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Resumen

El trasplante alogénico de células progenitoras he-
matopoyéticas (HSCT) es una herramienta tera-
péutica necesaria para el tratamiento de diferentes
patologias oncohematologicas. Mas alla de la im-
portancia de los genes de HLA, otros aspectos de
la in-munogenética son importantes. TGF1 es una
citoquina involucrada en numerosos procesos inmu-
nomoduladores. Se han descripto varios polimor-
fismos funcionales en el gen de TGF-B1 entre ellos
polimorfismos de nucledtido tinico (SNP) del codon
10 del ex6n 1. Previamente publicamos un trabajo
en el que demostramos el impacto de este SNP en
el HSCT no relacionado (NR) mieloablativo, prin-

42

Trasplante de celulas precursoras hematopoyéticas,
TGFBI,
Polimorfismos.

Hematopoyetic stem cell trasplantation,
TGFBI,
Polymorphisms,

cipalmente sobre la mortalidad libre de enfermedad
(MLE) y la enfermedad injerto-vs-huésped aguda
(EICHa). En el presente estudio evaluamos el im-
pacto de este SNP en el HSCT relacionado.

Genotipificamos mediante una técnica de PCR ale-
lo especifica para el SNP del codon 10, 245 pares
de paciente-donante que recibieron un HSCT rela-
cionado en nuestros centros. Los trasplantes fueron
realizados entre 01/2000-12/2014, la media de se-
guimiento fue de 4.4 afios. No se observaron impac-
tos significativos en la cohorte completa. Cuando
analizamos la poblacion de trasplantes mieloabla-
tivos hallamos diferencias significativas. Los pa-
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cientes 10CC tuvieron un incremento significativo
en la incidencia de EICHa III-IV (22% vs 7.2%,
p=0.01) mientras que los donantes 10CC presenta-
ron mas EICHc extenso (32% vs 16%, AMV HR
9.0,95% CI 1.3-62.5, p=0.02). En cuanto al impacto
en la mortalidad, los pacientes 10CC tuvieron un au-
mento en la mortalidad relacionada al trasplante al
afio (29% vs. 7%, AMV HR 7.1, 95% CI 1.3-37.1,
p=0.02) asi como en la MLE (1-5 afios CC 28-32%
vs. TC/TT 7-10%, Gray’s test p<0.01; HR 5.1, 95%
CI 1.36-19.2, p=0.01). El hallazgo mas novedoso
fue en relacion al genotipo de los donantes. Los re-
ceptores de donantes 10TT tuvieron un incremento
significativo en la tasa recaida (1-5 afios TT 37-51%
vs. TC 19-25% vs. CC 13-19%, Gray’s test p=0.02,
HR 2.4, 95% CI 1.2-4.9, p=0.01), una tendencia a

Summary

Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation
(HSCT) using sibling donors is a life- saving inter-
vention for patients with hematological malignan-
cies. Numerous genetic factors in both patient and
donor play a role in the outcome of the procedure.
Several functional polymorphisms have been iden-
tified in TGF-B1 gene, such as a single nucleotide
polymorphism (SNP) at codon 10 of exon 1. We
have previously published significant impact of this
SNP on unrelated donor (UD) transplant outcome.
We hypothesized that TGF-B1 SNP may influence
the outcome of sibling donor HSCT similarly to
UD. Two hundred and forty five patient/donor pairs
who underwent a sibling donor HSCT in our centers
were genotyped for the presence of a SNP at codon
10 and

25 by an allele-specific PCR. Transplants took place
between January 2000 and December 2014 and the
median follow up time was 4.4 years. Codon 10
SNP did not impact clinical outcomes in the whole
cohort. When we analyzed the myeloablative co-
hort, significant differences were found. Patients 10
CC had more aGvHD III-IV compared to TT/TC
(22% vs 7.2%, p=0.01). Additionally 10 CC donors
were associated with an increase in severe chron-
ic GvHD (32% vs 16%, MA HR 9.0, 95% CI 1.3-
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una menor SLE (1-5 afios 57-36% vs. 73-63%, log
rank p=0.05, HR 2.5, 95% CI1 0.97-6.5 p=0.05) y una
reduccion significativa en la SG comparado con los
otros genotipos (1-5 afios TT 69- 50% vs. TC/CC
77-69%, log-rank p=0.04, HR 1.9, 95% CI1 0.99-3.8,
p=0.05). Mas alla de confirmar que al igual que en
los NR los pacientes CC tienen un incremento en la
MLE, encontramos que el HSCT relacionado mie-
loablativo los donantes TT podrian asociarse a un
incremento en la tasa de recaida con una reduccion
significativa en la SG. Si bien estos hallazgos deben
ser confirmados, la identificacion de estos polimor-
fismos pre trasplante puede ayudar a seleccionar los
acondicionamientos e inmunosupresion asi como
también el donante ideal.

62.5, p=0.02). Regarding survival outcomes, codon
10 CC patients had a significant increase in 1 year
treatment related mortality (29% vs. 7%, MA HR
7.1,95% CI 1.3-37.1, p=0.02) and NRM (1-5 years
CC 28-32% vs. TC/TT 7-10%, Gray’s test p<0.01;
HR 5.1, 95% CI 1.36-19.2, p=0.01). Codon 10 TT
donor’s receptors experienced a significant increase
in relapse rate (1-5 years TT 37-51% vs. TC 19-25%
vs. CC 13-19%, Gray’s test p=0.02, HR 2.4, 95% CI
1.2-4.9, p=0.01) a trend to a lower DFS (1-5 years
57-36% vs 73-63%, log rank p=0.05, HR 2.5, 95%
CI 0.97-6.5 p=0.05) and a significant decrease in
OS compared to other genotypes (1-5 years TT 69-
50% vs. TC/CC 77-69%, log-rank p=0.04, HR 1.9,
95% CI 0.99-3.8, p=0.05). We confirm our previous
findings in UD, that patient codon 10 CC results in
an increase in NRM. In addition we found that in
sibling donor-myeloablative HSCT codon 10 TT
donors might be associated with an increase in re-
lapse rate with a consequent decrease in DFS and
OS. These results should be confirmed in larger se-
ries. Identification of these SNPs pre-transplant will
allow for transplant conditioning and immunosup-
pression regimens to be tailored to the individual
patient, as well as assisting in the most appropriate
choice of donor.
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Introduccion

El trasplante alogénico de células progenitoras he-
matopoyéticas (TACPH) es una herramienta con
potencial curativo para varias enfermedades hema-
tologicas tanto benignas como malignas, aunque
asociado con una alta morbi-mortalidad. Sin embar-
g0, los resultados han mejorado considerablemente
a lo largo de los afios gracias a cambios en los re-
gimenes de acondicionamiento e inmunosupresion
junto con un progreso significativo en el cuidado
post trasplante”.

Diversos aspectos genéticos tanto en los pacientes
como en los donantes impactan en los resultados
post trasplante. Ademas de los ya conocidos genes
de HLA clase I y 1I® otros genes han sido asocia-
dos con el éxito de este procedimiento.® El fac-
tor transformante de crecimiento B1 (Transforming
growth factor B1, TGF- B1) es miembro de una
familia de factores de crecimiento con un amplio
repertorio funcional y se lo asocia a la regulacion
de diversos procesos inmunomodulatorios y profi-
broéticos.

Se han descripto varios polimorfismos funcionales
en el gen TGFBI, entre los cuales se destacan los
polimorfismos de nucleo6tido unico (SNP) del codon
10 (codificante(c).29T>C, proteina(p).L10P) y del
codon 25 (¢.74G>C, p.A25P) del ex6n 1.

Ambos SNPs se encuentran localizados en la region
que codifica para el péptido senal (%11,

TGF-B1 es secretado como una pre-proteina y cliva-
do desde la parte carboxiterminal en el complejo de
Golgi""'»_ El codon 10 esta localizado en el centro
del core, una secuencia habitualmente formada por
8-15 aminoacidos hidrofobicos!'?, y el cambio de
leucina (altamente hidrofobica) por una prolina (no
polar) podria alterar la estructura terciaria del pépti-
do y, por lo tanto, modificar el proceso de secrecion.
Si bien se han publicado resultados contradictorios
al respecto, el alelo C del codon 10 se describiria
como el de mayor produccion.4

La presencia de estos polimorfismos funcionales po-
dria influir en la modulacion de la respuesta inmune
desencadenada durante las diversas etapas asociadas
al TACPH. Previamente habiamos evaluado la in-
fluencia de las variantes polimorficas del codon 10
de TGFB1 en el TACPH no relacionado (NR). Los
pacientes 10CC presentaron un incremento signifi-
cativo en la mortalidad libre de enfermedad (MLE)
y una reduccion significativa en la sobrevida global
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(SG), lo cual fue confirmado mediante un analisis
multivariado. Ademas, en el sub-analisis de la co-
horte de trasplantes histoidénticos 10/10, la presen-
cia del alelo C en el par receptor-donante se asocid
con un aumento significativo en la incidencia de la
enfermedad injerto vs. huésped aguda (EICHa) y de
sus formas clinicamente significativas (grados II-
IV).09

Con respecto al TACPH con donante relacionado
(DR), diversos trabajos realizados con cohortes pe-
queias han analizado el impacto de este SNP y el
EICHa con resultados variables. El aumento en la
incidencia de EICHa ha sido previamente asociado
con la presencia del alelo C tanto en el donante!'®
como en el receptor.’” Sin embargo, hasta nuestro
conocimiento, no hay antecedentes que evaluen el
impacto de estos SNP y la sobrevida luego del tras-
plante en términos de MLE, recaida y SG.

Objetivos
De acuerdo a lo expuesto, nuestro objetivo fue eva-
luar el impacto de los SNPs de los codones 10 y 25
de TGFBI en el HSCT DR en términos de EICH,
sobrevida luego del trasplante tanto MLE, recaida
como SG.

Materiales y Métodos

Caracteristicas de los Pacientes

Realizamos la genotipificacion para la presencia del
SNP de los codones 10 y 25 en una serie de 245
pacientes y sus respectivos donantes. Los pacien-
tes recibieron un TACPH DR en nuestros centros y
toda esta experiencia fue realizada integramente en
nuestro pais. Los trasplante se llevaron a cabo entre
01/2000 y 01/2015 y la media de seguimiento fue de
4.4 afios. El proyecto cuenta con la aprobacion del
Comité de Etica del Hospital Universitario Austral.
Los diagnosticos més prevalentes fueron leucemia
mieloide aguda en 28% de los casos, leucemia linfo-
blastica aguda 23%, sindrome mielodisplasico 15%
y linfoproliferativos 12%. El acondicionamiento fue
mieloablativo en el 64% de los pacientes (busulfan
ciclofosfamida fue el esquema mieloablativo mas
empleado y esquemas basados en fludarabina mel-
falan entre los no mieloablativos). La mayoria de
los pacientes recibi6 tacrolimus metotrexato como
esquema de profilaxis de EICH. Las caracteristicas
principales de la cohorte se encuentran en detalle en
la tabla 1.
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TGFBI1 en Trasplante Alogénico Relacionado

Tabla 1. Caracteristicas de la Cohorte (N 245) N (%)
. . - <40 afios 160 (66)
Pacientes, edad (media 32 afos) 40 afios 82 (34)
<30 afios 64 (37)
Donantes,edad media 34 afios) > 30 anos 111 (63)
Faltantes 70
Pacient « Masculino 144 (59)
clontes, sexo Femenino 101 (41)
Donantes. sexo Masculino 140 (58)
’ Femenino 100 (42)
LMA 68 (28)
LLA 57 (23)
Diagnosticos SMD 31(13)
£ Linfoproliferativos 30 (12)
NMP 22 (9)
Otros 37 (15)
Temprano 93 (44)
Estudio Tardio 119 (56)
Faltante 33
Acondicionamiento Mieloablativo 156 (64)
Intensidad Reducida 89 (36)
BuCy 79 (33)
TBI-Cy 56 (23)
Acondicionamiento, 1T Fludarabine + (RIC) 67 (29)
TimoCy 11 (14)
Otros 32 (11)
Tacrolimus + Mtx 132 (54)
Inmunosubresion Ciclosporina + Mtx 42 (18)
P Otros 49 (25)
Ninguna 7(3)
CMSP 210 (88)
Fuente Mé¢dula Osea 28 (11)
Faltante 7

Métodos de genotipificacion

El material de ADN fue obtenido de muestras alma-
cenadas pre-trasplante para el estudio de HLA. La
genotipificacion fue realizada mediante PCR alelo es-
pecifica utilizando los primers descriptas por Perrey y
col."® y el control interno de amplificacion B-globina
humana (HBB). Las condiciones estandar de reac-
cion utilizadas fueron: 200 ng de ADN, concentracion
de primers adecuada (0,6-codon 10/0,5-codon 25 y
0,8/0,9 uM-HBB), 100 uM de dNTPs, KCI 50 mM,
MgCl2 1,5 mM, Tris/HCI 10 mM pH 8,3 y Taq ADN
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polimerasa 0,45 U (Promega), en un volumen final de
25 uL. El termociclado consistio de desnaturalizacion
inicial a 95°C 3', seguido de 10 ciclos de 95°C 30",
65°C 50", 72°C 45", luego 25 ciclos de 95°C 30", 59°C
50"y 72°C 45", finalizando con una extension de 72°C
3'. Los productos fueron analizados en un gel de aga-
rosa al 2% y visualizados con bromuro de etidio. El
tamafio de las bandas fue de 240pb (codon 10), 233pd
(codon 25) y 630pb (HBB).
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Analisis Estadistico

El analisis estadistico fue hecho con SPSS version
17.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA) y R version
2.9.1 (http://r-project.org). Para los analisis univa-
riados, la SG y sobrevida libre de enfermedad (SLE)
se utilizo log-rank (Kaplan-Meier). Para recaida y
MLE se utiliz6 el Gray’s test (incidencia acumula-
da), el evento competitivo para MLE fue recaida,
para recaida fue MLE. EICHa, EICH cronico (EI-
CHc), mortalidad al dia 100 y al afio, engraftment
y causa de mortalidad se analizé6 mediante Chi2. En
cuanto a los analisis multivariados (ANM), para las
variables tiempo-dependientes se utilizo el método
de Cox y para las dicotomicas la regresion logistica.
El nivel de significancia estadistico se fijo en p <
0,05, la tendencia entre 0.05-0.1 y las variables in-
cluidas en el analisis multivariado debieron presen-
tar una p<0.2 previamente en el analisis univariado.

Resultados

Los genotipos observados para el codon 10 en los
pacientes fueron TT 23%, TC 54% y CC 23%, y
para los donantes 25%, 53% y 20%, respecti-
vamente. Y, con respecto al codon 25, fueron GG
89% y GC/CC 11% en los receptores, y 91% y 9%
en los donantes, respectivamente. Estas frecuencias
fueron similares a las observadas en poblacion con-
trol (N=120).

Enfermedad injerto vs. huésped aguda y cronica
La incidencia de EICHa fue de 44%, GII-IV 31% y
GIII-IV 10%. En cuanto a EICHc, la incidencia fue
del 35%: 18% limitado y 17% extenso. No se en-
contraron diferencias relevantes cuando se analizd
la cohorte completa.

Cuando se analizo la cohorte de pacientes que reci-
bidé un acondicionamiento mieloblativo, se encon-
traron diferencias significativas. En este subgrupo
la incidencia de EICHa fue del 49%, GII-1V 38%
y GII-IV 10%. En relacion al genotipo de los pa-
cientes, se observo un incremento significativo en la
incidencia de EICHa severo en los pacientes 10CC
(GII-1V 22% vs. 7.2%, p=0.01) no significativo en
el AMV (HR 2.2, 95% CI10.7-7.5, p=0.18). Con res-
pecto al genotipo de los donantes, se encontré una
tendencia a mayor incidencia de EICHa en los pa-
cientes que recibieron un trasplante de un donante
10TT (62% vs.44%, p=0.07) sin diferencias signifi-
cativas en la incidencias de las formas graves.
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En el analisis de EICHc, la incidencia de esta com-
plicacion para el subgrupo de acondicionamiento
mieloablativo fue de 40%: 21% limitado y 19% ex-
tenso. El genotipo del receptor no mostr6 diferen-
cias significativas en este evento, sin embargo los
pacientes que recibieron un trasplante con donante
10CC presentaron un incremento significativo en la
incidencia del EICHc extenso (32% vs 16%; AMV
OR: 9, 95% CI 1.3-62; p=0.02).

Analisis de Sobrevida

La SG y MLE a 5 afos de la cohorte completa fue
de 51% y 15% respectivamente, la incidencia de re-
caida de 36% y la SLE de 46%. No se encontraron
diferencias significativas en la cohorte completa.

El sub-analisis en la cohorte mieloablativa mostro
una SG y MLE a 5 afos de 56% y 15%, una tasa de
recaida de 33% y una SLE de 52%.

Los pacientes 10CC tuvieron un incremento signifi-
cativo de la mortalidad al dia 100 (19% vs. 7%, HR
3.2,95% CI 1.01-10.2, p=0.04), mortalidad relacio-
nada al trasplante a 1 afio (29% vs. 7%,

HR 7.1, 95% CI 1.3-37.1, p=0.02) y en MLE (1-5
afios CC 28-32% vs. TC/TT 7-10%, Gray’s test
p<0.01; HR 5.1, 95% CI1.36-19.2, p=0.01) (figu-
ra 1), sin diferencias significativas en la SG.

Mortalidad Libre de Enfermedad
L P=0.0043
0.8 1
—~ 0.6 1
g
=]
204 oc
0.2 1
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0 2 4 6 8 10 12
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Figura 1. Pacientes 10CC vs. TT-TC
tuvieron un incremento significativo de la MLE.

Al analizar las diferentes causas de mortalidad,
los pacientes 10CC tuvieron un incremento signi-
fica-tivo en la mortalidad por EICHa y sindrome de
oclusion sinusoidal y no por infecciones (18% vs.
4%, 18% vs. 0% and 12% vs. 17% respectivamente,
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p<0.01).

Probablemente el hallazgo mas relevante haya sido
el del impacto del genotipo de los donantes.

Los receptores de donante 10TT presentaron un in-
cremento significativo en la recaida (1-5 anos TT
37-51% vs. TC 19-25% vs. CC 13-19%, Gray’s test
p=0.02, HR 2.4, 95% CI 1.2-4.9, p=0.01) (figura 2).
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Figura 2. Donantes 10TT vs. TC vs. CCtuvieron un
incremento significativo en la tasa de recaida.

Sin diferencias en la MLE, los donantes 10TT mos-
traron una tenddencia a menor SLE (1-5 afios 57-
36% vs. 73-63%, log rank p=0.05, HR 2.5, 95% CI
0.97-6.5 p=0.05) (figura 3) y una reduccion signi-
ficativa en la SG (1-5 years TT 69-50% vs. TC/CC
77-69%, log-rank p=0.04, HR 1.9, 95% CI 0.99-3.8,
p=0.05) (figura 4).
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Figura 3. Donantes 10 TT vs. TC-CC
tuvieron una disminucion de la SLE.
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Figura 4. Donantes 10 TT vs. TC-CC
tuvieron una disminucion significativa de la SG.

No se encontraron diferencias significativas para
ningun evento clinico asociado a la presencia de va-
riantes en el codon 25.

Discusion y Conclusiones

El TACPH es el estandar de tratamiento para cier-
tas patologias de alto riesgo. La morbimortalidad
asociada a este procedimiento sigue siendo consi-
derable, principalmente asociado al EICH y a infec-
ciones severas. Profundizar los conocimientos en las
bases moleculares de estas complicaciones nos per-
mitird mejorar los resultados de este procedimiento
y brindar a nuestros pacientes una mayor y mejor
sobrevida.

Al igual que lo observado previamente en los TA-
CPH NR, se observo que los pacientes 10CC tienen
un incremento significativo en la MLE. La MLE en
la presente serie de TACPH DR fue considerable-
mente menor a la observada previamente en TACPH
NR18 (MLE 5 afios 17% vs 41%, respectivamente),
posiblemente esto explique por qué no se asoci6 a
una disminucién significativa en la SG.

El hallazgo mas relevante se observa en el impacto
del genotipo de los donantes. Quienes recibieron un
trasplante de donante 10TT tuvieron un incremento
en la incidencia de EICHa que no se acompafi6 de
una reduccion en la tasa de recaida sino lo contra-
rio. Aun mas importante, los donantes 10TT tuvie-
ron una reduccion significativa en la SG comparado
con TC/CC. El hecho que el genotipo TT se asocie
a mayor incidencia de EICHa y el CC se asocie a
EICHc extenso puede explicarse con lo planteado
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por Banovic y col quienes comunicaron en las eta-
pas tempranas del trasplante una mayor produccion
de TGF-B1, eventualmente asociada a 10CC, lo cual
genera un ambiente inmunosupresor, con menor
incidencia de EICHa pero llamativamente mayor
efecto injerto vs. leucemia mientras que en las tar-
dias se produce un ambiente profibrético, con mas
EICHc extenso!'.

Al igual que lo previamente observado por nuestro
grupo en los TACPH NR, el impacto del polimorfis-
mo fue significativo en el subgrupo de pacientes que
recibid un acondicionamiento mieloablativo. Estos
acondicionamientos dan origen a una “tormenta de
citoquinas”®”, TGF-BI1 es una citoquina clave en la
regulacion inmune y en el proceso fibrotico®?. Por
lo tanto, la presencia de polimorfismos funcionales,
los cuales afectarian el proceso de secrecion de esta
citoquina de acuerdo a la hipdtesis planteada, puede
influir en el ambiente inflamatorio de este escenario
y asociarse a los cambios clinicos observados.

En conclusion, los pacientes con genotipo 10CC tu-
vieron un incremento significativo de la MLE luego
de un TACPH relacionado, hallazgo similar al ana-
lisis previo con donantes NR(18). Por otro lado, los
donantes con genotipo 10TT podrian significar una
peor seleccion comparado con los TC/CC debido a
su asociacién con mayor recaida y la reduccion en
la SG. Si bien son necesarios estudios prospectivos
para confirmar nuestros hallazgos, estos resultados
enfatizan la importancia de estudios funcionales del
TGF-B1 en el trasplante de CPH. La identificacion
de estos SNP pre trasplante podria contribuir con
la seleccion adecuada de los regimenes de acondi-
cionamiento e inmunosupresion asi como también
del donante ideal. Esta es la cohorte mas numero-
sa estudiada para polimorfismos de TGF-B1 en
trasplante alogénico relacionado hasta el presente,
siendo la primera en demostrar su impacto en el cur-
so clinico de este procedimiento.
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