Se tapan los tubos con tapones. Y las muestras y los controles ya estan
listos para la amplificacion.
2.3.1.2 Amplificacion

El procedimiento de amplificacion se realiza en el area de

postamplificacion. Se colocan las muestras en el bloque del termociclador. Se
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programa el termociclador (idéntico para HLA-A/HLA-B/HLA-C/HLA-DRB) con

los siguientes parametros:

Paso Numero de ciclos | Temperatura | Duracion
Ciclo 35 95°C 15 seg.
60°C 45 segq.
72°C 15 seg.
Extension 1 72°C 5 min.
1 15°C ilimitada

Cuando se calienta a 95°C, se separa el ADN de doble hélice y se
exponen las secuencias a amplificar especificas del cebador. A medida que la
mezcla se enfria, los cebadores biotinilados se alinean con las secuencias a
amplificar.

La ADN polimerasa termoestable recombinante Thermus aquaticus
(Taq), en presencia de un exceso de deoxinucleésido-trifosfatos (ANTPs) que
incluye deoxiadenosina, deoxiguanosina, deoxicitidina y deoxiuridina (en lugar
de deoxitimidina), extiende los cebadores alineados con las plantillas a
amplificar para producir una secuencia de ADN biotinilado denominada
amplicén.

Este proceso se repite durante 35 ciclos, duplicAndose en cada uno de
ellos la cantidad de ADN a amplificar lo que en teoria daria lugar a una
amplificacion superior a mil millones de veces.

El programa tarda aproximadamente 1,6 horas en ejecutarse. Cuando el
programa ha terminado se retiran las muestras del termociclador y se retiran
las tapas con cuidado para evitar la formacion de aerosoles. Se afiade con una
pipeta 30 pl de la solucién de desnaturalizacién en cada reaccion y se incuban

al menos durante 10 minutos a temperatura ambiente para que se complete la
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desnaturalizacion. EI amplicon desnaturalizado puede guardarse a 2-8°C hasta

1 semana.

2.3.1.3. Hibridacion y deteccion

El procedimiento de hibridacion de la sonda y deteccion en tira se realiza
en el area de postamplificacién/deteccion que debe estar aislada fisicamente
del area de preamplificacion. Es un ensayo automatizado que precisa de un
equipo AutoRELITM 48 y una bandeja de 48 pocillos aunque el protocolo
también se puede pner en practica manualmente.

Se etiqueta el nimero adecuado de tiras de tipificacion con un lapiz al
final de la tira, en el extremo opuesto a la linea negra. Se deslizan las tiras
hasta su posicion asegurandonos de que las lineas de la sonda estan
orientadas hacia arriba.

Se carga la bandeja en el equipo AutoRELITM 48, y se siguen las
instrucciones de configuracién desde el teclado. Posteriormente se procede a
cargar los reactivos.

Los tampones de trabajo para hibridacion, lavado y citrato se deben
guardar a temperatura ambiente (18-23°C) y son estables durante 3 meses. Si
hubiera sélidos precipitados presentes en los tampones de hibridacion y lavado
se calientan al bafio maria a 50°C. El conjugado de trabajo y la solucién de
sustrato deben prepararse para cada nueva tanda. El volumen minimo por tira
de los reactivos usados con el AutoRELITM 48 puede prepararse siguiendo la

siguiente tabla:
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NuUmero] Tampoén | Tampodn Tampodn
tiras |hibridacion| citrato Conjugado Sustrato lavado |Agua
(ml) (ml) (ml) |(ml)
2 60 50 200 | 270
4 60 60 200 | 270
6 70 100 200 |290
8 80 110 200 |290
10 90 125 200 |320
20 140 210 400 | 360
30 210 280 600 |410
40 260 390 800 |440
48 300 450 960 | 470

Cuando se solicita, se afiaden 60 pl de amplicén desnaturalizado al
pocillo correspondiente y se inicia el ensayo. El programa dura 2 horas 30 min
aproximadamente.

Una vez iniciado el proceso, los amplicones marcados con biotina se
unen (hibridan) a las sondas SSO que contienen la secuencia a amplificar
complementaria y de este modo quedan “atrapados” en la membrana (este
proceso se desarrolla a 48°C). Tras la hibridacion, un paso de lavado
exhaustivo garantiza la especificidad de la reaccién y elimina todos los
amplicones que no se han unido.

Posteriormente tiene lugar la reaccidbn de deteccién: el complejo
amplicén-sonda se visualiza mediante una reaccion colorimétrica. A la
membrana se afiade un conjugado estreptavidina-peroxidasa de rdbano (SA-
HRP) que se une a los amplicones marcados con biotina que han quedado
atrapados por la sonda SSO.

La adicién de agua oxigenada (H202) y tetrametilbenzidina (TMB) como
sustrato, da lugar a la formacién de un complejo de color azul en presencia de

SA-HRP. Las sefiales resultantes de la sonda se comparan con la intensidad

77



MATERIAL Y METODOS

de la sonda control, registrandose el patron de manchas de la muestra para su
interpretacion. Al terminar se lava el AUTORELI con Etanol al 70% vy

posteriormente con agua.

2.3.1.4 Material y reactivos necesarios
Reactivos suministrados:
- Solucion Tris-HCL 20 mM que contiene: glicerol al 30%, KCL 100 mM,
400 uM dATP, dCTP, dGTP, 800 uM dUTP, cebadores biotinilados (0,5

uM), AmpliTaq 100 u/ml y azida sodica al 0,05% como conservante

- Solucién de MgCl, 6.0 mM con ProClin®300 al 1% como conservante

- ADN control

- Solucién desnaturalizacion que contiene EDTA 3%, hidroxido de sodio

1,6% y azul de timol

- 50 tiras especificas con desecante

- Concentrado SSPE: solucion de fosfato sodico con NaCl, EDTA y

ProClin 150 al 1,0%.

- Concentrado SDS: Solucion de dodecil-sulfato soédico al 20% con

ProClin 150 al 1,0%.

- Conjugado de estreptavidina-peroxidasa de rabano

- Sustrato A: solucion de citrato que contiene H,0, al 0,01% y ProClin 150

al 0,1%.
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- Sustrato B: contiene 3,3'5,5'-tetrametilbenzidina (TMB) al 0,1% en

dimetilformamida (DMF) al 40%

- Concentrado de citrato: solucion de citrato de sodio

- AutoRELI™ 48 Equipo para procesamiento automatizado de las tiras

- Bandeja AutoRELI™ — Formato para dos tiras Bandeja de 48 pocillos

con separadores en cada uno de ellos para colocar 2 tiras por pocillo

- Hoja de resultados, plantilla de referencia y tabla de interpretacion

especifica, programa SSO Pattern Matching

2.3.1.5 Preparacion de soluciones de trabajo

- Tampon de hibridacién: Se mezclan los distintos elementos en el

siguiente orden:

213
ML

55 ML
7 ML

AGUA
DESIONIZADA
CONCENTRADO
SSPE
CONCENTRADO
SDS

La solucion puede calentarse a 50°C para asegurarse de que todos los

componentes estan disueltos y tras el uso guardarse a temperatura ambiente

durante 3 meses. Preparacién de tampdn de lavado: se mezclan los distintos

elementos en el siguiente orden:

1228.5 ML
65 ML
6.5 ML

AGUA
DESIONIZADA
CONCENTRADO
SSPE
CONCENTRADO
SDS
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Se distribuye el tampon de lavado en 2 recipientes diferentes. 275 ml
para el tampon de lavado exhaustivo y 1025 ml para el tampén de lavado
ambiente. Pueden guardarse a temperatura ambiente durante 3 meses.

Preparacion de tampon de citrato:

570 AGUA

ML DESIONIZADA
30 ML | CONCENTRADO
CITRATO

El tampén de lavado preparado puede guardarse a temperatura
ambiente durante 3 meses.
Materiales no suministrados

- Consumibles (consumibles para la PCR incluidos los tubos para

reaccion, tapones/hojas de plastico adhesivo para sellar, base, bandeja

y soporte).

- Micropipetas con puntas cerradas (barrera de aerosol) (100 pl, 200 pl y

1000 pl).

- Etanol al 70%

2.3.1.6 Anélisis de resultados

Los resultados se han analizado mediante el .programa SSO Pattern
Matching. Se pueden escanear las tiras automaticamente o leerlas con la
plantilla suministrada

Una vez las bandas positivas se han introducido manualmente o por el
escaner, el programa hace una interpretacion inicial de las mismas. El revisor

puede modificar las bandas hasta confirmar el tipaje definitivo.
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2.3.2 Tipaje HLA clase | alta resolucidn

Se ha realizado mediante AllSet+™ Gold SSP y SSP UniTray®.
(Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, EE. UU) que proporciona alta resolucion
0 genotipificacion a nivel alélico.

El método SSP es una técnica basada en PCR que utiliza cebadores
especificos de secuencia (Sequence Specific Primers, SSP) para la tipificacion
de tejidos basada en ADN. La asignacion de los alelos se realiza determinando
si la amplificacion se ha producido o no, es decir, mediante la visualizacién y la
deteccién de la amplificacion por medio de electroforesis en gel de agarosa.

En la técnica PCR-SSP, cada par de cebadores identifica dos loci

polimorficos cis y enlazados.

Las muestras de sangre se han recogido en tubos anticoagulantes de
ACD. La concentracion final del ADN antes de la PCR-SSP debe ser
aproximadamente 50 ng/ml y OD260/280 entre 1,7 y 1,9. Al comprobarse con
electroforesis en gel de agarosa, la mayor parte del ADN avanza mas
lentamente que la franja de 9,4 kb del marcador de Lambda ADN digerido con

Hind 111.

2.3.2.1 Preparacion de la PCR

Seleccionamos qué gueremos amplificar e iniciamos la preparacion
previa a la amplificacion (realizada en la zona pre-PCR).

La mezcla de PCR depende del numero de reacciones PCR por prueba
ya que hay bandejas para tipar todas las especificidades de un locus y otras

especifificas para cada grupo y se prepara segun la tabla siguiente:
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Pocillos | Tampon PCR Agua ADN | Taq

(ul) ()] (1)
96 460 608 125 |7
48 230 304 62,5 | 3,5
32 153 203 42 2,3
24 115 152 31,3 |18
16 80 105,8 21,7 |12
8 66 87 18 1

Se aflade agua y Taqg polimerasa (5U/ul) al tampén de PCR
prealicuotado y se mezcla bien. Se afladen 10 pl de mezcla maestra al tubo de
control de contaminacion que tiene el tinte azul. Se afiade ADN de muestra (50
ng/ul) a la mezcla maestra restante y se mezcla bien de nuevo. Por ultimo se
dispensan 10 pl de la mezcla de PCR en los pocillos restantes de la bandeja
AllSet+™ Gold SSP. Se cubre la bandeja con un sello y se cierra bien.

De esta manera ya estan las muestras preparadas para la amplificacién

con un volumen total de cada pocillo 23 pl.

2.3.2.2 Amplificacién
La preparaciéon de la amplificacién por PCR es realizada en la zona post-
PCR. Se coloca la muestra en el termociclador y se procede conforme a los

pardmetros programados:

PASO CICLOS | TEMPERATURA | DURACION
Desnaturalizacion | 1 96°C 60s
Ciclo 5 96°C 25s
70°C 50s
72°C 45s
Ciclo 21 96°C 25s
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65°C 50s
72°C 45s
Ciclo 4 96°C 25s
55°C 60s
72°C 120s
1 4°C ilimitada

2.3.2.3 Deteccidn

Una vez que el programa haya finalizado, se retiran las muestras del
termociclador. A continuacién, se prepara un gel de agarosa al 2% (p/v) en un
tampon TBE 0,5x para lo que se disuelve la agarosa (2 g/100 ml de tampdn
TBE 0,5x) hirviéndola en un horno microondas hasta su total disolucion. Luego,
se enfria a 60 °C y se aflade bromuro de etidio a una concentracion final en el
gel de 0,5 ug/ml. Se crea un molde de gel con un grosor de 3-4 mm con
pocillos de 3 mm de anchura y dejamos que polimerice durante al menos 30
minutos.

Se coloca el gel de agarosa en una unidad de electroforesis. El gel debe
qguedar cubierto 1-2 mm por el tampon TBE 0,5x desde la superficie del gel. Se
retira el peine con cuidado y se cargan 8ul del producto PCR sobre el gel. Se
corre el gel con el tamp6n TBE 0,5x durante 10-15 min a 100-120 V

Posteriormente se examine el gel con luz ultravioleta y se guarda la

imagen mediante un sistema de documentacion de geles.

2.3.2.4 Material y reactivos necesarios
- Bandejas de prueba de 96 pocillos: Cada pocillo en el tubo de PCR
contiene una solucion de cebador SSP seca que consiste en cebadores
de alelos y/o de grupos especificos asi como un par de cebadores de

control que se corresponden con secuencias no alélicas. El par de
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cebadores de control amplifica un fragmento de un gen conservado que
esta presente en todas las muestras. Se debe almacenara 2 — 8 °C

- Alicuotas de tampon de PCR optimizado: tampon de PCR con dNTP y
tampodn de carga del gel. Se debe almacenar a 2 — 8°C

- Hojas de sellado de PCR: Hojas de plastico autoadhesivas para
bandejas de prueba de sellado

- CD ROM: instrucciones de uso y documento de interpretacion

especifica del lote

Materiales, reactivos y equipo no suministrado:

Tag ADN polimerasa, 5 unidades/pl

Pipetas y puntas de filtro desechables: 1-10, 10-200 y 100-1000 pl

Pipetas electronicas: Capacidad de 100-250 pl, capaces de dispensar

alicuotas de 8 pl

Termociclador

Tampon de electroforesis TBE (con una concentracion de 0,5X)

Marcadores de peso molecular de ADN (rango de 50-2.000 pb)

Agarosa para ADN de Invitrogen™, cédigo de producto 75000500

Bromuro de etidio (10 mg/ml)

Fuente de alimentacion para la electroforesis

Sistema de electroforesis Electro-Fast®: 96 lineas para muestras mas

lineas de carga de marcadores por separado.
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- Sistema de documentacion del gel: Camara polaroid y filtro para

documentacion del gel

- Transiluminador UV

2.3.2.5 Anélisis de resultados

Primero se examina la fotografia del gel con detenimiento y se
determinan las lineas positivas. Cada linea del gel que contenga una muestra
cargada debe ofrecer una banda de control exceptuando la linea que contenga
el pocillo de control de contaminacién. La banda de control puede o no
amplificarse eficientemente cuando haya un producto especifico presente
debido a la competencia por el sustrato ya que los cebadores de control tienen
una concentracion mas baja para favorecer la reaccion especifica del alelo.

La ausencia de bandas de control sin amplificacion especifica es
indicador de que algunas reacciones fallaron.

Si se pueden determinar los alelos en presencia de una falta de reaccion
de PCR y dicha falta no cambia la asignacion del alelo.

Sin embargo, si hay un resultado que indica un homocigoto aparente, 0
la falta de reacciéon pudiese cambiar la asignacion del alelo, se repite la
tipificacion.

Bandas débiles de tamafio de producto incorrecto, no se tienen en
cuenta si la concentracion global y la claridad de la amplificacion son buenas.
Los cebadores no utilizados formaran una banda difusa debajo de los 50 pares

de bases.
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El pocillo de control de contaminacion contiene pares de cebadores que
amplifican el ADN producido tanto por amplificaciones por PCR como el ADN
genomico. Cualquier banda en esa linea es una prueba de contaminacion y los
resultados de la prueba no seran validos.

Es posible que aparezca una banda de dimero de cebadores de <80
pares de bases. Esto no invalidara la prueba. Los dimeros de cebadores
aparecen de manera ocasional. Se puede conocer el tamafio de producto
aproximado usando la hoja de trabajo.

Para terminar se analizan los resultados en el programa UniMatch®Plus

4.0 disefiado para los formatos AllSet+™ Gold SSP y SSP UniTray®.

2.3.3 Tipaje HLA clase Il alta resolucién

El tipaje HLA clase Il de alta resolucion se hizo por el procedimiento de
INNO-LIPA, de Innogenetics (Gante, Bélgica), que se basa en el principio de
PCR-SSO reversa.

El material genético (ADN) biotinilado y amplificado es hibridado con
sondas oligonucleéticas especificas, las cuales han sido inmovllizadas como
lineas paralelas sobre una membrana de nitrocelulosa. Después de la
hibridacién, la estreptavidina marcada con fosfatasa alcalina es adicionada y se
une a los productos hibridos biotinilados formados previamente. La incubacion
con cromogenos BCIP/NBT da como resultado un precipitado purpura/marron.

Para el tipaje de DRB1, DQB1 y DPB1 se realiza una tipificacion del

exén 2 de estos loci. Para conseguir una 6ptima resolucién a nivel de HLA-
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DRB1, DRB3, DRB4 y DRB5 se pueden realizar diferentes amplificaciones

especificas incluyendo: DRB1, 86G, 86V y DRB1,3,4,5

2.3.3.1 Preparacion de la PCR

La mezcla de PCR para DRB se prepara siguiendo el patron siguiente:

DRB1 Y 86G 86V Y DRB1,3,4,5
Amplificacion Buffer  10ul | Amplificacion Buffer 10yl
Primer solucion 10ul | Primer solucion 10ul
Lipa Taqg 1ul | Lipa Taq 0.5ul
H20 25ul | H20 25.5ul

Posteriormente, 4 ul de ADN se afiaden a 46 ul de cada una de estas

mezclas para un volumen total de 50 pl

Para HLA DQB1 y DPBL1 existe una séla mezcla de amplificacion:

DQB1 DPB1
Amplificacion Buffer  10ul | Amplificacion Buffer 10yl
Primer solucién 10ul | Primer solucién 10ul
Lipa Taq 1ul | Solucion CiMg2
H20 19ul | 100l

Lipa Taqg 0.5ul
H20 25.5ul

Posteriormente, 10 ul de ADN se afiaden a 40 pl de la mezclas de DQB1y 4 ul

de ADN se afaden a 46 ul de la de DP1 para un volumen total de 50 pl.

2.3.3.2 Amplificacion

A continuacion se llevan los conillos de PCR al Termociclador. DQB1 y

DRB (86G, 86V, DRB1 y DRB1,3,4,5) tienen el mismo programa:
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PASO CICLOS | TEMPERATURA | DURACION
Desnaturalizacion | 1 95°C 5 min
Ciclo 35 95°C 20s.
58°C 20s.
72°C 20s.
Extension 1 72°C 10 min.
1 15°C ilimitada

Sin embargo, DPBL tiene un perfil de amplificacion diferente:

PASO CICLOS | TEMPERATURA | DURACION
Desnaturalizacion | 1 96°C 5 min
Ciclo 30 96°C 15s.
55°C 20s.
72°C 20s.
Extension 1 72°C 10 min.
1 15°C ilimitada

La identificacion de las bandas de amplificacién se visualizan en un gel
de agarosa al 1% en buffer TBE 0.5x. 3 ul de buffer de carga se afiaden a 10ul
de las muestras amplificadas y debe aparecer una banda sencilla con una

longitud de 255 pb.

2.3.3.3 Hibridacion y deteccion

Ambas se realizan de forma automatica en el AUTO-LIPA 48 INNO-LIiPA
HLA, en el que se debe proceder con la siguiente secuencia:

Al conectar el aparato aparecerd “Main FW Run”. Se pulsa enter.
Cuando aparece “Run program se vuelve a pulsar YES. Aparecerda “Waste
bottle OK?”. En este momento, se comprueba que la botella de desecho esta
vacia y los tubos de desecho se han colocado correctamente. Si es asi se
pulsa YES. Luego aparecera “Check sieves!!” . Pulsar la tecla YES.
Seleccionar con los botones +/- el programa HLA56V3. Pulsar YES. Aparecera

Temp 55°C. Pulsar YES. Aparecera “Preparing in progress”, esperamos que el
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AUTOLIPA alcance la temperatura de trabajo y emita una sefal acustica. En

este momento preparamos y colocamos los reactivos:

Bomba 1 (verde): Solucién de Hibridacion (HS, lista para usar)

- Bomba 2 (azul): Tampon de lavado astringente (SW, listo para usar)

- Bomba 3 (nharanja): Tampon de aclarado (RS, diluido 1:5 en H20 dest.)

- Bomba 4 (roja): Conjugado diluido (C diluido 1:100 en CD). Se preparan

2 ml por muestra + 8 ml en exceso.

- Bomba 5 (blanca): Diluyente de sustrato (SB, listo para usar),

- Bomba 6 (amarilla): Sustrato diluido (S diluido 1:100 en SB). Se

preparan 2 ml por muestra + 8 ml en exceso.

Una vez que aparece “INSERT TRAY!”, se coloca la bandeja y las tiras
necesarias (pueden ensayarse tiras de todos los equipos INNOLIPA HLA a la
vez, aungue es necesario ensayar siempre una tira para el control de cada uno
de los equipos).

Se afaden 10 ul de solucion de desnaturalizacion (DS) a 10 ul de la
muestra amplificada, del control negativo y del positivo. La mezcla se pipetea
sobre cada canal de la bandeja sin tocar la tira. Luego se pulsar cualquier tecla
y aparecera “Stpos Strip:01”. Con la ayuda de las teclas +/-, se indica la
posicion de la primera tira a procesar (1, 4, 7, 10, 13, 16, 19, 22, 25, 28).

Se pulsa YES y aparecera “Nr of Strips: 48”. Con ayuda de las teclas +/-,
se indica el namero total de tiras que se van a procesar y se pulsa YES.

Aparecera Last aspiration? Pulsar NO.[J Luego, aparecera Proc. 1 Inc. Pulsar
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YES y A partir de este momento el proceso es automatico hasta finalizar el

ensayo.

2.3.3.4 Anélisis de resultados

La interpretacion de resultados: se realiza mediante el programa “LIRAS
para LiIPA HLA”. Primero procedemos a preparar las hojas de lectura. Se
Pegan las tiras en una hoja de lectura “LiPA-Scan Reading Template”,
alineando la linea de control de conjugado de la tira con la linea negra que hay
en la hoja. Luego se despegan las pestafias de la hoja y se pega en cada
recuadro una tira. Una vez pegadas, hay que escanear la hoja con el programa
“LIRAS for HLA” para poder obtener la interpretacion.

Primero seleccionamos New test —[1Scanning y luego el tipo de hoja de
trabajo que se quiera usar en funcion de las muestras a interpretar: una hoja de
muestras ya predefinida o una hoja vacia (Empty LiPA Scan Template), que se
rellenard segun las muestras que se vayan a procesar

Una vez rellenada toda la hoja de lectura se procede a escanear las
tiras, interpretar el resultado y generar los informes. Todas las tiras
interpretadas con el programa y los informes generados quedaran
almacenados en la base de datos. En cualquier momento los informes se
pueden volver a abrir, para modificar una muestra afiadiendo o eliminando

sondas hasta que consideremos que esta correcto.

3. ANALISIS ESTADISTICO
En primer lugar se ha procedido al analisis de las frecuencias alélicas de

cada uno de los loci (HLA-A, B, C, DRB1, DQB1 y DPB1).
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La frecuencia alélica (FA): Se calcula en porcentajes. La estimacion de
este parametro se hace contando el niumero de veces que un alelo dado
aparece en una muestra, dividido por el nimero total de alelos encontrados en

esa misma muestra y multiplicando por 100.

a
FAZTX1OO

a = Numero de veces que aparece un determinado alelo en la muestra.
n = Numero total de alelos en la muestra en estudio.

También se calcularon las frecuencias relativas de la distribucion de
cada alelo (FD) dentro de su grupo alélico respectivo. Se calculan en
porcentajes. La estimacion de este pardmetro se hace contando el numero de
veces que un alelo dado aparece en una muestra, dividido por el nimero total
de alelos de su grupo encontrados en esa misma muestra y multiplicado por

100.

d
FD =— X 100

J

a = Numero de veces que aparece un determinado alelo en la muestra.
g = Numero total de alelos en ese grupo alélico en estudio
Por ultimo se calcularon las frecuencias haplotipicas (FH): Se calculan

en porcentajes. La estimacion de este parametro se hace contando el nimero
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de veces que un haplotipo dado aparece en una muestra, dividido por el
namero total de haplotipos encontrados en esa misma muestra y multiplicando
por 100.

Se han calculado las frecuencias haplotipicas de las asociaciones de
alelos: HLA-A/B/C, HLA-A/B/IDRB1, HLA-B/C/DRB1, HLA-B/C, HLA-

DRB1/DQB1 y HLA-A/B/C/DRBL1.

h
FH:TX1OO

h = Numero de veces que aparece un determinado haplotipo en la muestra en
estudio.

t = Numero total de haplotipos en la muestra en estudio.
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Un total de 192 familias de pacientes hematolégicos de las provincias de
Cordoba y Jaén se han estudiado en el presente estudio. Se han tipado por
PCR-SSO y PCR-SSP para HLA de clase | (-A,-B, y -C) y clase 1l (-DRB1, -
DQB1 y -DPB1) con resolucion de cuatro digitos. Las familias fueron incluidas
en el andlisis s6lo cuando al menos dos haplotipos de los cuatro pudieron ser
asignados por segregacion familiar. Un total de 548 haplotipos (HLA-A, -C, -B, -
DRB1) fueron analizados. Los loci HLA-DQB1 y HLA-DPB1 no fueron incluidos
para el estudio de haplotipos, sin embargo las asociaciones HLA-DRB1-DQB1
si fueron notificadas de forma independiente.

Las frecuencias de los alelos de clase | HLA-A,-B,-C y de clase Il HLA-
DRB1, DQB1 y DPB1 se muestran de forma separada. También se han
estudiado grupos de tres alelos asi, los haplotipos de clase | (HLA-A,-B,y C)y
HLA-C, -B y —DRBJ1. De forma separada ya que son las dos asociaciones con
mayor desequilibrio de ligamiento conocidas se han estudiado HLA-B,-C y
HLA-DRB1, -DQB1).

La muestra incluida en el presente estudio, mostr6 en general
frecuencias HLA similares a la reportadas para controles sanos de diferentes
poblaciones del Mediterrdneo espafiol tales como Barcelona [(n = 941), Murcia
(n = 173), Valencia (n = 577), Mallorca (n = 407) y Madrid (n = 504). Sin
embargo se encontraron diversas peculiaridades de interés que individualizan
nuestra poblacion y seran analizadas a continuacion de forma pormenorizada.

Aungue los datos de este trabajo se refieren a resolucién de 4 digitos, la
mayoria de los estudios que estudian las frecuencias para la poblaciéon sana
espafiola sdélo alcanzan dos digitos. Por lo tanto, la comparacién en la mayoria

de los casos se realiz6é en un nivel de baja resolucién.
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1. ALELOS HLA CLASE |

Se han analizado de forma separada los alelos de HLA clase I,
incluyendo HLA-A, B y C. También se ha estudiado la distribucion de cada

especificidad dentro de cada grupo.

1.1 Alelos HLA-A

Un total de 26 HLA-A, se han encontrado en nuestra poblacion que
representan aproximadamente el 3,38%, de las 769 variantes reconocidas en la
nomenclatura para factores del sistema HLA humano. En la tabla 1 se hace
una descripcion pormenorizada de las frecuencias de cada uno.

Seis alelos mostraron una frecuencia superior al 5% (A* 0101*, 0201,
*0301, *1101, *2402, *2902), que representan el 69,72% de todos los alelos
definidos para HLA-A en esta poblacion.

En contraste, 9 alelos HLA-A de los encontrados mostraron una
frecuencia inferior al 1% (*0202, *0222, *0302, *2403, *2608, *3004, *3402,
*6601, *7401), por lo que se deben considerar alelos raros en esta muestra. De
los alelos HLA-A descritos, no fueron tipados en ningun caso en nuestra
poblacion 743.

Ninguno de los grupos alélicos que no tenian ningun representante con
frecuencia superior al 5%, alcanzaron este porcentaje cuando todas las
especificidades del mismo grupo fueron analizadas de forma conjunta. Sin
embargo ahora sélo los grupos A*34, A*66 y A*74 tenian una frecuencia inferior
al 1%.

Ademas cabe resaltar que ninguno de alelos de los grupos

pertenecientes a A*36, A*43, A*69 y A*80 estuvieron representados.
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Tabla 1. Listado de los alelos HLA-A que se encuentran en la
poblacién estudiada

ALELOS N FRECUENCIA FRECUENCIA

(%) (%)°
A0101 64 11.68

AO01 11.68
A0201 123 22.45
A0202 1 0.18
A0205 12 2.19
A0222 1 0.18

AO02 25
A0301 43 7.85
A0302 3 0.55

AO03 8.4
Al1101 37 6.75

All 6.75
A2301 19 3.47

A23 3.47
A2402 60 10.95
A2403 1 0.18

A24 11,13
A2501 11 2.01

A25 2.01
A2601 23 4.20
A2608 1 0.18

A26 4.38
A2902 55 10.04

A29 10.04
A3001 7 1.28
A3002 11 2.01
A3004 1 0.18

A30 3.47
A3101 8 1.46

A31 1.46
A3201 20 3.65

A32 3.65
A3301 20 3.65

A33 3.65
A3402 1 0.18

A34 0.18

A36 0 --

A43 0 --
A6601 2 0.36

A6G6 0.36
A6801 12 2.19
A6802 11 2.01

AGS 4.20

AG9 0 --
A7401 1 0.18

A74 0.18

A80 0 --

@ La frecuencia se define como el nimero de veces (N) que un alelo
aparecio dividido por el numero total de alelos.

® Para la frecuencia de los grupos de alelos, se dividié el nimero de
alelos (N) de ese grupo encontrados entre el total de alelos.
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1.2 Variabilidad interalélica HLA-A

El grupo con mas especificidades representadas fue A*02 con 4 seguido
de A*30 con 3. En otros 3 grupos tipamos 2 alelos diferentes.

Tabla 2. Listado de alelos HLA-A de la poblacién estudiada y
Su representacion dentro de cada grupo

ALELOS N FRECUENCIA (%)"
A0101 64 100
Al
A0201 123 89.78
A0202 1 0.73
A0205 12 8.76
A0222 1 0.73
A2
A0301 43 93.48
A0302 3 6.52
A3
A1101 37 100
All
A2301 19 100
A23
A2402 60 98.36
A2403 1 1.64
A24
A2501 11 100
A25
A2601 23 95.83
A2608 1 4.17
A26
A2902 55 100
A29
A3001 7 36.84
A3002 11 57.89
A3004 1 5.26
A30
A3101 8 100
A3l
A3201 20 100
A32
A3301 20 100
A33
A3402 1 100
A34
A6601 2 100
A66
A6801 12 52.17
A6802 11 47.83
A68
A7401 1 100
A74
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& La frecuencia se define como el nimero de veces (N) que un
alelo de un grupo aparecio dividido por el numero total de
alelos de ese grupo.

Los alelos predominantes para los diferentes grupos han sido: A*0101,
*0201, *0301, *1101, *2301, *2402, *2501, *2601, *2902, *3002, *3101, *3201,
*3301, *3402, *6601, *6801, *7401. En todos los casos excepto por una parte
A*3001 (36,84) y A*3002 (57,89) y por otra A*6801 (52,17%) y A*6802 (47,83)
las diferencia de frecuencia entre el alelo predominante y el resto de alelos del
mMismo grupo eran muy evidentes.

1.3 Alelos HLA-B

Un total de 47 HLA-B, se han encontrado en nuestra poblacion que
representan aproximadamente el 3,69%, de las 1272 variantes reconocidas en
la nomenclatura para factores del sistema HLA.

Seis alelos mostraron una frecuencia superior al 5% (A* 0702*, 0801,
*1801, *4402, *4403, *5101, *1402), que representan el 51,08% de todos los
alelos definidos para HLA-B en esta poblacién. En contraste, 18 alelos HLA-B
de los encontrados mostraron una frecuencia inferior al 1% (*2702, *2703,
*3505, *3906, *3914, *4101, *4102, *4701, *4801, *5108, *5601, *5702, *4002,
*4006, *1510, *1516, *1517, *1518), por lo que se deben considerar alelos raros
en esta muestra.

Cuando se analizan las frecuencias HLA de los grupos alélicos, se
observa que B35 y B15 que no tenian ninguna especificidad por encima del
5%, ahora considerando sus variantes alélicas de forma conjunta, ambos

superan este limite (8.04% y 5.65% respectivamente).
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Tabla 3. Listado de los alelos HLA-B de la poblacion estudiada

ALELOS N FRECUENCIA FRECUENCIA
(%) (%)°

B0702 38 6.93
B0O705 7 1.28

B7 8.21
B0801 37 6.75

B8 6.75
B1302 8 1.46

B13 1.46
B1801 38 6.93

B18 6.93
B2702 1 0.18
B2703 1 0.18
B2705 11 2.01

B27 2.37
B3501 19 3.47
B3502 7 1.28
B3503 11 2.01
B3505 1 0.18
B3508 6 1.10

B35 8.04
B3701 7 1.28

B37 1.28
B3801 18 3.28

B38 3.28
B3901 8 1.46
B3906 4 0.73
B3914 1 0.18

B39 2.37
B4101 5 0.91
B4102 2 0.36

B41 1.27

B42 0
B4402 36 6.57
B4403 58 10.58

B44 17.15
B4501 7 1.28

B45 1.28

B46 0 -
B4701 1 0.18

B47 0.18
B4801 1 0.18

B48 0.18
B4901 18 3.28

B49 3.28
B5001 11 2.01

B50 2.01
B5101 39 7.12
B5108 1 0.18

B51 7.30
B5201 10 1.82

B52 1.82
B5301 6 1.10

B53 1.10
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B5501 10 1.82

B55 1.82
B5601 1 0.18

B56 0.18
B5701 15 2.74
B5702 1 0.18

B57 2.92
B5801 9 1.64

B58 1.64
B4001 13 2.37
B4002 5 0.91
B4006 3 0.55

B40 3.83
B1501 18 3.28
B1503 6 1.10
B1510 1 0.18
B1516 1 0.18
B1517 3 0.55
B1518 2 0.36

B15 5.65
B1401 7 1.28
B1402 34 6.20

B14 7.48

a La frecuencia se define como el niumero de veces que un alelo aparecié
dividido por el numero total de alelos.
b Para la frecuencia de los grupos de alelos, se dividié el nUmero de alelos de
ese grupo encontrados entre el total de alelos.
Sélo los grupos B*47, B*48 y B*56 seguian teniendo una frecuencia
inferior al 1%. De todos los alelos HLA-B descritos no fueron tipados en ningun

caso 1225, resaltando que ninguno de alelos de los grupos pertenecientes a

B*42 y B*46 estuvieron representados. Los resultados aparecen en la tabla 3.

1.4 Variabilidad interalélica HLA-B

El grupo de alelos con mas especificidades encontradas fue B*15 con
seis alelos diferentes tipados seguido de B*35 con cinco. Con tres variantes
estaban B*27, B*39 y B40. Los alelos predominantes para los diferentes grupos

han sido: B*0702, *0801, *1302, *1801, *2705, *3501, *3701, *3801, *3901,
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*4101, *4403, *4501, *4701, *4801, *4901, *5001, *5101, *5201, *5301, *5501,

*5601, *5701, *5801, *4001, *1501, *1402.

A diferencia de HLA-A, aqui tenemos un considerable grupo de alelos en
gue ninguno de los representantes se encuentra representado en mas de un
80% sobre el total del grupo. Asi por ejemplo B*35, B*39, B*41, B*44, B*40 y
B*15. En concreto dentro de B*35 ningun alelo representaba mas del 50% en
relacion al resto.

Tabla 4. Listado de los alelos HLA-B que se encuentran en la
poblacion estudiada y su representaciéon dentro de cada

grupo
ALELOS N FRECUENCIA (%)A
B0702 38 84.44
B0O705 7 15.56
B7
B0801 37 100
B8
B1302 8 100
B13
B1801 38 100
B18
B2702 1 7.69
B2703 1 7.69
B2705 11 84.62
B27
B3501 19 43.18
B3502 7 15.91
B3503 11 25
B3505 1 2.27
B3508 6 13.64
B35
B3701 7 100
B37
B3801 18 100
B38
B3901 8 61.54
B3906 4 30.77
B3914 1 7.69
B39
B4101 5 71.43
B4102 2 28.57
B41
B4402 36 38.30
B4403 58 61.70
B44
B4501 7 100
B45 100
B4701 1 100
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B47

B4801 1 100
B48

B4901 18 100
B49

B5001 11 100
B50

B5101 39 97.50

B5108 1 2.50
B51

B5201 10 100
B52

B5301 6 100
B53

B5501 10 100
B55

B5601 1 100
B56

B5701 15 93.75

B5702 1 6.25
B57

B5801 9 100
B58

B4001 13 61.90

B4002 5 23.81

B4006 3 14.29
B40

B1501 18 58.06

B1503 6 19.35

B1510 1 3.23

B1516 1 3.23

B1517 3 9.68

B1518 2 6.45
B15

B1401 7 17.07

B1402 34 82.93
B14

% La frecuencia se define como el nimero de veces (N) que un
alelo de un grupo apareci6 dividido por el niumero total de alelos
de ese grupo.

1.5 Alelos HLA-C
Un total de 25 alelos HLA-C se encuentran en nuestra poblacién que
representan aproximadamente el 3,38%, del total de alelos HLA-C que son 475

(Marsh 2010). Por tanto no hemos encontrado representacion de 450

especificidades.
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Las variantes de HLA-C con una frecuencia superior al 5% en nuestra

poblacidn representan el 73,9% de todas las variantes definidas HLA-C y son

Cw * 04:01, *05:01, *0602, *07:01, *0702, *0802, *1203 y *1601.

Para el locus HLA-C, los alelos raros han sido C *0210, *0302, * 0712, *

0718, *0808, *1602, *1701 y *1802 (tabla 5).

En este caso todos los grupos alélicos han sido representados siendo el

mas frecuente C0O7 (24.08) y C18 el menos frecuente seguido de C17 que

presentan un porcentaje inferior a 1%

Tabla 5: Listado de los alelos HLA-C que se encuentran en la poblacion

estudiada
ALELOS N FRECUENCIA (%)" FRECUENCIA
(%)°

C0102 13 2.37

Co1 2.37
C0202 26 4.74
C0210 2 0.36

C02 5.10
C0302 2 0.36
C0303 19 3.47
C0304 17 3.10

C03 6.93
C0401 58 10.58

Co4 10.58
C0501 52 9.49

C05 9.49
C0602 37 6.75

C06 6.75
C0701 78 14.23
C0702 45 8.21
C0704 6 1.10
C0712 1 0.18
C0718 2 0.36

Cco7 24.08
C0802 40 7.30
C0808 1 0.18

C08 7.48
C1202 8 1.46
C1203 40 7.30

C12 8.76
C1402 13 2.37

Cl14 2.37
C1502 15 2.74
C1505 7 1.28

C15 4.02
C1601 55 10.04
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C1602 5 0.91

C16 10.95
C1701 5 0.91

C17 0.91
C1802 1 0.18

C18 0.18

a La frecuencia se define como el nimero de veces (N) que un alelo aparecio
dividido por el numero total de alelos.

b Para la frecuencia de los grupos de alelos, se dividio el numero de alelos de
ese grupo encontrados entre el total de alelos.

1.6 Variabilidad interalélica HLA-C

El grupo con mas especificidades tipadas fue C*07 con 5 alelos (*0701,
*0702, *0704, *0712 y *0718) diferentes seguido de C*03 con tres.

Los alelos predominantes para los diferentes grupos han sido: C*0102,
*0202, *0303, *0401, *0501, *0602, *0701, *0802, *1203, *1402, *1502, *1601,
*1701 y *1802.

Las menores diferencias se han observado entre C*0303 (50.00%) y
*0304(44.34%) y algo mas diferenciados C*0701 (59.10%) y C*0702 (34.10%)

por una parte y C*1502 (68.20%) y C*1505 (31.82%) por otra (tabla 6).

Tabla 6: Listado de los alelos HLA-C que se encuentran en la
poblacion estudiada y su representacion dentro de cada

grupo

ALELOS N | FRECUENCIA (%)A
C0102 13 100.00

Cco1
C0202 26 92.86
C0210 2 7.14

co2
C0302 2 5.26
C0303 19 50.00
C0304 17 4474

Cco3
C0401 58 100.00

Cco4
C0501 52 100.00

C05
C0602 37 100.00

Co6
Co701 78 59.10
C0702 45 34.10
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C0704 6 4.55
Co712 1 0.76
CO0718 2 1.52

co7
C0801 1 2.44
C0802 40 97.60

Cco8
C1202 8 16.70
C1203 40 83.33

Ci2
C1402 13 100.00

C14
C1502 15 68.20
C1505 7 31.82

C15
C1601 55 91.67
C1602 5 8.33

C16
C1701 5 100.00

C17
C1802 1 100.00

C18

a La frecuencia se define como el numero de veces (N) que un alelo
de un grupo aparecié dividido por el numero total de alelos de ese

grupo.
2. ALELOS HLA CLASE I

Se han analizado de forma separada los alelos de HLA clase I,
incluyendo HLA-DRB1, DQB1 y DPB1. También se ha estudiado la distribucion

de cada especificidad dentro de cada grupo.

2.1 Alelos HLA-DRB1

Se han notificado del gen HLA-DRB1* 31 alelos de los 597 descritos, por
tanto estan representados soélo el 5,19%. Los alelos DRB1 mas prevalentes
fueron DRB1 *07:01, *03.01 * 15.01, *13.01 *0101, *1104, todas ellos con una
frecuencia superior al 5% y representan el 57,48% de los alelos DRB1
encontrados. Dos alelos adicionales (DRB1 * 0102 y *1101) mostraron una

frecuencia superior al 4% y 7 alelos DRB1 (*0406, *0407, *0803, *0810, *1201,
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*1305 y *1404) mostraron una frecuencia inferior al 1%, por lo que son
considerados como alelos DRB1 poco frecuentes (tabla 7).

Por grupos de alelos el mas frecuente seguia siendo DRB1*07, otros
también tenian una frecuencia superior a 10 (DRB1*01, *03, *04, *11 y *13)
mientras que s6lo DRB1*12 bajaba del 1%

Tabla 7: Listado de los alelos HLA-DRB1 que se encuentran en la
poblacién estudiada

ALELOS N FRECUENCIA FRECUENCIA
(%) (%)°
DRB1*0101 42 7.66
DRB1*0102 24 4.38
DRB1*0103 9 1.64
DR*01 13.68
DRB1*0301 60 10.95
DR*03 10.95
DRB1*0401 8 1.46
DRB1*0402 10 1.82
DRB1*0403 12 2.19
DRB1*0404 11 2.01
DRB1*0405 11 2.01
DRB1*0406 2 0.36
DRB1*0407 4 0.73
DRB1*04 10.58
DRB1*0701 90 16.42
DRB1*07 16.42
DRB1*0801 13 2.37
DRB1*0803 3 0.55
DRB1*0810 1 0.18
DRB1*08 3.10
DRB1*0901 8 1.46
DRB1*09 1.46
DRB1*1001 8 1.46
DRB1*10 1.46
DRB1*1101 25 456
DRB1*1102 14 2.55
DRB1*1103 6 1.10
DRB1*1104 31 5.66
DRB1*11 13.87
DRB1*1201 5 0.91
DRB1*12 0.91
DRB1*1301 45 8.21
DRB1*1302 15 2.74
DRB1*1303 6 1.10
DRB1*1305 3 0.55
DRB1*13 12.60
DRB1*1401 19 3.47
DRB1*1404 3 0.55
DRB1*14 4.02
DRB1*1501 47 8.58
DRB1*1502 6 1.10
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DRB1*15 9.68
DRB1*1601 7 1.28
DRB1*16 1.28

a La frecuencia se define como el nUmero de veces que un alelo aparecié (N)
dividido por el nimero total de alelos.
b Para la distribucion de los alelos de los grupos de alelos, el nimero total de
alelos para cada grupo fue considerado.
2.2 Variabilidad interalélica HLA-DRB1
Los alelos mas frecuentes en cada grupo fueron: DRB1*0101, *0301,
*0403, *0701, *0801, *0901, *1001, *1104, *1201, *1301, *1401, *1501 y *1601.
En algunos casos estos alelos significaron la Unica especificidad del
grupo encontrada (DRB1*0301, *0701, *0901, *1001, *1201, *1601), en otros
existid una considerable diferencia entre la frecuencia del mismo y la de otros
representantes del grupo (DRB1*0801, *1301, *1401, 1501), mientras que en
tres casos ninguna especificidad representaba al menos el doble de otro del
grupo (DRB1*0101&*0102, DRB1*0401&0402&0403&0404&0405,
DRB1*1104&1101) . En cuanto a las diferentes especificidades encontradas en

cada grupo de alelos destaca DRB1*04 con 7 (*0401, 0402, 0403, 0404, 0405,

0406, 0407) y DRB1*11 y *13 ambos con cuatro.

Tabla 8: Listado de los alelos HLA-DRB1 gue se encuentran
en la poblacion estudiada y su representacion dentro de

cada grupo
ALELOS N FRECUENCIA (%)A
DRB1*0101 42 56.00
DRB1*0102 24 32.00
DRB1*0103 9 12.00
DR*01
DRB1*0301 60 100.00
DR*03
DRB1*0401 8 13.80
DRB1*0402 10 17.24
DRB1*0403 12 20.69
DRB1*0404 11 18.97
DRB1*0405 11 18.97
DRB1*0406 2 3.45
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DRB1*0407 4 6.90
DRB1*04
DRB1*0701 90 100.00
DRB1*07
DRB1*0801 13 76.47
DRB1*0803 3 17.65
DRB1*0810 1 5.88
DRB1*08
DRB1*0901 8 100.00
DRB1*09
DRB1*1001 8 100.00
DRB1*10
DRB1*1101 25 32.90
DRB1*1102 14 18.42
DRB1*1103 6 7.89
DRB1*1104 31 40.79
DRB1*11
DRB1*1201 5 100.00
DRB1*12
DRB1*1301 45 65.22
DRB1*1302 15 21.74
DRB1*1303 6 8.70
DRB1*1305 3 4.35
DRB1*13
DRB1*1401 19 86.36
DRB1*1404 3 13.64
DRB1*14
DRB1*1501 47 88.68
DRB1*1502 6 11.32
DRB1*15
DRB1*1601 7 100.00
DRB1*16

a La frecuencia se define como el numero de veces (N) que un
alelo de un grupo aparecié dividido por el nimero total de alelos
de ese grupo.
2.3 Alelos HLA-DQB1
El estudio del locus HLA-DQB1 revel6 la presencia de 14 alelos de un
total de 79. Por tanto hemos encontrado representacion de un 17.72%. La
asignacion DQB1 mas frecuente fue la *0301, seguido por *0202, *0501 y
*0201.
Tres alelos DQB1 adicionales mostraron frecuencias superiores a 5%:

DQB1 *0302, *0602 y *0603. En total estas 7 especificidades constituyen el

80,12% de todos los alelos DQB1 definido en esta poblacion.
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El alelo DQB1 *0604 alcanzaba casi el 5% (4,64%) Solo el alelo DQB1 *

0609 tenia una frecuencia inferior al 1%.

Por otra parte, el grupo de alelos mas frecuente fue *02 (29.14%), por
encima de DQB1 *03 ya que tanto *0201 como *0202 son relativamente
frecuentes (Las diferencias en estos dos alelos se encuentran fuera del exén 2,
por lo que para diferenciarlos el sistema de tipaje empleado lleva incorporado
unos iniciadores para amplificar esa zona y unas sondas especificas
inmovilizadas en la membrana).

Ningun grupo de alelos de este locus presentd una frecuencia inferior al

1% (tabla 9).

Tabla 9: Listado de los alelos HLA-DQB1 que se encuentran en la
poblacion estudiada

ALELOS N FRECUENCIA FRECUENCIA
(%)" (%)°

DQB1*02:01 19 12.58
DQB1*02:02 25 16.56

DQ*02 29.14
DQB1*03.01 24 15.89
DQB1*03.02 8 5.30
DQB1*03.03 6 3.97
DQB1*03:05 1 0.66

DQ*03 25.82
DQB1*04.02 3 1.99

DQ*04 1.99
DQB1*05:01 22 14.57
DQB1*05:02 3 1.99
DQB1*05:03 5 3.31

DQ*05 19.87
DQB1*06:01 5 3.31
DQB1*06:02 11 7.28
DQB1*06:03 12 7.95
DQB1*06.04 6 3.97
DQB1*06:09 1 0.66

DQ*06 23.17

a La frecuencia se define como el nimero de veces que un alelo aparecié (N) dividido
por el numero total de alelos.

b Para la distribucién de los alelos de los grupos de alelos, el nimero total de alelos para
cada grupo fue considerado.
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2.4 Variabilidad interalélica HLA-DQB1

El grupo de alelos que mas variabilidad presenté fue DQB1*06 con cinco
especificidades. En *03 encontramos cuatro, en *05 hay 3 alelos diferentes, dos
en *02 y uno soélo en *04.

Los alelos més frecuentes en cada grupo fueron DQB1*0202, *0301, *0402,
*0501 y por ultimo *0602 y *0603 con igual frecuencia.

DQB1*0301 y *0501 presentaron mas del doble de la frecuencia del
siguiente alelo de su grupo mientras que en DQB1*02 y *06 no habia
diferencias acusadas.

Sin embargo en DQB1 *04 sbélo encontramos representacion de
DQB1*0402.

Tabla 10: Listado de los alelos HLA-DRQ1l que se

encuentran en la poblacion estudiada y su representacion
dentro de cada grupo

ALELOS N FRECUENCIA (%)A
19 43.18
DQB1*0201
25 56.82
DQB1*0202
DQB1*02
24 61.54
DQB1*0301
8 2051
DQB1*0302
6 15.38
DQB1*0303
1 2.56
DQB1*0305
DQB1*03
3 100
DQB1*0402
DQB1*04
22 73.33
DQB1*0501
3 10
DQB1*0502
5 16.67
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DQB1*0503
DQB1*05
5 14.28
DQB1*0601
11 31.43
DQB1*0602
12 34.29
DQB1*0603
6 17.14
DQB1*0604
1 2.86
DQB1*0609
DQB1*06

a La frecuencia se define como el numero de veces (N) que un
alelo de un grupo aparecio dividido por el nimero total de
alelos de ese grupo.
2.5 Alelos HLA-DPB1
Un total de 15 HLA-DPB1, se han encontrado en nuestra poblacion que
representan aproximadamente el 12,20%, de las 123 variantes reconocidas en
la nomenclatura para factores del sistema HLA (Marsh 2010)
Cuatro alelos mostraron una frecuencia superior al 5% (DPB1*0201*,
0301, *0401 y *0402), que representan el 75,4% de todos los alelos definidos
para HLA-DPB1 en esta poblacion.
Cabe destacar que entre los dos alelos DPB1 *04, es decir DPB1 *0401
y *0402 representan mas del 50% (51,59). También el grupo de alelos
formados por DPB1*02, presentaban una alta frecuencia. Asi DPB1*0201 vy
DPB1*0202 sumaban entre ambos 19.05% del total de alelos encontrados.
En contraste, 3 alelos HLA-DPB1 mostraron una frecuencia inferior al
1% (*0601, *1501 y *1601) por lo que se deben considerar alelos raros en esta

muestra.
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Tabla 11: Lista de los alelos HLA-DPB1 que se encuentran en la
poblacién estudiada

ALELOS N FRECUENCIA FRECUENCIA
(%) (%)°
2 1.59
DPB1*0101
DP*01 1.59
21 16.67
DPB1*0201
3 2.38
DPB1*0202
DP*02 19.05
9 7.14
DPB1*0301
DP*03 7.14
DPB1*0401 | 51 40.48
DPB1*0402 | 14 11.11
DP*04 51.59
DPB1*0501 | 2 1.59
DP*05 1.59
DPB1*0601 | 1 0.79
DP*06 0.79
DPB1*1001 | 4 3.17
DP*10 3.17
DPB1*1101 | 5 3.97
DP*11 3.97
DPB1*1301 | 4 3.17
DP*13 3.17
DPB1*1401 | 2 1.59
DP*14 1.59
DPB1*1501 | 1 0.79
DP*15 0.79
DPB1*1601 | 1 0.79
DP*16 0.79
DPB1*1701 | 6 4.76
DP*17 4.76

a La frecuencia se define como el nimero de veces que un alelo aparecié (N) dividido
por el nimero total de alelos.
b Para la distribucién de los alelos de los grupos de alelos, el nimero total de alelos para
cada grupo fue considerado.
2.6 Variabilidad interalélica HLA-DPB1

En casi todos los grupos tan so6lo hay representacion de un alelo,

excepto en DPB1 *02 y 04 que encontramos dos (0201 y 0202 por una parte y

0401 y 0402 por otra).
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Siempre el primer alelo del orden (digito tercero y cuarto: 01) fue el mas
frecuente bien como hemos dicho como uUnico representante o cuando habia
otro del grupo.

En los casos que encontramos dos alelos en un grupo la diferencia de
frecuencia entre ambos fue considerable: DPB1*0201 (87.50%) & DPB1*0202
(12.50%) y DPB1*0401 (78.46%) & DPB1*0402 (21.54%). Estos dos grupos de
alelos son los mas representados en nuestra muestra con bastante diferencia.

Tabla 12: Listado de alelos HLA-DPB1 de la muestra estudiada y su
representacion dentro de cada grupo.

ALELOS N FRECUENCIA (%)A

DPB1*0101 | 2 100
DP*01

DPB1*0201 | 21 87.50

DPB1*0202 | 3 12.50
DP*02

DPB1*0301 | 9 100
DP*03

DPB1*0401 | 51 78.46

DPB1*0402 | 14 21.54
DP*04

DPB1*0501 | 2 100
DP*05

DPB1*0601 | 1 100
DP*06

DPB1*1001 | 4 100
DP*10

DPB1*1101 | 5 100
DP*11

DPB1*1301 | 4 100
DP*13

DPB1*1401 | 2 100
DP*14

DPB1*1501 | 1 100
DP*15

DPB1*1601 | 1 100
DP*16

DPB1*1701 | 6 100
DP*17

a La frecuencia se define como el numero de veces (N) que un alelo de un
grupo aparecié dividido por el total de los de ese grupo.
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3. HAPLOTIPOS HLA

Se describiran las asociaciones HLA-A-B-C-DRB1, HLA-A-B-DRBI,
HLA-B-C-DRB1 y HLA-A-B-C.

También se trataran las uniones de HLA-B con HLA-C, por una parte y
las de DRB1 con DQB1 por otra de forma separada ya que al ser genes muy
proximos sus desequilibrios de ligamiento son muy potentes. Por otra parte,

seran notificados diferentes grados de fidelidad de estos haplotipos a otros loci.

3.1 Haplotipos HLA clase |

En nuestra muestra tenemos 254 haplotipos diferentes de HLA clase |I.
El mas frecuente fue A*2902, B*4403, C*1601, con un 6,20% (34/548). La
mayor parte de estos haplotipos estaban asociados a DRB1*0701 (27/34),
aunque también podian asociarse a DRB1*1301 (2/34), *0101 (2/34), *1103
(2/34) y 0407 (1/34).

Con una frecuencia mayor al 3% también hemos encontrado otros dos
haplotipos: A*0101, C*0701, B*0801 (3.83%) y A*0201, C*0501, B*4402
(3.47%). En el primer caso estaba asociado a DRB1* 0301 en su mayor parte
(15/21), sin embargo en el segundo caso observamos junto a estos alelos ocho
diferentes especificidades DRB1, siendo la mas frecuente DRB1*1301 pero
s6lo estaba presente en 5 de las 19 veces que encontramos el haplotipo.

En total 13 haplotipos presentaban una frecuencia superior al 1% (Tabla
13).

Tabla 13. Haplotipos HLA clase |
| Haplotipos HLA-A, B, C |N° | ” Frecuencia % \
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A*2902, C*1601, B*4403 34 6.20
A*0101, C*0701, B*0801 21 3.83
A*0201, C*0501, B*4402 19 3.47
A*3301, C*0802, B*1402 15 2.76
A*0301, C*0702, B*0702 13 2.37
A*2601, C*1203, B*3801 9 1.64
A*0201, C*0702, B*0702 8 1.46
A*1101, C*0401, B*3501 7 1.28
A*3002, C*0501, B*1801 7 1.28
A*2402, C*0702, B*0702 7 1.28
A*2301, C*0401, B*4403 7 1.28
A*0101, C*0701, B*5701 6 1.10
A*0201, C*0701, B*0801 6 1.10
A*0201, C*1402, B*5101 5 0.91
A*0101, C*1202, B*5201 5 0.91
A*1101, C*0304, B*4001 5 0.91
A*0201, C*0701, B*4901 5 0.91
A*0201, C*0304, B*4001 5 0.91
A*0201, C*1502, B*5101 5 0.91
A*0301, C*0802, B*1402 5 0.91
A*1101, C*0102, B*2705 5 0.91
A*0101, C*1202, B*5201 5 0.91
A*2402, C*1601, B*4501 5 0.91
A*2402, C*1203, B*1801 5 0.91

% La frecuencia haplotipica se define como el nimero de veces (N) que
un haplotipo aparecié dividido por el total de los haplotipos de la
muestra
Hay un significativo namero de haplotipos HLA clase | que no son
frecuentes formando parte de haplotipos completos A, B, C y DRB1 porque se
asocian a diferentes HLA-DRBL1. Entre ellos destacan A*2301, C*0401, B*4403
(1.28%) y A*0201, C*0304, B*4001, A*0201, C*1502, B*5101, A*0301, C*0802,
B*1402, A*1101, C*0102, B*2705, A*0101, C*1202, B*5201, A*2402, C*1601,
B*4501, A*2402, C*1203, B*1801 (0.91).
En el caso contrario nos encontramos con A*3002, C*0501, B*1801

(1.28) ya que en los 7 casos en que lo hemos encontrado aparece con

DRB1*0301 no asociandose a ningun otro HLA DRBL1.
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La relacion de fidelidad de los haplotipos HLA clase | con diferentes
alelos DRB1 podemos observarla en la tabla 14. Se han analizado los 6
haplotipos mas frecuentes.

Tabla 14: Haplotipos HLA clase | mas frecuentes y asociacion a DRB1
predominante

Haplotipos HLA-A, B, N° | DRB1 predominante/ | DRBL1 diferentes
C Frecuencia en % Asociados
A*2902,C*1601,B*4403 | 34 0701/79.41 5
A*0101,C*0701,B*0801 | 21 0301/71.43 5
A*0201,C*0501,B*4402 | 19 1301/ 26.32 8
A*3301,C*0802,B*1402 | 15 0102/80.00 4
A*0301,C*0702,B*0702 | 13 1501/38.46 8
A*2601,C*1203,B*3801 | 9 1301/44.44 6

En la mayoria de los casos podemos observar como los diferentes
haplotipos HLA-clase | se asocian a diferentes alelos DRB1 (excepto el caso
comentado anteriormente).

Incluso en algunos casos tampoco existe una especificidad DRB1 que
predomine ostensiblemente sobre el resto.

Asi tenemos A*0201, C*0501, B*4402 con DRB1*1301, A*0301, C*0702,
B*0702 con DRB1*1501 y A*2601, C*1203, B*3801 con DRB1*1301 donde el
alelo DRB1 mas frecuente en ellos solo lo encontramos en el 26.32%, 38.46%

y 44.44% de los casos respectivamente.

3.2 Haplotipos HLA-B, C
Se han encontrado un total de 89 asociaciones HLA-B, C diferentes en el
total de los 548 haplotipos estudiados. Las 29 asociaciones HLA-B y-C con una

frecuencia superior al 1% se ilustran en la Tabla 15.
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Como se puede observar la frecuencia superior fue para B*4403-C*1601
(8.39%) seguida de B*0702-C*0702 y B*0801-C*0701 ambas del 6.57%. Tan
s6lo cinco asociaciones presentan una frecuencia superior al 5% vy treinta y

una estan por encima del 1%.

Tabla 15: Asociaciones frecuentes HLA-B/C

Haplotipos B-C N° | FRECUENCIA (%)
B*4403-C*1601 46 8.39
B*0702-C*0702 36 6.57
B*0801-C*0701 36 6.57
B*1402-C*0802 33 6.02
B*4402-C*0501 30 5.47
B*3501-C*0401 19 3.47
B*1801-C*0501 18 3.28
B*3801-C*1203 18 3.28
B*5101-C*1502 17 3.10
B*4901-C*0701 15 2.74
B*1501-C*0303 13 2.37
B*4001-C*0304 12 2.19
B*5001-C*0602 10 1.82
B*1801-C*1203 10 1.82
B*2705-C*0102 9 1.64
B*5701-C*0701 9 1.64
B*5801-C*0701 9 1.64
B*4403-C*0401 8 1.46
B*1302-C*0602 8 1.46
B*3503-C*0401 8 1.46
B*5101-C*1402 8 1.46
B*5201-C*1202 8 1.46
B*3701-C*0602 7 1.28
B*3901-C*1203 7 1.28
B*1801-C*0701 7 1.28
B*4002-C*0202 7 1.28
B*0705-C*1505 7 1.28
B*3502-C*0401 7 1.28
B*5101-C*0202 6 1.10
B*1401-C*0802 6 1.10
B*5301-C*0401 6 1.10
B*5701-C*0602 6 1.10
B*3508-C*0401 6 1.10
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La mayoria de los alelos HLA-B, tienden a asociarse especificamente a
pocos alotipos HLA-C.

Se han encontrado 27 asociaciones unicas aunque en un numero
considerable de casos parecen depender de la poca frecuencia de algunos
alelos HLA-B.

A continuacion en la tabla 16 se observan aquellos alelos HLA B que se
asocian a una séla especificidad HLA-C, resefiando tan sélo aquellos casos en
gue al menos encontramos juntos estos alelos dos veces.

En algunas ocasiones se demuestra una fuerte asociacion: entre éstas
destacan B*3801-C*1203, B*4001-C*0304 y B*1302-C*0602.

Las tres siguientes asociaciones en frecuencia tienen el interés de estar
formadas por especificidades HLA-B (HLA-B*0705, HLA-B*3502 y HLA-B*4002
gue no han resultado ser los mas representados en sus respectivos grupos
alélicos.

Tabla 16: Asociaciones HLA-B/C Unicas mas frecuentes

Haplotipos B-C N° FRECUENCIA (%)
B*3801-C*1203 18 3.28
B*4001-C*0304 12 2.19
B*1302-C*0602 8 1.46
B*3502-C*0401 7 1.28
B*0705-C*1505 7 1.28
B*4002-C*0202 7 1.28
B*3701-C*0602 7 1.28
B*5301-C*0401 6 1.10
B*1401-C*0802 6 1.10
B*3508-C*0401 6 1.10
B*4006-C*1502 3 0.55
B*1517-C*0701 3 0.55
B*4102-C*1701 2 0.36
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La asociacion B*3801-C*1203 perdio fuerza al considerar todo el
haplotipo HLA clase | en su conjunto de manera que principalmente la
encontramos con A*2601 pero esto so6lo ocurre en la mitad de los casos (9/18).

Si ademas consideramos DRB1 todavia pierde mas fuerza ya que el
haplotipo completo A*2601-B*3801-C*1203-DRB1*1301 soOlo aparece en 4
ocasiones.

El resto de asociaciones unicas B-C y que no aparecen en la tabla 16,
pueden observarse en la tabla 17 y corresponden a aquellos alelos HLA-B que
s6lo han aparecido una vez en nuestra muestra. Sera necesario confirmar en
un futuro ampliando la muestra si ésta es o no la asociacion predominante o

Gnica en nuestra poblacion.

Tabla 17: Asociaciones HLA-B/C Unicas poco frecuentes

Haplotipos B-C NP FRECUENCIA (%)
B*1510-C*0304 1 0.18
B*1516-B*1402 1 0.18
B*2702-C*0202 1 0.18
B*2703-C*0202 1 0.18
B*3505-C*0401 1 0.18
B*3914-C*0702 1 0.18
B*4701-C*0602 1 0.18
B*4801-C*0801 1 0.18
B*5108-C*0602 1 0.18
B*5601-C*0602 1 0.18
B*5702-C*1802 1 0.18

En contraste con lo anteriormente resefiado, B *5101 se encuentra
asociado con 9 diferentes alelos HLA-C. Otros alelos HLA-B que se asocian a
diferentes especificidades HLA-C se muestran en la tabla 18.

La asociacion mas potente de B *5101 fue con C*1502 (41,46%) pero
otras 3 asociaciones tenian también frecuencias superiores al 5% (C*0202,

*1402 y *1602 y otras 2 casi alcanzaban este porcentaje con 4.88% (C*0102 y
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*1601). También B *1501, 1801 y 4403 tenian cada uno 5 asociaciones

diferentes.

Tabla 18. Asociaciones HLA-B/C y frecuencias relativas por cada alelo
HLA-B.

Asociaciones B-C N° | F. absoluta (%) F. relativa %
B*0702

B*0702-C*0701 | 1 0.18 2.63

B*0702-C*0702 | 36 6.57 94.74

B*0702-C*1203 | 1 0.18 2.63
B*0801

B*0801-C*0701 | 36 6.57 97.30

B*0801-C*0702 | 1 0.18 2.70
B*1402

B*1402-C*0202 | 1 0.18 2.86

B*1402-C*0501 | 1 0.18 2.86

B*1402-C*0802 | 33 6.02 94.28
B*1501

B*1501-C*0202 | 1 0.18 5.56

B*1501-C*0303 | 13 2.37 72.22

B*1501-C*0304 | 1 0.18 5.56

B*1501-C*0401 | 2 0.36 11.11

B*1501-C*0704 | 1 0.18 5.56
B*1503

B*1503-C*0202 | 4 0.73 66.67

B*1503-C*0210 | 2 0.36 33.33
B*1518

B*1518-C*0704 | 1 0.18 50

B*1518-C*0712 | 1 0.18 50
B*1801

B*1801-C*0501 | 18 3.28 48.65

B*1801-C*0701 | 7 1.28 18.92

B*1801-C*0704 | 1 0.18 2.70

B*1801-C*1203 | 10 1.82 27.03

B*1801-C*1601 | 1 0.18 2.70
B*2705

B*2705-C*0102 | 9 1.64 81.82

B*2705-C*0202 | 2 0.36 18.18
B*3501

B*3501-C*0202 | 1 0.18 5

B*3501-C*0401 | 19 3.47 95
B*3503

B*3503-C*0401 | 8 1.46 72.73

B*3503-C*1203 | 3 0.55 27.27
B*3901

B*3901-C*0702 | 1 0.18 12.5
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B*3901-C*1203 | 7 1.28 87.5
B*3906

B*3906-C*0702 | 3 0.55 75

B*3906-C*1203 | 1 0.18 25
B*4101

B*4101-C*0701 | 2 0.36 50

B*4101-C*1701 | 2 0.36 50
B*4402

B*4402-C*0501 | 30 5.47 90.91

B*4402-C*0303 | 1 0.18 3.03

B*4402-C*0704 | 2 0.36 6.06
B*4403

B*4403-C*0202 | 1 0.18 1.75

B*4403-C*0401 | 8 1.46 14.04

B*4403-C*1402 | 1 0.18 1.75

B*4403-C*1601 | 46 8.39 80.70

B*4403-C*1602 | 1 0.18 1.75
B*4501

B*4501-C*0602 | 2 0.36 33.33

B*4501-C*1601 | 4 0.73 66.67
B*4901

B*4901-C*0602 | 1 0.18 6.25

B*4901-C*0701 | 15 0.18 93.75
B*5001

B*5001-C*0501 | 2 0.36 16,67

B*5001-C*0602 | 10 1.82 83.33
B*5101

B*5101-C*0102 | 2 0.36 4.88

B*5101-C*0202 | 6 1.10 14.63

B*5101-C*0401 | 1 0.18 2.44

B*5101-C*0702 | 1 0.18 2.44

B*5101-C*0704 | 1 0.18 2.44

B*5101-C*1402 | 8 1.46 19.51

B*5101-C*1502 | 17 3.10 41.46

B*5101-C*1601 | 2 0.36 4.88

B*5101-C*1602 | 3 0.55 7.32
B*5201

B*5201-C*1202 | 8 1.46 80

B*5201-C*1402 | 2 0.36 20
B*5501

B*5501-C*0102 | 2 0.36 20

B*5501-C*0303 | 5 0.91 50

B*5501-C*0304 | 2 0.36 20

B*5501-C*1402 | 1 0.18 10
B*5701

B*5701-C*0602 | 6 1.10 40

B*5701-C*0701 | 9 1.64 60
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B*5801
B*5801-C*0302 | 2 0.36 15.38
B*5801-C*0701 | 9 1.64 69.23
B*5801-C*0718 | 2 0.36 15.38

F. Absoluta: Se ha considerado como frecuencia absoluta el cociente entre una
asociacion B/C determinada y el nimero total de asociaciones por 100

F. Relativa: Se ha considerado como frecuencia relativa el cociente entre una
asociacion B/C determinada y el numero total de asociaciones que el alelo
HLA-B involucrado ha tenido por 100

A pesar de que diferentes alelos HLA-B se asocian a distintos HLA-C, en
la mayoria de los casos podemos definir uno como predominante (su
porcentaje respecto al resto del grupo es del 90% o mas).

Asi tenemos B*0702 con C*0702 que representa el 94.74% de las
asociaciones de B*0702, B*0801 con C*0701 (97.30%), B*1402 con C*0802
(94.28%), B*3501 con C*0401 (95%), B*4901 con C*0701 (93.75%) y B*4402
con C*0501 (90.91%). Para otros cinco alelos HLA-B (*2705, *3901, *4403,
*5001 y *5201) su asociacién con un C concreto representd al menos el 80%
en relacion a sus otras asociaciones.

En otros casos ninguno de los haplotipos representd el 50% o mas. En

este apartado podemos incluir B*1518, B*1801, B*4101, B*5101, B*5501.

3.3 Asociaciones DRB1-DQB1

Los loci DR y DQ estan relativamente préximos, por lo que suelen tener
un elevado desequilibrio de ligamiento, presentandose un gran numero de
asociaciones unicas DRB1-DQB1.

Las dos asociaciones con mayor frecuencia fueron DQB1*0202-

DRB1*0701 (15.89%) y DQB1*0201-DRB1*0301 (12.58%). Otros tres
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haplotipos superaban el 5%: DQB1*0603-DRB1*1301, DQB1*0602-DRB1*1501

y DQB1*0501-DRB1*0101
y en total 22, el 1% (tabla 19).

Sin embargo algunos alelos DRB1 se asocian comunmente a diferentes
especificidades DQB1 e incluso no se deben descartar asociaciones raras o
poCco comunes.

En la tabla 19 estan plasmadas las asociaciones encontradas en nuestra
muestra con frecuencia superior al 1%.

Tabla 19. Asociaciones HLA-DRB1/DQB1 mas frecuentes

Haplotipos DRB1/DQB1 N | F. absoluta %

DQB1*0202-DRB1*0701 24 15.89
DQB1*0201-DRB1*0301 19 12.58
DQB1*0603-DRB1*1301 12 7.95
DQB1*0602-DRB1*1501 11 7.28
DQB1*0501-DRB1*0101 10 6.62
DQB1*0301-DRB1*1101 6 3.97
DQB1*0301-DRB1*1104 6 3.97
DQB1*0501-DRB1*0102 6 3.97
DQB1*0604-DRB1*1302 6 3.97
DQB1*0303-DRB1*0701 5 3.31
DQB1*0501-DRB1*0103 4 2.65
DQB1*0503-DRB1*1401 4 2.65
DQB1*0601-DRB1*1502 4 2.65
DQB1*0301-DRB1*1303 3 1.99
DQB1*0302-DRB1*0404 3 1.99
DQB1*0502-DRB1*1601 3 1.99
DQB1*0301-DRB1*1102 2 1.32
DQB1*0402-DRB1*0801 2 1.32
DQB1*0301-DRB1*1201 2 1.32
DQB1*0302-DRB1*0402 2 1.32
DQB1*0302-DRB1*0403 2 1.32
DQB1*0501-DRB1*1001 2 1.32

F. Absoluta: Se ha considerado como frecuencia absoluta el cociente
entre cada asociacion y el numero total de asociaciones por 100
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La fidelidad de las asociaciones DRB1-DQB1, podemos observarlas en
la tabla 20. El alelo DRB1 mas frecuente, DRB1*0701, fue encontrado en la
mayoria de las veces relacionado con el alelo DQB1*0202 alelos (82,76), y con
un haplotipo DQB1*030302 en los individuos restantes (17,24%).

Diferentes asociaciones de haplotipos estaban muy conservadas como
DQB1*0201 con DRB1*0301, DQB1*0202 con DRB1*0701, DQB1*0502 con
DRB1*1601, DQB1*0503 con DRB1*14 (En cuatro casos con *1401 y uno
*1404), DQB1*0601 con DRB1*1502 (4 con 1502 y uno con 1501), DQB1*0602
con DRB1*1501, DQB1*0603 con DRB1*1301, DQB1*0604 y *0609 con
DRB1*1302.

Otros alelos DQB1 sin embargo estuvieron asociados a diferentes
especificidades DRB1 e incluso en algunos casos sin ninguna predominancia
(0301, 0302, 0501).

También hubo un considerable numero de casos que por la poca
frecuencia o bien del alelo DRB1 o de DQB1 tan soOlo encontramos una
asociacion.

Tabla 20. Asociaciones HLA-DRB1/DQBL1 y frecuencias relativas por cada
alelo HLA-DRB1

HAPLOTIPOS N |F ABSOLUTA | F
DRB1/DQB1 % RELATIVA
%

DQB1*0201

DQB1*0201-DRB1*0301 | 19 12.58 100
DQB1*0202

DQB1*0202-DRB1*0701 | 24 15.89 96
DQB1*0202-DRB1*0301 | 1 0.66 4
DQB1*0301

DQB1*0301-DRB1*1101 | 6 3.97 25
DQB1*0301-DRB1*1104 | 6 3.97 25
DQB1*0301-DRB1*1102 | 2 1.32 8.33
DQB1*0301-DRB1*1303 | 3 1.99 12.5
DQB1*0301-DRB1*1305 | 1 0.66 4.17
DQB1*0301-DRB1*1201 | 2 1.32 8.33
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DQB1*0301-DRB1*0401 | 1 0.66 4.17
DQB1*0301-DRB1*0403 | 1 0.66 4.17
DQB1*0301-DRB1*0701 | 1 0.66 4.17
DQB1*0301-DRB1*0803 | 1 0.66 4.17
DQB1*0302
DQB1*0302-DRB1*0402 | 2 1.32 25
DQB1*0302-DRB1*0403 | 2 1.32 25
DQB1*0302-DRB1*0404 | 3 1.99 37.5
DQB1*0302-DRB1*0405 | 1 0.66 125
DQB1*0303
DQB1*0303-DRB1*0701 | 5 3.31 83.33
DQB1*0303-DRB1*0901 | 1 0.66 16.67
DQB1*0305
DQB1*0305-DRB1*0403 | 1 0.66 100
DQB1*0402
DQB1*0402-DRB1*0406 | 1 0.66 66.67
DQB1*0402-DRB1*0801 | 2 1.32 33.33
DQB1*0501
DQB1*0501-DRB1*0101 | 10 6.62 45 .45
DQB1*0501-DRB1*0102 | 6 3.97 27.27
DQB1*0501-DRB1*0103 | 4 2.65 18.18
DQB1*0501-DRB1*1001 | 2 1.32 9.09
DQB1*0502
DQB1*0502 -DRB1*1601 | 3 1.99 100
DQB1*0503
DQB1*0503-DRB1*1401 | 4 2.65 80
DQB1*0503-DRB1*1404 | 1 0.66 20
DQB1*0601
DQB1*0601-DRB1*1502 | 4 2.65 80
DQB1*0601-DRB1*1501 | 1 0.66 20
DQB1*0602
DQB1*0602-DRB1*1501 | 11 7.28 100
DQB1*0603
DQB1*0603-DRB1*1301 | 12 7.95 100
DQB1*0604
DQB1*0604-DRB1*1302 | 6 3.97 100
DQB1*0609
DQB1*0609-DRB1*1302 | 1 0.66 100

F. Absoluta: Se ha considerado como frecuencia absoluta el cociente entre una
asociacion B/C determinada y el niumero total de asociaciones por 100

F. Relativa: Se ha considerado como frecuencia relativa el cociente entre una
asociacion B/C determinada y el niumero total de asociaciones que el alelo
HLA-B involucrado ha tenido por 100
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3.4 Haplotipos C-B-DRB1

Hemos encontrado 294 haplotipos diferentes de los cuales los mas
frecuentes podemos observarlos en la tabla 21

Tabla 21. Haplotipos B-C-DRB1 mas frecuentes

Haplotipos B-C-DRB1 N | FRECUENCIA
%
B*4403-C*1601-DRB1*0701 38 6.93
B*0801-C*0701-DRB1*0301 26 4.74
B*0702-C*0702-DRB1*1501 22 4.01
B*1402-C*0802-DRB1*0102 19 3.47
B*1801-C*0501-DRB1*0301 15 2.74
B*4402-C*0501-DRB1*1301 10 1.82
B*3801-C*1203-DRB1*1301 8 1.46
B*4901-C*0701-DRB1*0405 6 1.10
B*5701-C*0701-DRB1*0701 6 1.10
B*5201-C*1202-DRB1*1502 6 1.10
B*3502-C*0401-DRB1*1104 6 1.10
B*3501-C*0401-DRB1*0101 6 1.10
B*2705-C*0102-DRB1*0101 5 0.91
B*4001-C*0304-DRB1*0404 4 0.73
B*5301-C*0401-DRB1*1302 4 0.73
B*0801-C*0701-DRB1*1401 4 0.73
B*1501-C*0303-DRB1*1101 4 0.73

Los haplotipos B-C-DRB1 mas frecuentemente encontrados fueron:
B*4403-C*1601-DRB1*0701 (en consonancia con las asociaciones B-C vy
haplotipos A-B-C-DRB1 més frecuentes) B*0801-C*0701-DRB1*0301 vy
B*0702-C*0702-DRB1*1501. Sélo cinco haplotipos tenian una frecuencia
superior al 2% y 12 superior al 1%.

Las asociaciones B-C mostradas en las tablas 16, 17 y 18 que
mostraban en la mayoria de los casos una relacion estrecha entre ambos loci,

al incorporar otro locus (DRB1) algo mas distante dentro del mapa genético del
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HLA sigue manteniendo en algunos casos esta relacion pero en otros hemos
encontrado asociaciones a multiples DRB1.

En la tabla 22 podemos ver cada una de las asociaciones HLA-B/C a
qgué alelo se asocia prioritariamente y el niumero total de alelos DRB1 a los que
se asocia.

Tabla 22. Alelos HLA-DRB1 en las asociaciones HLA-B/C

HAPLOTIPOS B-C- ALELO DRB1 DRB1
DRB1 PREDOMINANTE | DIFERENTES
%
B*4403-C*1601 (46) DRB1*0701 (38) 6
B*0801-C*0701 (36) DRB1*0301 (26) 6
B*0702-C*0702 (36) DRB1*1501 (22) 13
B*1402-C*0802 (33) DRB1*0102 (19) 9
B*1801-C*0501 (18) DRB1*0301 (15)
B*4402-C*0501 (30) DRB1*1301 (10) 11
B*3801-C*1203 (18) DRB1*1301 (8) 9
B*4901-C*0701 (15) DRB1*0405 (6) 10
B*5701-C*0701 (9) DRB1*0701 (6) 4
B*5201-C*1202 (8) DRB1*1502 (6) 3
B*3502-C*0401 (7) DRB1*1104 (6) 2
B*3501-C*0401 (19) DRB1*0101 (6) 10
B*2705-C*0102 (9) DRB1*0101 (5) 4
B*4001-C*0304 (12) DRB1*0404 (4) 6
B*5301-C*0401 (6) DRB1*1302 (4) 3
B*1501-C*0303 (13) DRB1*1101 (4) 9

Respecto a HLA-A hay que considerar el caso del haplotipo B*0702-
C*0702-DRB1*1501 y su asociacion con alta frecuencia a tres diferentes alelos
de este locus (A*0201, A*0301 y A*2402) que es la causa de la alta
probabilidad de encontrar B*0702-C*0702-DRB1*1501 y en cambio esta
combinacion no es tan frecuente cuando consideramos también HLA-A.

En la tabla 22 podemos observar hasta cuatro haplotipos B-C (B*0702-
C*0702, B*4402-C*0501, B*4901-C*0701 y B*3501-C*0401) que se asocian a

diez 0 mas alelos DRB1 diferentes.
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Aunque no aparecen en la tabla debemos resaltar que en las siete
asociaciones B*0705-C*1505 hemos encontrado siete alelos DRB1 diferentes y
sobre todo que el alelo B*5101 formaba parte de veintiocho combinaciones B-
C-DRB1 distintas.

3.5 Haplotipos HLA-A/B/C/DRB1

En nuestra poblacion hemos estudiado 401 haplotipos diferentes de los
gue 59 se han repetido al menos dos veces. El haplotipo mas encontrado en
nuestra muestra, incluyendo los cuatro loci ya mencionados ha sido: A*2902-
B*4403-C*1601-DRB1* 0701 (4.93%). Haplotipo éste mas frecuente también en
la mayoria de las poblaciones espafiolas.

La Tabla 23 resume los haplotipos mas frecuentes HLA-A, B ,C y DRB1

encontrados. Los haplotipos fueron ordenados por su frecuencia.

Tabla 23. Frecuencias haplotipos HLA-A/B/C/DRB1
A B C DRB1 N Frecuencia
2902 | 4403 | 1601 | 0701 27 (4.93%)
0101 | 0801 | 0701 | 0301 15 (2.74%)
3301 | 1402 | 0802 | 0102 12 (2.19%)
0201 | 0702 | 0702 | 1501 8 (1.46%)
3002 | 1801 | 0501 | 0301 7 (1.28%)
0201 | 4402 | 0501 | 1301 5 (0.91%)
0201 | 0801 | 0701 | 0301 5 (0.91%)
0301 | 0702 | 0702 | 1501 5 (0.91%)
2601 | 3801 | 1203 | 1301 4 (0.73%)
0201 | 4402 | 0501 | 0101 4 (0.73%)
0101 | 5701 | 0701 | 0701 4 (0.73%)
0101 | 5201 | 1202 | 1502 4 (0.73%)
1101 | 2705 | 0102 | 0101 4 (0.73%)
0201 | 4403 | 1601 | 0701 3 (0.55%)
2402 | 0702 | 0702 | 1501 3 (0.55%)
0201 | 4402 | 0501 | 0403 3 (0.55%)
0201 | 1801 | 0501 | 0301 3 (0.55%)
0301 | 0801 | 0701 | 0301 3 (0.55%)
0201 | 4901 | 0701 | 0405 3 (0.55%)
1101 | 3501 | 0401 | 0101 3 (0.55%)
0101 | 0801 | 0701 | 1401 3 (0.55%)
0201 | 5701 | 0602 | 0701 3 (0.55%)
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6802 | 5301 | 0401 | 1302 3 (0.55%)
1101 | 4001 | 0304 | 0404 3 (0.55%)
0201 | 5101 | 1402 | 1301 3 (0.55%)
0201 | 4402 | 0501 | 0901 3 (0.55%)
2402 | 4402 | 0501 | 1301 2 (0.36%)
0301 | 0702 | 0702 | 0301 2 (0.36%)
0301 | 1402 | 0802 | 0701 2 (0.36%)
0101 | 3502 | 0401 | 1104 2 (0.36%)
0101 | 3701 | 0602 | 1001 2 (0.36%)
2301 | 4901 | 0701 | 1101 2 (0.36%)
2402 | 4403 | 1601 | 0701 2 (0.36%)
2402 | 1402 | 0802 | 1303 2 (0.36%)
0301 | 3501 | 0401 | 0101 2 (0.36%)
3001 | 1302 | 0602 | 0701 2 (0.36%)
3201 | 4402 | 0501 | 0401 2 (0.36%)
3201 | 4402 | 0501 | 1301 2 (0.36%)
3201 | 4002 | 0202.| 0101 2 (0.36%)
2402 | 4501 | 1601 | 1001 2 (0.36%)
2402 | 3502 | 0401 | 1104 2 (0.36%)
0101 | 0702 | 0702. | 1501 2 (0.36%)
2402 | 3801 | 1203 | 1401 2 (0.36%)
2301 | 5101 | 1601 | 1102 2 (0.36%)
2301 | 4403 | 0401 | 1301 2 (0.36%)
0201 | 5101 | 1502 | 1301 2 (0.36%)
0201 | 4001 | 0304 | 0404 2 (0.36%)
2902 | 4403 | 1601 | 1301 2 (0.36%)
0101 | 4006 | 1502 | 1404 2 (0.36%)
0201 | 5501 | 0304 | 1104 2 (0.36%)
0201 | 5101 | 1602 | 1104 2 (0.36%)
1101 | 3501 | 0401 | 0103 2 (0.36%)
2902 | 4403 | 1601 | 1103 2 (0.36%)
3002 | 1302 | 0602 | 1303 2 (0.36%)
0201 | 1801 | 0701 | 1104 2 (0.36%)
2301 | 4403 | 0401 | 1501 2 (0.36%)
0201 | 5101 | 0202 | 0101 2 (0.36%)
3201 | 1401 | 0802 | 0701 2 (0.36%)
2902 | 4403 | 1601 | 0101 2 (0.36%)

Frecuencia: la frecuencia haplotipica se consideré como el cociente
entre las veces (N) que se ha encontrado un haplotipo entre el

numero de haplotipos por 100

Otras dos asociaciones adicionales con una frecuencia de mas de 2% se

encuentra en esta poblacién: A*0101-C*0701-B*0801-DRB1*0301 (2,74%) vy

A*3301-C*0802-B* 1402-DRB1*0102 (2,19%).
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Otros dos haplotipos tenian una frecuencia superior a 1 A*3002-C*0501-
B*1801-DRB1*0301 (1.28%) y A*0201-C*0702-B* 0702-DRB1*1501 (1,46%)
mientras que tres estaban cerca de este porcentaje A*0201-C*0501-B*4402-
DRB1*1301 (0.91%) y A*0201-C*0701-B*0801-DRB1*0301 y A*0301-C*0702-
B*0702-DRB1*1501 con el 0.91%

Gran parte de los haplotipos de clase | incluidos en la Tabla 13 muestran
una relacion conservada con los alelos HLA-DRB1. Curiosamente, el haplotipo
A*3002-C*0501-B*1801, con frecuencia de 1.28%, en todos los casos estuvo
asociado con DRB1*0301 (y DQB1*0201). Este hecho sugiere claramente una
asociacion muy fuerte para estos alelos.

En contraste, el haplotipo A*0201- B*4402-C* 0501 mostré una
variabilidad muy alta cuando se analizaron los haplotipos asociados de clase II.
Asi la especificidad mas frecuente en clase Il (1301) presente en este haplotipo
tan solo fue encontrado en 5/19 casos. De manera similar DRB1 1301 que es el
alelo que mas frecuentemente acompafia a A*2601-C*1203-B*3801 tan sélo

estaba presente en 4/9 casos.

3.6 Haplotipos HLA-A/B/DRB1

Un total de 6 haplotipos en nuestra muestra, superaron la cifra del 1%,
mientras que otros cuatro se encontraban proximos a la misma (0.91%). En la
tabla 24 podemos observar las diez asociaciones predominantes en nuestro
estudio.

El haplotipo mas frecuente ha sido A*2902/B*4403/DRB1*0701 con una

frecuencia del 4.93%. Siempre estuvo asociado a C*1601. Si solo se tienen en
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cuenta dos digitos, la frecuencia permanece igual excepto A2/B51/DR13 que

gano una unidad.

Tabla 24. Frecuencias haplotipos HLA-A/B/DRB1

A/B/DRB1 N FRECUENCIA
2902/4403/0701 27 4.93
0101/0801/0301 16 2.92
3301/1402/0102 12 2.19
0201/0702/1501 9 1.64
3002/1801/0301 7 1.28
0201/5101/1301 6 1.09
0201/4402/1301 5 0.91
0201/0801/0301 5 0.91
0101/5701/0701 5 0.91
0301/0702/1501 5 0.91

Frecuencia: la frecuencia haplotipica se consideré6 como el cociente
entre las veces (N) que se ha encontrado un haplotipo entre el
namero de haplotipos por 100.

Los haplotipos A/B/DRB1 coinciden con los haplotipos completos
A/B/C/DRBL1 en la mayoria de los casos. La principal excepcion se produce con
0201/5101/1301 cuyo principal haplotipo con todos los alelos, que se asocié a
C*1502, tan sélo tuvo una frecuencia del 0.36%, que representa un tercio de Si
s6lo tenemos en cuenta tres alelos.

Los haplotipos A*0101-B*0801-DRB1*0301, A*0201-B*0702-
DRB1*1501 y A*0101-B*5701-DRB1*0701 se asociaron en todas las ocasiones
al mismo alelo C* excepto en una. En los demas casos la correlacion con HLA-
C fue absoluta.

Cuando consideramos esta combinacion A/B/DRB1 solo por baja

resolucion tampoco se observan muchos cambios (tabla 25). Se incluye un
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nuevo haplotipo A*02/B*44/DRB1*04 con un frecuencia superior al 1% y otros

Tabla 25. Frecuencias haplotipos HLA-A/B/DRB1

resolucion
A/B/DRB1* N Frecuencia
29/44/07 27 4.93
01/08/03 16 2.92
33/14/01 12 2.19
02/07/15 9 1.64
30/18/03 7 1.28
02/44/04 7 1.28
02/51/13 6 1.09
02/51/11 6 1.09
02/44/13 5 0.91
02/08/03 5 0.91
01/57/07 5 0.91
03/07/15 5 0.91
24/35/11 5 0.91
11/35/01 5 0.91
26/38/13 5 0.91

Frecuencia: la frecuencia haplotipica se consideré como el cociente
entre las veces (N) que se ha encontrado un haplotipo entre el
numero de haplotipos por 100.

Diez de estas asociaciones estaban presentes en las recomendaciones

de REDMO de haplotipos frecuentes para busqueda familiar ampliada. Cinco

de los haplotipos mas frecuentes de nuestra muestra, sin embargo no estaban

presentes en este listado y a la inversa, nueve de REDMO, no son comunes en

nuestra muestra.
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DISCUSION

El trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos (alo-TPH) es
un tratamiento bien establecido que puede curar neoplasias hematolégicas y
algunas enfermedades no malignas, tanto hereditarias como adquiridas (1). En
este contexto se produce una interaccion de las células inmunocompetentes
del receptor con las del donante, produciéndose una serie de fendmenos
alorreactivos que condicionan el éxito o fracaso del trasplante.

El de mayor importancia es el reconocimiento aloinmune, que puede dar
lugar a EICH, EICL, rechazo del injerto o recaida. Estos fendmenos se
correlacionan a su vez con el establecimiento de quimerismo y de tolerancia
post-trasplante, todo ello condicionado por factores genéticos y clinicos.

Considerando los factores genéticos, el sistema HLA es el que mayor
influencia tiene en estos procesos debido a su elevado polimorfismo y su
capacidad antigénica 109. Sin embargo, aun existiendo identidad HLA entre
receptor y donante la EICHa sigue presentdndose en aproximadamente un
40% de los pacientes (25, 141).

Esto supone una de las principales causas de morbilidad y mortalidad,
limitando por tanto el empleo de este procedimiento (25, 142). Ademas de las
moléculas HLA clasicas intervienen otros polimorfismos genéticos: los
denominados antigenos menores de histocompatibilidad (mHLA) (143, 144),
citocinas (145), proteinas implicadas en la inmunidad innata (146, 147),
enzimas y otros aun no suficientemente estudiados (148, 149).

En este sentido, al compartir un haplotipo idéntico con el receptor en los

genes HLA y otros, los resultados son mejores con donantes familiares que con
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donantes no relacionados porque se asegura una mayor compatibilidad incluso

en genes no estudiados.

Sin embargo, para poner en marcha de forma rutinaria un plan de
basquedas familiares ampliadas, es necesario un mayor conocimiento de los
polimorfismos genéticos en el area de referencia de cada hospital
trasplantador, principalmente aquellos de mas trascendencia como el HLA.
Este hecho nos permitiria establecer la estrategia de seleccion de donante mas
adecuada prestando especial interés en las indicaciones de donantes

emparentados

1. BUSQUEDA DONANTE

En el trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos (alo-TPH)
disponer de un donante emparentado con identidad HLA es la opcion idonea
por existir menor riesgo de complicaciones derivadas de la enfermedad y del
trasplante, principalmente EICH y recaida. En primer lugar, un hermano, pero si
no es posible deberiamos plantearnos como una opcién prioritaria la busqueda
de un familiar cercano compatible.

La descripcidn de los alelos y haplotipos mas frecuentes de cada region
es fundamental para este propadsito, pues permite identificar aquellos pacientes
qgue se beneficiarian de la busqueda de donantes entre sus familiares
inmediatos.

Hasta la fecha no existe ningln estudio que comprenda a la poblacién
de Cérdoba y Jaén, razon por la que en nuestro centro se emplea el listado de

haplotipos frecuentes proporcionados por el REDMO. Estos estan extraidos de
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publicaciones que en la actualidad no incluyen todas las regiones, pudiendo
existir, por tanto, ausencias en el listado de haplotipos frecuentes de
determinadas zonas. De este modo, aquellos pacientes que tengan estos
haplotipos frecuentes no presentes en el listado, no se verian beneficiados por
la ampliacion de busqueda de donante compatible entre los familiares de
segundo grado.

De cualquier manera, el conocimiento del sistema HLA es fundamental
en trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos (alo-TPH) en todos
los casos, ya que la ausencia de identidad entre donante y receptor puede
provocar el fallo o rechazo del injerto o bien desencadenar enfermedad injerto
contra huésped (EICH). Asi, la principal aplicacion del HLA desde su
descubrimiento, es la seleccién de donantes adecuados para trasplante tanto
de drganos sélidos como hematopoyéticos, creandose con este objetivo los
registros de donantes de médula ésea.

Al iniciar una busqueda, si el paciente presenta un haplotipo frecuente,
estd recomendado realizar simultdneamente con la busqueda internacional un
estudio ampliado a los familiares de segundo grado (tios y primos) en la rama
correspondiente al progenitor que ha aportado el haplotipo menos frecuente.
Debido a la restriccion étnica y geografica de los alelos y haplotipos HLA, es de
especial utilidad disponer de la descripcion de los haplotipos mas frecuentes de
cada region, ya que permite determinar qué pacientes pueden beneficiarse de

la ampliacién del estudio HLA (111).
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2. DONANTES EMPARENTADOS

Hasta la fecha no existe ningun estudio que comprenda a la poblaciéon
de Cdérdoba y Jaén. Para abordar este objetivo, en nuestro centro se emplea el
listado de haplotipos frecuentes proporcionados por el REDMO, que como
hemos comentado tiene sus inconvenientes. De este modo, aquellos pacientes
gue tengan estos haplotipos frecuentes ausentes del listado no se verian
beneficiados por la ampliacion de busqueda de donante compatible entre los
familiares de segundo grado

Los donantes emparentados son preferibles a los donantes no
relacionados porque éstos, en principio, podrian compartir tan sélo los loci
estudiados mientras que en el resto podrian tener diferencias. Sin embargo, un
donante relacionado comparte haplotipos completos con el paciente incluyendo
por tanto otros polimorfismos genéticos.

Un haplotipo que es compartido por una familia es completamente
idéntico para la region HLA, mientras que los haplotipos extendidos también lo
serian con mucha probabilidad. Asi, los donantes familiares pueden ser
también mas compatibles respecto otros factores que rutinariamente no son
testados como los antigenos menores de histocompatibilidad. Adicionalmente,
también debemos considerar que la motivacion de los miembros de la familia
para actuar como donantes es por lo general alta, por lo que la disponibilidad
de los donantes familiares es mayor que la de los no relacionados.

La busqueda de donantes no emparentados es un procedimiento que
habitualmente se inicia cuando no se ha encontrado ningn miembro idéntico
en el nucleo familiar de primer grado. Sin embargo, cuando las indicaciones de

una busqueda familiar estan suficientemente establecidas, este procedimiento
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puede ser de gran utilidad a la hora de decidir la mejor estrategia. Por tanto
habria que plantearse si iniciar este procedimiento de forma Unica o paralela a
la busqueda en registros. Para dilucidar este aspecto es necesario, como
hemos comentado, un conocimiento pormenorizado de las frecuencias de los
alelos y haplotipos HLA localmente, en el area de influencia de cada hospital.

Aunque la probabilidad de encontrar donantes relacionados idénticos
depende en gran medida de las frecuencias de los haplotipos implicados
debemos también considerar que cuanto mayor sea el tamafio de la familia,
mas util sera la busqueda en ella,

En diferentes situaciones clinicas, la supervivencia de los pacientes que
recibieron el trasplante de un donante familiar con una sola incompatibilidad,
puede ser igual a la de los que recibieron médula ésea de un hermano o de un
donante no emparentado con HLA idéntico. Por tanto, como un paciente puede
ser trasplantado con algun grado de incompatibilidad, es necesario conocer la
probabilidad de que un miembro en la familia extendida pueda ser donante
aunque no coincida con el paciente en uno de los loci HLA. Esta se puede
calcular mediante la sustitucion de la frecuencia de uno de los haplotipos por la
frecuencia del haplotipo correspondiente con un locus menos, dejando de lado
el lugar para el que se permite un desajuste (106).

El nimero total de incompatibilidades HLA ha sido reportado como un
factor de riesgo significativo para la supervivencia del paciente. Sin embargo, la
tolerabilidad de un determinado HLA diferente depende del estadio de la
enfermedad, del acondicionamiento y de los protocolos de inmunosupresion
post-injerto. Para los pacientes de bajo riesgo con leucemia mieloide crénica

(LMC), la probabilidad de supervivencia global a los 5 afios con donante URD

138



DISCUSION

compatible 08/08 fue significativamente mayor que la observada para 7/8
identidades. Los resultados fueron progresivamente peor con mayores grados
de incompatibilidad (130). Por el contrario, una sola diferencia en un alelo HLA
no se asocio con una mayor mortalidad para los pacientes con enfermedad
maligna mas avanzada (133. Para los pacientes con leucemia mieloide aguda
en primera remisibn completa sometidos HCT (trasplante de células
hematopoyéticas) mieloablativo, la mortalidad global entre los trasplantados
URD con 10/10 6 10/09 fue similar (150).

Para los pacientes con baja probabilidad de identificar un donante
completamente compatible, dependiendo de la enfermedad subyacente, puede
ser preferible un trasplante temprano con un donante incompatible
parcialmente a una busqueda prolongada y que el trasplante se retarde (151).

Una situacion especial seria la del trasplante con donante haploidéntico.
Este trasplante con células T o CD3/CD19-depleccionadas vy
acondicionamiento de intensidad reducida podria ser una opcion para tratar a
nifios y adultos que carecen de un donante HLA compatible (135, 136). Este
protocolo de trasplante haploidéntico es factible, lo que resulta en una menor
mortalidad relacionada con el trasplante, prendimiento mas rapido del injerto y
reconstitucion inmune que los basados en la seleccion positiva de células
CD34 + y acondicionamiento a dosis altas (152).

Encontrar un donante haploidéntico familiar extendido no supone ningun
problema. De hecho sélo seria necesario buscarlo cuando los padres no
pueden ser aceptados como donantes 0 no hay hermanos disponibles bien
porque es hijo Unico o los que tiene no comparten ningan haplotipo (La

probabilidad de que dos hermanos no compartan ningun haplotipo es del 25%).
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Partiendo ademas de la base de poder tener un donante haploidéntico
asegurado, podemos plantearnos aumentar la compatibilidad en 1, 2, 3 0 4
alelos mas mediante una busqueda familiar ampliada. Es imperativo que las
estimaciones de las frecuencias de haplotipos sean realizadas en la misma
poblacién que la familia a la que el paciente pertenece, es decir. al menos,
grupo, etnia y lugar (153).

Debido a que muchos pacientes que necesitan un trasplante no tienen

un donante no relacionado idéntico disponible 10/10, un donante no coincidente
(09/10) podria ser aceptado, en funcion de factores pretrasplante y directrices
locales.
En la muestra de Balas et al si los donantes con compatibilidad 9/10 son
considerados como aceptables, un total del 71,5% de los pacientes que
recibieron al menos una URD para la tipificacién confirmatoria podrian
beneficiarse de un donante. Para este grupo, las incompatibilidades se han
centrado en el locus HLA-C (23/37, 62%). A falta de donantes 10/10 o 09/10
compatibles, diferentes protocolos pueden seleccionarse como trasplante de
sangre del corddn umbilical unico (138) o dobles (139).

Han sido también reportados diferentes acondicionamientos (137, 140) y
la posibilidad de coinfusion (154), para apoyar la utilizacion de sangre del
cordén umbilical como primera opcidon en pacientes adultos que carecen de

URD disponibles.

3. ALELOS Y HAPLOTIPOS EN NUESTRA MUESTRA.
Este estudio describe por primera vez las frecuencias HLA de alelos y

haplotipos en una poblacion de pacientes hematopoyéticos en Cérdoba y Jaén
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que puede ayudar a predecir la probabilidad de que otros pacientes consigan
un donante emparentado adecuado, asi como mejorar las estrategias de
busqueda. Se ha estudiado los alelos, haplotipos completos y otros sin algun
locus porque como hemos visto en algunos casos hasta el trasplante
haploidéntico puede ser una opcion.

Asimismo, establecemos una poblacion control representativa de
nuestra region como base para estudios de asociacion a enfermedad. El
sistema HLA, con funcién de reconocimiento y presentacion de fragmentos de
antigenos extrafios a subpoblaciones de linfocitos T, juega un papel importante
en la susceptibilidad a varias enfermedades, como la enfermedad celiaca o la
espondilitis anquilosante (119, 120).

De igual manera sera empleado para los calculos de probabilidad en los
estudios de filiacion familiar realizados en nuestro Hospital. Por otro lado, el
analisis de la diversidad de frecuencias alélicas y haplotipicas puede emplearse
para inferir relaciones entre poblaciones.

Por estos aspectos nos planteamos como objetivo en primer lugar
describir las frecuencias alélicas y haplotipicas de los polimorfismos HLA-A, B,

C y DRB1 en nuestra poblacion.

3.1 Alelos comunes HLA-A,-B,-C,-DRB1,-DQB1,-DPB1

En 184 familias de pacientes en espera de TPH, el paciente y padres,
ademas de todos los miembros disponibles de la familia fueron tipados para
HLA-A,-B,-C,-DRB1, DQB1 y DPB1 por alta resolucion (4 digitos). Las familias
fueron incluidas en el analisis sélo cuando al menos dos haplotipos de los

cuatro pudieron ser asignados por segregacion familiar. También se tuvieron en
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cuenta los especificidades de cada locus presentes en cada haplotipo para
establecer las frecuencias individuales de cada alelo.

Se consideraron en todos los casos las frecuencias alélicas (cociente
entre el nUmero de veces que aparece un alelo por el numero total de alelos).
En nuestra muestra tan s6lo encontramos una minima representacion de las
especificidades alélicas reconocidas, mientras que la representacion era muy
elevada, alcanzando en algunos loci el 100% cuando se consideraron las
especificidades antigénicas definidas (24)

En el presente estudio se ha tipado por PCR-SSO y PCR-SSP los HLA
de clase | (-A,-B, y -C) y clase Il (-DRB1, -DQB1 y -DPB1) con resolucion de
cuatro digitos lo que supone el primer estudio de estas caracteristicas que se
realiza en esta zona geografica.

Una vez seleccionados los haplotipos (HLA-A, -C, -B, -DRB1) se
establecieron separadamente las frecuencias de los alelos HLA-A, B, C y
DRBL1. El estudio de HLA DQB1 y DPB1 tan sélo pudo realizarse con los datos
de los haplotipos en que estos loci estaban recogidos.

Como informé Tiercy et al. (118), es esencial conocer la distribucion HLA
de cada poblacion a nivel de alelos con el fin de definir si un paciente tiene una
probabilidad alta o baja para encontrar un donante compatible.

En este sentido, Balas et al compararon dos grupos de pacientes que
recibieron o no un donante compatible. Estos hallazgos permitieron definir
algunos factores de histocompatibilidad que afectan negativamente para
encontrar un donante compatible en esta poblacién (entre ellos pacientes con

alelos raros).
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La presencia de al menos uno de estos factores, combinados con el
namero de posibles donantes compatibles AB-DR (obtenido en el BMDW)
podria predecir si un paciente presenta una probabilidad alta o baja para recibir
un donante compatible 10/10. La compatibilidad general de los 172 pacientes
que recibieron al menos una URD mostré que un donante compatible 10/10 se
identifico en el 49,4% de los pacientes. Un 9/10, 8/10 y < 7/10 donantes no
compatible se recibieron en el 221, 16.3 y 12.2% de los pacientes,
respectivamente (111).

En el presente trabajo se han descrito de forma pormenorizada todos los
alelos raros de cada locus. Haciendo dos diferencias: alelos raros en nuestra
poblacién que son aquellos encontrados pero con baja frecuencia (< 1%) y
otros alelos raros que no han sido tipados en ninguna ocasion. En este ultimo
apartado, segun el locus, se encuentran hasta un 95% de las especificidades.

Este perfil esta de acuerdo con las conclusiones de estudios en otras
poblaciones que indican que los alelos comunes son relativamente escasos en
la gran mayoria de los distintos grupos étnicos (155, 156).

Los alelos comunes que se describen en nuestra poblacion (< 5%)
habian sido comunicados en su mayoria en caucasicos, como se esperaba por
el origen geogréfico de las familias estudiadas (157-160).

Mas importante aun, la distribucién de los alelos predominantes en
nuestra muestra estudiada revela grandes semejanzas con los de Europa
occidental, Norte de Africa y USA (véase http://www.allelefrequencies.net). En
particular, los mismos alelos predominantes (A0101, A0201... en la Tabla 1) o
las frecuencias de alelos semejantes (A3001/3002, A6801/6802) también

suelen coincidir con las poblaciones resefiadas (157-160). Similares resultados
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se obtuvieron para los alelos de clase Il. Todos los alelos frecuentes HLA-
DRB1, DQB1 y DPB1 que figuran en el presente estudio son alelos frecuentes
en caucasicos (ver http://www.allelefrequencies.net).

3.1.1 HLA-A

En nuestra muestra hemos hallado un total de 26 alelos HLA-A (3.38%
del total de alelos). A pesar de este relativo bajo numero, el polimorfismo total
del sistema es muy elevado, teniendo una enorme trascendencia en la
busqueda de donantes.

Los seis alelos mas frecuentes (A* 0101*, 0201, *0301, *1101, *2402,
*2902), representaban por si solos el 69,72% de todos los alelos definidos para
HLA-A en esta poblacién. Similares porcentajes fueron notificados por estudios
realizados en poblaciones préximas o aquellas en que los registros tienen
mayor niumero de donantes (158, 161, 162).

En la mayoria de estas poblaciones el alelo mas frecuente fue A*0201
como en la nuestra. Respecto al alelo A*2902, que fue el segundo mas
presente, parece observarse mas frecuentemente en nuestra poblacion que en
Portugal, Europa y Estados Unidos.

En contraste, 9 alelos HLA-A de los encontrados mostraron una
frecuencia inferior al 1% (*0202, *0222, *0302, *2403, *2608, *3004, *3402,
*6601, *7401), por lo que se deben considerar alelos raros en esta muestra. A
estos alelos se les deben afiadir todos aquellos que no fueron tipados ni una
sola vez (96.62% del total de alelos definidos) que también deben ser
considerados en este apartado de raros. Estos alelos deben ser considerados
de mal prondstico a la hora de realizar busquedas. A diferencia de los alelos

comunes gue siguen una distribucion relativamente homogénea en todos los
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estudios, los alelos raros sin tener en cuenta los nunca tipados dependen de
cada muestra estudiada. Cada poblacion incluida la nuestra, tiene
caracteristicas diferenciales que dependen de los alelos raros que presenta
cada una.

Los alelos predominantes para los diferentes grupos han sido: A*0101,
*0201, *0301, *1101, *2301, *2402, *2501, *2601, *2902, *3002, *3101, *3201,
*3301, *3402, *6601, *6801, *7401. En todos los casos excepto por una parte
A*3001 (36,84) y A*3002 (57,89) y por otra A*6801 (52,17%) y A*6802 (47,83)
las diferencia de frecuencia entre el alelo predominante y el resto de alelos del
mismo grupo eran muy evidentes. En estadounidenses de origen caucasiano
las diferencias entre 3001 y 3002 se estrechan todavia mas y en muestras de
Italia en cambio parece que 3002 es claramente predominante (ver

http://www.allelefrequencies.net).

3.1.2 HLA-B

Hemos encontrado 47 HLA-B en nuestra poblacién que solo representan
el 3,69%, de las 1272 variantes reconocidas (24). Este es el locus en el cual
existe mas polimorfismo. Asi, a diferencia de HLA-A, cuando se escogen los
seis alelos méas frecuentes (A* 0702* 0801, *1801, *4402, *4403, *5101,
*1402), no se alcanza el 50% de la poblacién (por casi el 70% en A).

A diferencia de la poblacion espafiola en general, tanto el alelo *4402
como el *1402 tenian una frecuencia superior al 5% en nuestra muestra,
siendo uno de los alelos comunes, sin embargo B*3501 no superaba este
porcentaje. Este dato podria explicarse porque en nuestra muestra no hay

ningun alelo de la especificidad B35 que destaque sobre el resto, dato éste que
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no se observa tan claramente en otras poblaciones  (ver
http://www.allelefrequencies.net).

De mayor interés, resultan los 18 alelos HLA-B que mostraron una
frecuencia inferior al 1% (*2702, *2703, *3505, *3906, *3914, *4101, *4102,
*4701, *4801, *5108, *5601, *5702, *4002, *4006, *1510, *1516, *1517, *1518),
por lo que se deben considerar alelos raros en esta muestra. Estos alelos junto
con los que no aparecieron en ninguna ocasion, deben ser considerados como
indicacion de inicio de busqueda familiar ampliada. Ya que su presencia sin
necesidad de otros factores dificultan la busqueda de donante

En nuestra muestra y en la mayoria de los estudios realizados, los alelos
mas representados de cada especificidad suelen coincidir. De nuevo parece
ser un factor mas decisivo a la hora de discriminar aspectos diferenciales de
una poblacién. En nuestra poblacion es relativamente frecuente B*5301, al
igual que en poblaciones de Espafia y Francia, siendo muy raro en paises

europeos mas orientales como Alemania (111, 161, 162)

3.1.3HLA-C

Un total de 25 alelos HLA-C se encuentran en nuestra poblaciéon que
representan aproximadamente el 3,38%, del total de alelos HLA-C que son 475
(24). En nuestra muestra se encuentra representada una pequefia proporcion
de alelos HLA-C (9.1%) en comparacion con otros estudios que incluyen la
poblacién espafiola (111).

Las variantes de HLA-C con una frecuencia superior al 5% en nuestra
poblacién representan el 73,9% de todas las variantes definidas HLA-C y son

Cw * 04:01, *05:01, *0602, *07:01, *0702, *0802, *1203 y *1601. Para el locus
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HLA-C, los alelos raros han sido C*0210, *0302, *0712, *0718, *0808, *1602,

*1701 y *1802. Uno de estos alelos raros C*0808, fue tipado en el contexto del
haplotipo A*0222, B*4801, C*0808, fue descrito por primera vez en un mestizo
colombiano (163).

La presencia en una zona determinada de alelos raros procedentes de
otras regiones parece un fendbmeno cada vez mas comun y debera tenerse en
cuenta ya que es mas facil encontrar donante, si éste y el receptor, coinciden
en su origen.

Al igual que en los otros loci de clase I, los alelos mas comunes son
extensivos a otras poblaciones mientras que en los alelos raros existen rasgos

gue individualizan cada estudio.

3.1.4 HLA-DRB1

Se han notificado del gen HLA-DRB1* 31 alelos de los 597 descritos, (32
Balas et al y 41 Pedron et al). Por tanto estan representados solo el 5,19%.
Con los seis alelos DRB1 mas prevalentes DRB1 *07:01, *03:01 *15:01, *13:01
*01:01, *11:04, llegamos a una representacion del 57,48% de los alelos DRB1
encontrados. El grado de polimorfismo, parece por tanto semejante al
encontrado en otras poblaciones relativamente cercanas (111, 162).

Por otra parte, 7 alelos DRB1 (*0406, *0407, *0803, *0810, *1201, *1305
y *1404) mostraron una frecuencia inferior al 1%, por lo que son considerados
como alelos DRB1 poco frecuentes (tabla 7). Por grupos de alelos sélo
DRB1*12 bajaba del 1% de igual manera que en otros estudios realizados en

Espafa (111, http://www.allelefrequencies.net).
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En diferentes muestras de Portugal, Francia, Alemania y Estados unidos,
encontramos siempre una frecuencia de este alelo por encima del 1%. En este
sentido si podria ser recomendable realizar prioritariamente la busqueda en
otros registros donde la frecuencia sea mayor, en vez de iniciar una busqueda
ampliada. También podriamos valorar el caso contrario, pacientes de Alemania
donde la frecuencia de DR9 y DR10 es inferior al 1% podrian beneficiarse de
bdsquedas en nuestro registro ya que en nuestra poblacion la frecuencia de
ambos era del 1.46% (161, http://www.allelefrequencies.net)

En los casos que un alelo ha representado la Unica especificidad del
grupo encontrada (DRB1*0301, *0701, *0901, *1001, *1201, *1601), podriamos
considerar no confirmar el tipaje por PCR-SSP que supondria una sobrecarga
de trabajo y econémica que seguramente podria ser evitada.

Sin embargo en otras tres especificidades (DRB1*0101&*0102,
DRB1*1104&1101, DRB1*0401&0402&0403&0404&0405,) se hace inevitable
ampliar el tipaje. Con las otras especificidades (DRB1*08, 13...) también seria
aconsejable tomar esta medida.

En cuanto a las diferentes especificidades encontradas en cada grupo
de alelos destaca DRB1*04 con 7 (*0401, 0402, 0403, 0404, 0405, 0406,
0407), pero, sin embargo, en nuestra muestra no encontramos ningun

DRB1*0408, que si esta presente en otras poblaciones (111).

3.1.5DQB1

El estudio del locus HLA-DQBL1 revel6 la presencia de 14 alelos de un

total de 79 (24). Por tanto hemos encontrado representacion de un 17.72%. En
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este alelo es en el que nos hemos encontrado con una mayor representacion
del polimorfismo total.

Las asociaciones DRB1-DQB1 son bastante estrictas por lo que un
elevado numero de parejas donante/receptor compatibles en DRB1 también lo
seran en DQB1 (111). Quizéas por este motivo, DQB1 no se incluye entre los
alelos de obligado tipaje en la seleccion del donante.

Sin embargo, en nuestra muestra hemos encontrado diferentes alelos
DRB1 asociados a diferentes DQB1 y cuatro asociaciones poco comunes. Por
tanto debemos considerar que aunque quizds no fuera necesario estudiar
DQB1 de forma rutinaria, si al menos se deberia establecer en qué situaciones
y alelos DRB1 harian necesario ampliar el tipaje.

También parece evidente que se deberia estudiar cuando un paciente
tenga mas de un posible donante
3.1.6 DPB1

Un total de 15 HLA-DPB1, se han encontrado en nuestra poblacion que
representan aproximadamente el 12,20%, de las 123 variantes reconocidas en
la nomenclatura para factores del sistema HLA (24). Cuatro alelos
(DPB1*0201*, 0301, *0401 y *0402) representan mas de ¥ de todos los alelos
definidos para HLA-DPB1 en esta muestra y entre los dos alelos DPB1*04, es
decir, DPB1 *0401 y *0402, representan mas de la mitad.

Este locus no es considerado en la mayoria de estudios del sistema HLA
y tampoco en los relacionados con el trasplante de progenitores
hematopoyéticos. Sin embargo no debemos olvidar que de los 6 loci clasicos
(A, B, C, DR, DQ y DP) los que se encuentran situados en los extremos del

MHC son Ay DP (41, 42).
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Por tanto para asegurar que dos hermanos son genotipicamente
idénticos, seria necesario tipar DPB1 y descartar sobrecruzamientos. También
podria considerarse su tipaje en caso de existir varios posibles donantes con

identidad en los otros loci .

3.2 Haplotipos

Un total de 548 haplotipos (HLA-A, -C, -B, -DRB1) fueron analizados tras
el tipaje por alta resolucion por técnicas de PCR-SSO y PCR-SSP de los
diferentes loci. HLA-DQB1 y HLA-DPB1 no se incluyeron en los haplotipos
porque no es obligatoria su tipaje para las busquedas de donantes.

Sin embargo las asociaciones HLA-DRB1-DQB1 si fueron notificadas
separadamente al igual que las de B-C ya que son las asociaciones con mayor
desequilibrio de ligamiento conocidas dentro del sistema HLA. También se
estudiaron grupos de tres alelos asi, los haplotipos de clase | (A-B-C), C-B-
DRB1 y A-B-DRBL1 y los haplotipos completos A-B-C-DRB1. Las frecuencias
haplotipicas se estimaron contando el nUmero de cualquier haplotipo entre el
namero total de haplotipos.

Se informd anteriormente en estudios con otras poblaciones, que una
limitada diversidad de alelos HLA puede dar lugar a una gran diversidad
haplotipica (151).

De hecho, un total de 254 haplotipos HLA diferentes de clase |, 294 C-B-
DRB1, 89 asociaciones B-C y 401 A-B-C-DRB1 se describen en nuestra
muestra. Estos resultados pueden afectar los resultados de las busquedas y

aumentar la dificultad de este proceso
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3.2.1 Asociaciones B-C

La mayoria de los alelos del locus B tienen asociaciones predominantes
0 Unicas con solo un alelo del locus C. Las mas habituales han sido
previamente reportados en poblaciones caucéasicas (111, 162, 164,
http://www.allelefrequencies.net). Sin embargo otros alelos B estan presentes
en los haplotipos con mas de un alelo C (B*5101, B*1801, B*1501, B*2705,
B*4403, etc.).

Este aspecto sin embargo parece algo mas complicado ya que una
asociacion predominante de estos alelos HLA-B con un alelo C a veces sélo se
puede identificar cuando un analisis preciso tiene en cuenta otros alelos
expresados en el mismo haplotipo. A modo de ejemplo, B *1501 se asocia
preferentemente con C*0304 en DRB1*0302, pero con C*0303 en los
restantes. El papel que pueden desempenfiar estas diferentes asociaciones esta
todavia sin aclarar.

Debido al elevado numero de asociaciones a HLA-C encontradas con
B51 también se ha tenido en cuenta los haplotipos completos de los que ha
formado parte. En este estudio se presenta un elevado niumero de haplotipos
HLA-A/B/C/DRB1/ dentro del serotipo B51. El alelo HLA-B51 mostraba en
nuestra muestra una frecuencia del 7.30% y formaba parte de 9 asociaciones
B-C y de 33 haplotipos (32 con B*5101 y 1 con B*5108) diferentes sobre un
total de 548 haplotipos lo que representa el 6.02% del total de haplotipos. Tan
s6lo encontramos 2 alelos B*51ldiferentes, con una frecuencia relativa de
B*5101 del 96%.

La diversidad de los haplotipos B51 no parece depender de la

variabilidad del locus B, sino de la extrema diversidad de las asociaciones B-C,
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frente a otros serotipos como el B35 ¢ B39. Junto con el HLA-B*1501 (165),

B*5101 es de los alelos HLA-B el que muestra la mayor diversidad de
asociaciones con HLA-C con 9 alelos diferentes reportados en nuestro grupo
de estudio.

Evidentemente, la extrema diversidad de las asociaciones haplotipicas
de B51 lo convierten en una herramienta de gran interés para los estudios de
genética de poblaciones.

La mayoria de las asociaciones B-C son dependientes de los haplotipos
A-B-DRB1-DRB3 obtenidos por tipaje con resoluciéon de cuatro digitos. Un
estimable nimero de haplotipos mostraron fuerte vinculacién con los alelos C,
asi A2-B51-Cw*1402- DRB1*0801, A11-B51-C*1502-DRB1*1501, o A31-B51-
Cw*1502-DRX.

Resulta de interés que el haplotipo mas frecuente A*02-B*51-DRB1*11,
gue corresponde al haplotipo ancestral B51.1, revelé una alta variabilidad en
las asociaciones preferenciales de HLA-C con cuatro alelos involucrados
(C*1402, 1502, 1601 y 1602). Sin embargo, cuando se han buscado donantes
en BMDW para dos pacientes con los fenotipos: Al1-B8-DR3/A2-B51-
DRB1*1101 y otro A3-B7-DR15/A2-B51-DRB1*1101, la mayor parte de los
sujetos encontrados eran C*02, seguido de C*14 y C*15. Estas diferencias
podrian ser relacionadas con diferente etnia o localizacion geografica de los
individuos testados (164).

El punto de recombinacién entre los loci HLA-B y C, podria haber sido
mas eficiente en haplotipos con B51 en comparacién con otros haplotipos

ancestrales tales como A*0201-B*4402-Cw*0501-DRB1*0401(166).

152



DISCUSION

Mediante el analisis de 75 busquedas de donantes no relacionados para
pacientes B51 positivos y teniendo en cuenta los 140 genotipos y los 145
presuntas asociaciones haplotipicas en las que estaba involucrado B51,
Bettens et al fueron capaces de discriminar 21 haplotipos extendidos ABCDR
con alta y 30 haplotipos con baja probabilidad de coincidencia en HLA-C (164).

El perfil de distribucion de alelos HLA-C en pacientes con una alta
probabilidad (50-100%) de encontrar un donante HLA-C compatible era
claramente diferente de la de los pacientes en los que se observd una
probabilidad del 75-100% de que HLA-C sea incompatible. En este ultimo
grupo, el perfil era mas heterogéneo con C*1502 representado en solo el
17,6% de los pacientes frente al 61,5% de los pacientes con una alta
probabilidad de compatibilidad HLA-C (164).

En el grupo de alta probabilidad, cuatro alelos (Cw*0102, *0202, *1402,
y *1502) representaron el 96% de los alelos C encontrados frente a un 50% en
el grupo de baja probabilidad (P <0,00001). Curiosamente, todas las
busquedas realizadas por estos autores para los pacientes con el haplotipo A3-
B51-DRx no tuvieron éxito en términos de compatibilidad HLA-C (164).

Seria necesario un analisis mas detallado de la medida en que los
diferentes origenes de los pacientes y los donantes influyen en las
asociaciones B51-C, y por lo tanto en la posibilidad de encontrar un donante
idéntico.

En vista de los resultados obtenidos en nuestro trabajo, deberiamos
considerar que hay que tener también en cuenta que la posible incompatibilidad

HLA-C depende en gran medida del segundo haplotipo presentado por el
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paciente debido a las diferentes posibles combinaciones haplotipicas
ABDRB1(167).

De forma similar, parece quedar documentado por Bettens et al realizar
una busqueda para un paciente con el genotipo siguiente: A1-B63-Cw*0701-
DRB1*1302/A31-B51-Cw1502-DRB1*1101. A pesar del potente desequilibrio
de ligamiento en A31-B51-Cw*1502, cuatro de los cinco posibles donantes
presentaron Cw*02 y Cw*14, justo como cabria esperar si el haplotipo B51 del
donante fuera A1-B51-DR11 o Al- B51-DR13 en lugar de A31-B51-DR11
(164).

En nuestro trabajo se han descrito diferentes desequilibrios de
ligamiento HLA-B-C. Entre éstos hemos observado que algunos alelos B se
asociaban a uno o muy pocos alelos HLA-C mientras que otros como: B*5101,
*1801, *1501, *4403 y *5501 principalmente, podian ser encontrados en
diferentes uniones B-C. En este sentido se ha demostrado que B*5101,
B*1801, o B*1501 poseen un desequilibrio de union inferior en comparacion
con haplotipos en los que se encuentren B*0801, B*0702, o B* 1302 (168).

Otro estudio relacionado, informé de un estado de mayor compatibilidad
paciente/donante en situaciones con haplotipos comunes (169).

Se puede predecir por tanto, que los haplotipos que presentan una
mayor diversidad de las asociaciones B-C, como los que expresan B51, B15,
B44, B55 6 B18 pueden presentar una mayor variabilidad genética en los loci
ligados a MHC no HLA que puede dar lugar a una mayor tasa de disparidad por

algun determinante del trasplante aun desconocido
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3.2.2 Asociaciones DRB1-DQB1

De forma similar a lo comentado para las asociaciones B-C ocurre con
las de DRB1 con DQB1. Una vez mas, las asociaciones DRB1/DQB1 mas
comunes que hemos encontrado son bien conocidas en las poblaciones

caucasicas (111, http://www.allelefrequencies.net).

Sin embargo, diferentes alelos DRB1 no presentan una asociacion tan
estrecha, entre ellos: *1302, *0701, *08 y *04. Ademas debemos considerar
asociaciones raras por posibles sobrecruzamientos a este nivel. Al menos 4
asociaciones no esperadas se han encontrado en nuestra muestra

Aqui también debemos analizar otros locus si queremos concretar las
asociaciones de forma mas especifica. En este sentido, podriamos afirmar que
DRB1*0701 se asocia con DQB1* 0303 en las personas con el alelo B*5701,
como también ha sido observado por Pedron et al, pero con DQB1*0202 en los
individuos restantes(162). Ademas, DRB1*0401 se asociaria sobre todo con
DQB1*0302 en B*1501 y las diferentes especificidades B*35, pero con
DQB1*0301 en los individuos restantes (111).

3.2.3 Asociaciones 3 alelos

Las frecuencias de las asociaciones de tres alelos resultan de un gran
interés ante la perspectiva de tener que buscar un donante con alguna
incompatibilidad cuando las posibilidades de encontrar alguno totalmente
idéntico se han difuminado.

Por tanto ademas de aquellas asociaciones siguiendo el orden de los
loci HLA en el genoma (A/B/C), B/C/DRB1) también se ha estudiado AB/DRB1

por su interés practico ante una busqueda.
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3.2.3.1 Haplotipos HLA clase | (A/B/C)

En el estudio de Cao et al, aparece una lista de 31 haplotipos con tres
alelos (HLA-A/B/C) estudiados que presentaban una frecuencia de> 0.06 en los
caucasicos que residen en América del Norte (158). La comparacion entre los
resultados de este trabajo y el nuestro pone de manifiesto que la mayoria de
los haplotipos aparecen como haplotipos frecuentes en ambos estudios.

Entre las excepciones cabe destacar A*3301/B*1402/C*0802, que esta
presente en diversas poblaciones europeas (160). A partir de estas
comparaciones, se puede concluir que a pesar de algunas variaciones
conocidas en las frecuencias de haplotipos entre las dos poblaciones, existe

cierta similitud entre las mismas.

3.2.3.2 Asociaciones B/CDRB1

En nuestra muestra, hemos encontrado 294 haplotipos diferentes
B/C/DRBL1. Los haplotipos B-C-DRB1 méas frecuentemente encontrados fueron:
B*4403-C*1601-DRB1*0701 (en consonancia con las asociaciones B-C y los
haplotipos A-B-C-DRB1 mas frecuentes) B*0801-C*0701-DRB1*0301, B*0702-
C*0702-DRB1*1501, B*1402-C*0802-DRB1*0102 y B*1801-C*0501-
DRB1*0301. Solo cinco haplotipos tenian una frecuencia superior al 2% y 12
superior al 1%.

Las asociaciones B-C nos mostraban en la mayoria de los casos una
relacion estrecha entre ambos loci. Al incorporar otro locus (DRB1) algo mas
distante dentro del mapa genético del HLA sigue manteniendo en algunos
casos esta relacién pero en otros hemos encontrado asociaciones a multiples

DRB1. Entre éstas, las mas llamativas son cuatro haplotipos B-C (B*0702-
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C*0702, B*4402-C*0501, B*4901-C*0701 y B*3501-C*0401) que se asocian a

diez o mas alelos DRB1 diferentes, las siete asociaciones B*0705-C*1505
muestran siete alelos DRB1 diferentes y sobre todo que el alelo B*5101
formaba parte de veintiocho combinaciones B-C-DRB1 distintas.

Los haplotipos A/B/C/DRB1 son complementaros en parte de las
asociaciones B/C/DRB1 de las que derivan. Sin embargo hay algunas
consideraciones de interés: el haplotipo B*0702-C*0702-DRB1*1501 y su
asociacion con alta frecuencia a tres diferentes alelos del locus A (A*0201,
A*0301 y A*2402) explica la alta probabilidad de encontrar B*0702-C*0702-
DRB1*1501 y en cambio esta combinacibn no es tan frecuente cuando
buscamos haplotipos completos. Seria casi cuatro veces mas probable
encontrar un sujeto B*0702-C*0702-DRB1*1501 que uno con el tipaje A*0201-
B*0702-C*0702-DRB1*1501.

En otros casos parece existir mas fidelidad al locus A, como en el caso
de B*4403-C*1601-DRB1*0701, que en un 71.05 de los casos son A*2902
3.2.3.3 Asociaciones A-B-DRB1

Se observaron ocho haplotipos (A-B-DRB1) frecuentes (>1%) y otros
seis con 0.91%. Al examinar la relacion genética entre Cérdoba y Jaén y las
diferentes poblaciones de la Peninsula Ibérica, se observa que las poblaciones
aisladas (Cabuérnigo, Chuetas, Pasiegos y Valle de Arrieta) se muestran
claramente separadas del resto de poblaciones (170, 171).

Por el contrario, éstas se encuentran estrechamente relacionadas entre
si, formando un mismo grupo, dentro del cual, Cérdoba y Jaén se situaria entre

poblaciones portuguesas y otras espariolas.
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Los haplotipos frecuentes hallados en nuestra poblacion se han descrito
previamente en otras poblaciones de la Peninsula Ibérica. Varios de estos
haplotipos asimismo son comunes en otras poblaciones europeas,
mediterraneas y/o del norte de Africa.

En resumen, Cordoba y Jaén parecen exhibir un origen comun con otras
poblaciones de la Peninsula Ibérica, en la que se observan componentes
europeos, mediterraneos y norteafricanos, hechos que concuerdan con la
historia y el componente genético de la poblacién.

Un numero amplio de nuestros haplotipos, estaban incluidos dentro de
los 320 haplotipos mas frecuentes que figuran en el reciente estudio de Muller
et al, realizado con poblacion alemana (161). Sin embargo, s6lo los datos de
A/B/DR estan disponibles en los haplotipos del estudio de Muller et al, lo que
limita la comparacion exacta entre los dos estudios. Estas similitudes
probablemente se basan en una estrecha relacibn genética entre las

poblaciones de paises de Europa Occidental.

Asi, en nuestra poblacibn encontramos haplotipos descritos
principalmente en el oeste Europeo: Asi tenemos A*29,B*44,DRB1*07 (4.93%
en Cordoba y Jaén) que es el que hemos encontrado mas frecuentemente,
generalmente también lo es en la Peninsula Ibérica y otras poblaciones
europeas; asi otros grupos de poblacion espafiola (2,2 a 6,7%), Portugal (1 a
3,8%), Irlanda del Norte (2,1%), Francia (1,96%), Pais de Gales (1,5%) e Italia
(1.3-1,5%). Ademas, también se encuentra en americanos de ascendencia

europea, como Cuba (3,8%), Brasil (1,4-1,6%) y México (1,1%) (172-174).
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Del mismo modo, otros haplotipos comunes han sido descritos
previamente en la Peninsula Ibérica. Los haplotipos A*33, B*14, DRB1*01
(2.19%) de origen Mediterraneo y A*02, B*07, DRB1*15 (1.64%) del Norte de
Africa y Europa Occidental, y también son comunes en otros espafioles (1.1 a
3.8%) y Portugal (1-4,3%) (172, 175-178).

El haplotipo A*02, B *44, DRB1*04 (1.28) también esta presente en las
poblaciones ibéricas y europeas, como Alemania (1,4%), Pais de Gales (5%),
Irlanda del Norte (4,1%), Irlanda (3 - 4%), Portugal (1,1 a 3,1%), resto de
Espaiia (1,1-4%) e Italia (0,9%) (161, 172, 173).

Sin embargo, este haplotipo, cuando es considerado en el contexto de
los cuatro alelos A/B/C/DRB1 definidos por alta resolucién, tiene una frecuencia
baja. Por tanto en casos de necesitar una alta compatibilidad no deberia ser
considerado en nuestra poblacion.

A pesar de que el origen de este haplotipo se ha definido como de
Europa occidental, estd también presente en algunas poblaciones del
Mediterrdneo como Tunez (1,8%), mientras que en Argelia se presenta con una
frecuencia de 0,9% (172), lo que sugiere un posible origen conjunto
Mediterraneo y de Europa Occidental.

El descrito previamente como un antiguo haplotipo de origen
Paneuropeo (origen indoeuropeo-celta), A*01, B*08, DRB1*03, es el segundo
mas comun de nuestra muestra (2,92%) y esta también presente en los
europeos del norte, Europa central y oriental (172, 173).

Se encontré con muy alta frecuencia en Gales (10%), Irlanda del Norte
(9% Finlandia (6,3%) y Alemania (6,2%) y algo menor en el resto de Espafia

(1,1-6,1%), Hungria (3,1- 5,9%), Macedonia (4,9%), Croacia (4,3%), Suiza
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(4,3%), Francia (2,5%), Grecia (1.1 a 3.3%), Italia (1-3,1%), Portugal (1,5 a 3%

) y Georgia (1,3%). También se encuentra en los americanos de ascendencia
europea, tales como EE.UU. (4,9%), Cuba (3,2%) y Brasil (1,6 a 2,5%) (161,
172,179, 180).

Otros dos haplotipos presentes en nuestra poblacion se pueden
considerar de origen en el norte de Africa: A*30, B*18, DRB1*03 (1,28%) es
poco frecuente en otras poblaciones europeas, excepto en los sardos (10,2%),
donde aparece con una frecuencia muy alta, pero es comun en la Peninsula
Ibérica: resto de Espafia (3,1 a 3,6%), Portugal (2,6 a 4,1%), y esta presente en
las poblaciones del norte de Africa, tales como Tunez (2%), Argelia (1,5%) y
Marruecos (1,5%), asi como en otras poblaciones de ascendencia europea
como Cabo Verde (1,6-2,4%) (172).

El otro es el haplotipo A*03, B* 07, DRB1*15 (0.91%), que esta presente
en las poblaciones europeas y del norte de Africa: Argelia (1,5%), Croacia
(2,4%), Francia (1,66%), Alemania (3,4%), Irlanda del Norte (4,9%), Italia (1,1-
1,5%), Portugal (1,3 a 1.8%), Rusia (4,9%), Espafia (1,4-6,5%), Suiza (4,5%),
Tunez (1,8%), Pais de Gales (3%) y EE.UU. (1,9%) (161, 172, 173, 178, 179).

El haplotipo A*02, B*51, DRB1*11 frecuente en Portugal vy algunas
poblaciones espafiolas (marcos), no suele encontrarse en otros estudios
realizados en Espafa. Este haplotipo estuvo presente en nuestra poblacion con
una frecuencia superior al 1%.

También resulta de interés el haplotipo A*02, B*44, DRB1*07 que es raro
en nuestra muestra (0.55%), mientras que si es frecuente en Portugal (1,8-
5,4%), resto de Espafia (1.5 a 3.5%), Suiza (2,9%), Tunez (2,4 a 3 %), Pais de

Gales (1,8%), Italia (1,5%) y Georgia (1,3%) (172, 173).
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También hemos encontrado otros haplotipos sin un origen claro
asignado. A*23, B*44, DRB1*07 (0.36%) se propone como Mediterraneo
europeo ya que esta presente en Hungria (1,8%), Palestina (1,2%), Polonia
(1%) y Portugal (1,3%) (172, 173). A*02, B*51, DRB1*11 (1,10%) esta presente
en Bulgaria (2,7%), Croacia (1,2%), Georgia (1,3%), Grecia (1,6 a 2,5%), Italia
(1,2 a 2,7%), Turquia, Portugal (1 a 3,3%), (5,5%) (172, 173). A la luz de su
presencia en estas poblaciones, podria ser asumido como origen mediterraneo-
oriental europeo.

Aungue no existe un origen atribuido a los haplotipos A*02, B*44,
DRB1*13 (0.91%), presente en Georgia (3.1%), Italia (1,1%), Marruecos (2,5%)
y Portugal (1 a 1.6 %) y EE.UU. (1,8%) (172, 173, 179) y A*02, B*18, DRB1*03
(1,2%) presente en ltalia (1-2,2%) y Portugal (2-4,1%), (172, 173) se propone
un posible origen mediterraneo para ambos haplotipos.

Los haplotipos A*24, B*35, DRB1*11 (0.91%) de origen europeo y
A*26, B*38, DRB1*13 (origen ibérico atribuido), con una frecuencia de 0,91%
en nuestra poblacion, se describe como frecuente en algunos estudios
espafioles (1.1-2.6%) y Portugal (1-1,5%) (172, 173, 175, 177, 178). Por ultimo
el haplotipo A*02, B*51, DRB1*04 (origen sugerido portugués) (0,36%) soélo es
comun en Portugal (1-1,2%) (172, 173).

En conclusion, y con estas premisas, la poblaciéon de Coérdoba y Jaén
parece tener una base genética sur-oeste Europea, Mediterranea vy
Norteafricana y podria tener un mismo origen comudn con otras poblaciones
Ibéricas y del norte de Africa como ha sido sugerido con muestras de diferentes

localizaciones de Espafia y norte de Africa por Arnaiz-Villena et al, debido
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especialmente al importante flujo de genes de las poblaciones Paleo-Norte
africanas a Iberia (181).
Sin embargo, los pequefios tamafos relativos de la muestra en

algunos estudios han hecho complicadas las comparaciones.

3.2.4 Haplotipos A-B-C-DRB1

La distribucién de estos haplotipos de Cérdoba y Jaén también muestra
coincidencias con la de otras poblaciones de la Peninsula Ibérica y parece
concordar con el contexto historico y el componente genético de nuestra
muestra.

En este trabajo se describen gran parte de los haplotipos que ya estaban
previamente descritos en otras poblaciones espafiolas e incluidos por tanto en
el listado de haplotipos frecuentes del REDMO.

La comparacion con la clasificacion de haplotipos descritos en balas y
Pedron, que representan respectivamente a una poblacion de Espafa y
Francia y que en ambos casos alcanza una resolucion de cuatro digitos, nos
muestran que los cinco haplotipos mas frecuentes presentes en nuestra
muestra también estaban presentes en las dos citadas (111, 162).

Sin embargo existen mas coincidencias con el estudio de Balas. Asi,
esta poblacion y la nuestra coinciden en el haplotipo mas frecuente A*2902-
C*1601-B*4403-DRB1*0701 y los otros cuatro haplotipos son frecuentes en
ambos estudios aunque el nimero de orden y las frecuencias no coincidan.

En la muestra de Pedron et al, el haplotipo notificado en primer lugar

resulté ser A*0101-C*0701-B*0801-DRB1*0301 y de los cinco haplotipos mas
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frecuentes de nuestra poblacién sélo 3 de ellos estaban considerados entre los
15 mas representados en la suya.

Nuestras asociaciones: A*3301-C*0802-B*1402-DRB1*0102 y A*3002-
C*0501-B*1801-DRB1*0301 situados en el lugar 3 y 4 respectivamente estan
situados por debajo del 15 en la poblacién francesa.

Nuestros 2 haplotipos mas frecuentes A*2902-C*1601-B*4403-
DRB1*0701 y A*0101-C*0701-B*0801-DRB1*0301 son frecuentes para los
registros de haplotipos europeos y norteamericanos. También A*0301-C*0702-
B*0702-DRB1*1501 entre los 10 mas frecuentes en nuestra poblacion (4° mas
frecuente en Espafia) esta muy representado en los registros europeos y
norteamericanos (118, 161, 162, 182).

Por el contrario, algunos otros haplotipos con una importante presencia
en nuestra muestra tenian una distribucion restringida en la mayoria de los
registros de donantes. Esto ocurre con el cuarto haplotipo mas frecuente en
nuestra muestra (segundo en espafioles): A*3002-C* 0501-B*1801-DRB1*0301
gue sélo aparece entre los 20 haplotipos mas frecuentes para los registros de
Italia, Francia y Portugal (www.bmdw.org).

En consecuencia, la mitad de los pacientes con el haplotipo A*3002-C*
0501-B*1801-DRB1*0301 fueron trasplantados con donantes no relacionados
espafioles. Este hecho pone de relieve la importancia de los estudios locales
de frecuencias HLA que cubren diferentes fondos genéticos.

Una distribucién mas restringida se logré con los haplotipos A*0101-
C*1601-B*4403-DRB1*0701 y A*2501-C*1203-B* 1801-DRB1*1501 notificados
por Balas et al, que no fueron descritas como asociaciones frecuentes en

nuestra muestra ni en ninguno de los registros principales de donantes. Sin
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embargo, estos dos haplotipos han sido identificados en muestras procedentes
de Portugal, Irlanda, Polonia y Rusia (182).

En general a medida que descendemos en el numero de orden de los
haplotipos, méas diferencias se observan con otras poblaciones. Asi de los
situados entre el puesto 13 y 36 de la poblacion estudiada por Pedron et al,
s6lo ocho (8/24) fueron descritos entre los 59 que al menos se encontraron 2
veces en nuestra muestra.

Algo parecido ocurre cuando comparamos estos datos con Balas et al y
descartamos de esta comparacion los haplotipos mas frecuentes anteriormente
comentados, aunque no se observa tanta desviacibn como en Pedron et al.
Hay que resaltar que en la poblacion de Espafia tan s6lo aparecen reflejados
datos de 10 asociaciones.

Los resultados presentados en el presente trabajo muestran que las
frecuencias alélicas y de los haplotipos HLA de Cérdoba y Jaén estan
relacionadas con los observadas en otras poblaciones de la peninsula ibérica.
También muestra cierta similitud con estudios realizados en paises proximos.
Sin embargo también se conoce que pueden existir marcadas diferencias entre
dos poblaciones distintas (183, 184), y que en algunas ocasiones podemos
encontrar asociaciones entre diferentes especificidades de loci distintos, incluso
encontrar haplotipos con una alta frecuencia. En este sentido hemos
encontrado 59 haplotipos en nuestra muestra que al menos se han encontrado
en dos ocasiones. Estos haplotipos muestran nuestro parecido con otras
poblaciones de Espafia, Francia, Portugal, norte de Africa y Norteamérica

(caucasianos) (182).
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Sin embargo, ciertos haplotipos nos permitirian diferenciar nuestra
poblacion de las anteriormente mencionadas. Asi, deberiamos tener en cuenta
que existe un rango de haplotipos (descartando los mas frecuentes) con
significativa presencia en nuestra poblacion o en otras estudiadas que
representarian rasgos diferenciales especificos de cada localidad. Por tanto se
podria definir un amplio nimero de haplotipos relativamente frecuentes en cada
area geografica, no representados en otros lugares y que dificultarian de
manera importante la bldsqueda en registros internacionales. Estas
asociaciones especificas serian una indicacién de busqueda familiar ampliada
al tratarse de haplotipos soélo frecuentes localmente

Podemos concluir, por tanto, que éste es el primer informe sobre las
frecuencias de los alelos HLA y haplotipos en Cérdoba y Jaén y que representa
uno de los pocos por el tamafio de la muestra y la resolucion hasta la fecha, en
los estudios de la Peninsula Ibérica.

Cérdoba y Jaén reflejan un origen comun con otras poblaciones ibéricas,
de Europa, Mediterraneo y norte de Africa de acuerdo con los datos histdricos
conocidos

Estos datos de los haplotipos comunes encontrados pueden ser
utilizados para estimar la probabilidad de encontrar un donante compatible y
para establecer las estrategias de busqueda de donantes de nuestro hospital.
Datos basicos sobre las frecuencias de alelos y haplotipos han sido utilizados
para los estudios antropolégicos, estudios de asociacién a enfermedades vy el
trasplante. En el TPH, los datos de HLA de la poblacion pueden ser Utiles para
estimar la probabilidad de encontrar donantes HLA compatibles en el inicio de

la basqueda y para establecer las estrategias de busqueda de un donante.
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Habitualmente en las etapas iniciales de la busqueda, el primer paso es
consultar el registro de donantes de médula 6sea en todo el mundo, que da
informacion en la mayoria de los casos sobre el niumero de donantes A-B-
DRB1-compatibles disponibles ya que no siempre tenemos los datos de todos
los alelos disponibles.

En general, la posibilidad de encontrar un donante totalmente compatible
(A, B, C, DRB1) a nivel alélico, se correlaciona con el nimero de donantes del
registro A/B/DRB1 idénticos. Sin embargo, la existencia de muchos donantes
potenciales no garantiza que se identifique un donante compatible.

Sobre la base de diferentes estudios realizados, cabe esperar una
basqueda con éxito para aquellos pacientes que presentan dos haplotipos
A/B/C/DRB1 comunes. En cambio, en una alta proporcién de individuos con un
haplotipo comun y otro raro es probable que no encuentren un donante
compatible. Los pacientes con asociaciones A/B/C/DRB1 raras suelen
pertenecer a grupos étnicos minoritarios y se hace necesario el estudio de las
frecuencias de alelos y haplotipos en sus poblaciones (185-187). Estos trabajos
son Uutiles para la seleccion de donantes en pacientes que dificiimente lo
encontraran en los registros internacionales haciéndose necesario buscarlo
entre los familiares.

Los datos sobre las frecuencias de alelos y haplotipos son también de
importancia crucial para establecer estrategias de busqueda de donantes en
situaciones clinicas que hacen aceptable una incompatibilidad entre el paciente
y el donante (188). Asi en un paciente que expresa un alelo raro dentro de un
haplotipo comun, se recomienda la seleccion de donantes con esa

incompatibilidad.

166



DISCUSION

Por tanto, los datos que se presentan aqui, de los alelos y haplotipos
comunes puede ayudar a predecir la probabilidad de conseguir un donante
adecuado y también sugieren estrategias para mejorar el éxito en la busqueda.
La precision de estas predicciones se limitaria a los pacientes con estrecha

relacion genética con una poblaciéon estudiada.
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1- Los alelos HLA frecuentes (>5% ) que indican una busqueda familiar
ampliada son: HLA-A*01:01, *02:01, *03:01, *11:01, *24:02, *29:02, HLA-
B*07:02, 08:01, *18:01, *44:02, *44:03, *51:01, *14:02, HLA-C*04:01, *05:01,
*06:02, *07:01, *07:02, *08:02, *12:03 y *16:01 y HLA-DRB1*07:01, *03:01 *

15:01, *13:01 *01:01, *11:04.

2- Los haplotipos HLA frecuentes (>1%) que indican una busqueda familiar
ampliada son: A*29:02-B*44:03-C*16:01-DRB1*07:01, A*01:01-C*07:01-
B*08:01-DRB1*03:01, A*33:01-C*08:02-B*14:02-DRB1*01:02, A*30:02-

C*05:01-B*18:01-DRB1*03:01 y A*02:01-C*07:02-B*07:02-DRB1*15:01.

3- En las situaciones clinicas en que se permiten donantes con una
incompatibilidad, las asociaciones indicadas de busqueda (>2%) fueron:
A*29:02-C*16:01-B*44:03, A*01:01-C*07:01-B*08:01, A*02:01-C*05:01-*44:02,
A*33:01-C*08:02-B*14:02, A*03:01-C*07:02-B*07:02, B*44:03-C*07:01-
DRB1*07:01, B*14:02-C*08:02-DRB1*01:02, B*18:01-C*05:01-DRB1*03:01,
B*08:01-C*07:01-DRB1*03:01, B*07:02-C*07:02-DRB1*15:01, A*29:02-
B**44:03-DRB1*07:01, A*01:01-B*08:01-DRB1*03:01 A*33:01-B*14:02-

DRB1*01:02.

4- En nuestra muestra hemos encontrado sélo una pequefia representacion de

los alelos HLA reconocidos, pero su combinacion resulta en un amplio

polimorfismo final.
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5- Los alelos poco frecuentes y que no indican una busqueda familiar ampliada
representan el 97.79% en HLA-A, el 97.72% en B, 96,42% en C y 95.98% en

DRBL1 entre las especificidades reconocidas para cada uno.

6- Los alelos HLA-B con multiples asociaciones a especificidades HLA-C son
B*51:01, B*15:01, B*18:01 y B*44:03 representando por si mismos un factor de

mal prondstico en una busqueda.

7- En caso de mas de un donante idéntico se recomienda el tipaje de HLA-
DQB1 sobre todo si el paciente tiene las especificidades DRB1*07:01, *04:XX,
*08:XX, *13:02, *15:01 que son las que se han encontrado mas frecuentemente

en asociaciones DQBL1 raras.

8- El estudio realizado representa un grupo control a nivel de tipaje HLA alta
resolucién para establecer las indicaciones de busqueda familiar ampliada, en
estudios de asociacion HLA-enfermedad y de filiacion de paternidad en nuestra

area geografica.

9- Las frecuencias HLA alélicas y haplotipicas en la muestra referencia de
Codrdoba y Jaén, se sitlan en consonancia con las de otras regiones de la
Peninsula Ibérica, Europa Occidental, Norte de Africa y América (caucasianos),

con peculiaridades propias.
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ABREVIATURAS

- ADN: Acido Desoxirribonucleico

- Alo-TPH: Trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos

- APC: (Antigen Presenting Cells) - Células presentadoras de antigeno

- ARS: (Antigen recognition site) - sitio dereconocimiento antigénico

- B2M: Beta-2-Microglobulina

- BMDW: (Bone Marrow Donors Worlwide) - Registro mundial de donantes de
medula 0sea

- CU: Cordon umbilical

- DC: Células dendriticas

- EA: Espondilitis anquilopoyética

- EC: Enfermedad celiaca

- GM-CSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos
- EICH: Enfermedad injerto contra huésped

- EICHa: Enfermedad injerto contra huésped aguda

- EICHc: Enfermedad injerto contra huésped cronica

- EICT: Enfermedad injerto contra tumor

- HLA: (Human Leukocyte Antigen) - Antigenos de los leucocitos humanos
- IFNy: Interferbn gamma

- IL: Interleucina

- ILD: Infusion de linfocitos del donante

- mHLA: Antigenos menores de histocompatibilidad

- MHC: (Major Histocompatibility Complex) - Complejo mayor de
Histocompatibilidad

- ml: mililitro

- pl: microlitro
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ABREVIATURAS
- MO: Médula Osea

- MSC: (Mesenchymal stem cells) - Células mesenquimales

- pb: (Pair bases) - Pares de bases

- PCR: (Polymerase Chain Reaction) - Reaccion en cadena de la polimerasa
- PCR-rSSO: (PCR reverse Sequence Specific Oligonucleotide) - PCR inversa
con sondas especificas de oligonucleétidos

- PCR-SSP: (PCR Sequence Specific Primers) - PCR con cebadores
especificos de secuencia

- REDMO: Red Espafiola de Donantes de Médula Osea

- SCU: sangre del cordon umbilical

- SI: (self incompatibility) - sistema de incompatibilidad de plantas

- SP Sangre periférica

- Tc: Linfocitos T citotoxicos

- Th: Linfocitos T helper

- TPH: Trasplante de progenitores hematopoyéticos

- Treg: Linfocitos T reguladores

- TCR: (T-cell receptor) - Receptor de células T

-TNFa: (Tumor necrosis factor) - Factor de necrosis tumoral alfa

- VDR: Receptor de vitamina D

- XMHC: (Extended MHC) - MHC extendido
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