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RESUMEN

Los receptores tipo inmunoglobulinas de las células asesinas (KIR) son codificados por
una famiha de genes localizada dentro del complejo de receptores de leucocitos en el
cromosoma 19q13 4 Su diversidad genémica es alcanzada a través de diferencias en el
conterudo de genes y polimorfismo alélico El objetivo de este estudio fue determinar la
distnbucion de genes y haplotipos KIR en donantes de células progemtoras
hematopoyética (CPH) en Panama. La genotipificacidn de 116 muestras de ADN fueron
estudiadas por ¢l método de Reacci6n en Cadena de la Polimerasa de Oligonucledtidos de
Secuencia especifica (PCR- SSO) utilizando 1a tecnologia Luminex LIFECODES KIR-
SSO La frecuencia de genes fue calculada para los 16 loc1 KIR. La frecuencia de cada
gen individual fue 100% para KIR3DL3, 3DP1,2DLA4, 3DL2 KIR2DL1 (98 3%), 2DL2
(49 1%), 2DL3 (86 2%), 3DL1 (91 4%), 2DLS (62 1%), 2DS1 (44%), 2DS2 (47 4%),
2DS3 (25%), 2DS4 (91 4%), 2DSS5 (45 7°%), 3DS1 (41 4%), 2DP1 (98 3%) De acuerdo a
su frecuencia 30 genotipos fueron AA (25 9%), 53 presentaron genotipo AB (45 7%) y
33 presentaron genotipo BB (28 4%). Dentro del genotipo AB, el genotipo mas frecuente
identificado (18) estaba constiturdo por KIR3DL3, 2DL3, 2DL5, 2DS5, 2DP1, 2DLI,
3DP1, 2DLA, 3DL1, 3DSI, 2DS1, 2DS4, 3DL2, el cual representa et 15 5% del total de
donantes estudiados En ¢l genotipo BB, el mas frecuente genotipo 1dentificado (7) estaba
constituudo por los genes KIR3DL3, 2DS2, 2DL2, 2DLS, 2DS3, 2DP1, 2DL1, 3DPI,
2DLA, 3DLI1, 2DS4, 3DL2, el cual representa el 6% del total de donantes estudiados
Estis frecuencias de genes fueron comparadas con otras poblaciones Nuestro estudio
demostro la diversidad de genes y haplotipos en nuestra poblacién de donantes de Células
Progemtoras Hematopoyéticas Esta base de datos serd de utlidad en el estudio de
asociacion con otras enfermedades y en la seleccion de donantes haploidénticos en
trasplante de células progenitoras hematopoyéticas



ABSTRACY

Killer cell immunoglobulin-like receptors (KIR) are encoded by a family of genes located
within the leukocyte receptor complex on chromosome 19q13 4 Its genomic diversity is
achieved through differences in gene content and allehic polymorphism. The aim of this
study was to determine the distnmbution of KIR genes and haplotypes in donor
hematopoietic progenitor cells ( HPC) in Panama. Genotyping of 116 DNA samples were
studied by the method of Polymerase chain reaction of sequence specific oligonucleotides
(PCR-SSQO) using the Lumimex LIFECODES KIR-SSO technology The gene frequency
was calculated for the 16 loci KIR, the frequency of each gene was 100% for KIR3DL3,
3DP1, 2DLA4, 3DL2. KIR2DL1 (98 3%), 2DL2 (49 1%), 2DL3 (86.2%), 3DL1 (91 4%),
2DLS (62 1%), 2DS1 (44%), 2DS2 (47 4%), 2DS3 (25%), 2DS4 (91 4%), 2DS5 (45 7%),
3DS1 (41 4%), 2DP1 (98 3%) According to therr frequency 30 donors were AA
haplotype (25 9%), 53 had haplotypes AB (45 7%) and 33 had haplotypes BB (28 4%)
Within the haplotype AB, the most frequent genotype 1dentified (18) consisted of the
following genes KIR(KIR3DL3, 2DL3, 2DL5, 2DSS5, 2DP1, 2DL1, 3DP1, 2DLA4, 3DLI,
3DS1, 2DS1, 2DS4, 3DL2) wich represents 15 5% of donors studied In the haplotype
BB, the most frequent genotype 1dentified (7) consisted of the following genes KIR
(KIR3DL3, 2DS2, 2DL2, 2DL5, 2DS3, 2DP1, 2DL1, 3DPI, 2DLA4, 3DLI1, 2DS4, 3DL2)
which represents 6 % of donors studied These gene frequencies were compared with
other populations Qur study demonstrated the diversity of genes and haplotypes 1n our
population This database will be useful 1n the study of association with other diseases
and selection of haploidentical donor hematopoietic progenitor cells



INTRODUCCION

El Trasplante de Células Progenitoras Hematopoyéticas (TCPH) es una terapia valiosa
para leucermias agudas refractanas, leucemias con alto nesgo de recaida, sindromes
muelodisplasicos y Leucermas Mieloides Cronicas El éxito del Trasplante depende de
vanos factores, incluyendo el estadio de la enfermedad, el grado de compatibilidad de los
Antigenos de Leucocitos Humanos (HLA) entre el donante y el receptor, el régimen de
acondicionamiento y el desarrollo de la enfermedad injerto contra huésped (GVHD)
Estudios recientes indican que otro factor potencial que influye en el éxato del trasplante
es la presencia de células asesinas Naturales (NK), provenientes del donante (Caligiur,
2008) Las células NK, partictpan en la respuesta inmune nnata contra células infectadas
por virus y células malignas transformadas en forma temprana. Ademas son las prnimeras
subpoblaciones de linfocitos que reconstituyen la sangre periférica después del trasplante
y han sido implicadas en la supresion GVHD, la promocién del injerto y participan en el
efecto injerto contra Leucemua (GVL) Las células NK son reguladas por diferencias
cuantitativas de sefiales activadoras e inhibidoras a través de moléculas de superficie KIR
(Receptores tipo inmunoglobulinas de las Células NK) en los cuales sus pnncipales
ligandos son las moléculas HLA clase 1 La ausencia en el receptor de Trasplante de
ligandos HLA para los receptores KIR inhibidores en las células NK del donante puede
llevar a una disminucion del umbral de activacion y permitir un efecto antileucémico

Adicionalmente la presencia de receptores KIR activadores facilitaria este evento En



Panama no hay datos de los genes KIR que estdn circulando en nuestro medio que puedan
>ontribuir a la seleccidn de un mejor donante de células progenitoras hematopoyéticas y

al mismo tiempo determinar la presencia de genes que puedan bnndar proteccién



OBRJETIVOS GENERALES

Determinar los genes y haplotipos de los receptores tipo inmunoglobuhna de las
células NK (KIR) presentes ¢n donantes de células Progenitoras Hematopoyéticas (CPH)
Objetivos especificos
1 Identificar cuantos tipos de genes KIR estin presentes en donantes de CPH
2 Determinar la frecuencia de genes KIR inhibidores y activadores en donantes de CPH

3 Determinar la frecuencta de los genouipos AA, AB y BB en donantes de CPH



FUNDAMENTACION TEORICA

Células NK (Natural Killer)

Las células NK representan del 10 al 15 % de los leucocitos circulantes en sangre
penfénca y su funcion pnincipal estd en la inmunidad innata (Ljunggren er al, 1990)
Estas células tienen la capacidad de matar ciertas células infectadas por ciertos virus y
tumores, sin ser necesario su estimulacion previa de estas células NK Las células NK
llenan la ventana entre el inicio de la enfermedad y la respuesta inmune celular y humoral
especifica (Bancroft, 1993, Tnnchien, 1989) La filsnunuc16n en la expresion de
antigenos HLA en células infectadas por virus, las' hace resistente a la lisis de los
linfocitos T citotoxicos (CD8+) Pero estos mveles aberrantes de HLA las predispone a la
lisis por las células NK y asi como las células T, las células NK representan armas
complementanas de la respuesta iInmune celular

Las células NK se denvan de un progemtor linfoide, poseen un gran citoplasma con
granulos y nicleo excéntrico en forma de frijol Los estadios de desarrollo son
completados en la médula 6sea bajo influencia de factores estimulantes de células
estromales (SC) proporcionando seiiales de crecimuento para las células NK (Colucar er
al 2003) Entre los factores importantes para el desarrollo de las células NK se incluye,

Interferon- y (IFN- v), el cual es producido por las células estromales en presencia de

interleuquina-2 (IL-2) (Scalzo, 2002) La interleuquina-15 (IL-15), producida por las



células dendriticas, es importante para el desarrollo de las células NK y para la
homeostasis de las células NK maduras y su sobrevida (Piccioli er a/ , 2002, Jamiesen ef
al , 2004)

Las células NK wiajan a través del cuerpo, una vez son hiberadas de la médula ésea, en
un estado de actividad parcial, usando esto como estrategia de tolerancia a lo propio
(Pobezinsknt ef al , 2004) En el siio de infeccion, las células NK son transportadas a
través de vasos sanguineos mediante un proceso conocido como “diapedesis” (Kitayame
et al, 1993) Los receptores de superficie sobre las células NK interactiian con
quimioquinas liberadas de neutréfilos y macrofagos atrayendo a las células NK al sitio de
infecci6n (Loetscher et al , 1996)

Receptores de las Células NK
Células NK expresan un rango de receptores, los cuales participan en su funcién y

regulacidn Estas células poseen dos tipos principales de receptores especificos para
molécula HLA clase 1 El receptor de lectina tipo C y los receptores de la super famiha de
Inmunoglobulina (Ig- SF)
a. Receptor lectina tipo C

Este receptor esta involucrado en la regulacion de la respuesta inmune y adaptativa, a
través de la liberacién de quumioquinas y citoquinas (Biron ef al , 1999) Esta famiha de
receptores de lectina tipo-C incluye al heterodimero CD94/NKG2 y esta localizado
centromericamente en el complejo de las células asesinas naturales (Natural Killer
complex, por sus siglas en tngles NKC), ubicado en el cromosoma 12 (Barten ef al,

2001)



a.l. Receptor CD94/NKG2. Este receptor esta localizado en el cromosoma 12 y
es parte del complejo Natural Killer (NKC) y se compone de un gen CD94 no
polimorfico y de los genes NKG2 (1-5) Este heterodimero CD94/NKG2 esta presente en
roedores, pnmates y en humanos Este receptor interactia con moléculas MHC clase I no
clasicas, tales como HLA-E La molécula HLA-E posee un papel muy especifico en el
reconocimiento de las células NK HLA-E se une al péptido sefial de las moléculas
clasica HLA clase I, tales como, HLA-A, -B, -C y -G La expresion de HLA-E sobre la
superficie celular no es estable a menos que se encuentre unida al péptdo sefial Una vez
el receptor CD94NKG2 reconoce a HLA-E es dependiente de la produccion de otra
moléf:ula HLA clase I Esto es un método indirecto de sllpemvencm y esta disponible
para el momtoreo de la expresion promedio de los mveles de la molécula MHC clase |
(Braud et al , 1998)

b. Receptor de superfamilia de las inmunoglobulinas

El receptor de la super familia de las Inmunoglobulinas esta involucrado en la muerte
de todos los virus y de las células tumorales (Biron er a/, 1999) Estos receptores
especificos de HLA estan localizados en el cromosoma 19 como parte del Complejo de
Receptores de Leucocitos (LRC) (Vilches & Parham, 2002)

b.1. KIR

Los KIR son moléculas polimdrficas de la superficie celular que estan presentes sobre
células NK y una pequefia poblacion (8%) de células conocidas como células T Asesinas
Naturales (NKT) Estos receptores reconocen moléculas HLA Clase | y al hacer esto
proporcionan un medro alternativo de modulacién de la respuesta inmune a una célula

extrafia o modificada (Shilling er al, 2002) Las proteinas KIR presentan caracteristicas



de dominios tipo Inmunoglobulinas en su regidn extracelular, la cual estd involucrada en
la unién a hgandos HLA — Clase I, al 1gual que presentan una regién transmembrana y
una region citoplasmatica la cual define ¢l tipo de sefial traducida a la célula NK Estos
receptores controlan la respuesta de las células NK humanas en respuesta a sefiales
inhubitorias o activadoras a partir del reconocimiento de moléculas igandos HLA Clase |
sobre la superficie de la célula blanco potencial (Vilches ez al, 2000) Los receptores KIR
pueden presentar colas citoplasmaticas cortas (-S Short) o colas citoplasmaticas Largas
(-L Long) Las colas citoplasmaticas -L, generaimente presentan Motivos Inhibitorios
basados en Inmune Tirosina (ITIMS), los cuales traducen sefiales mhibitonas a las células
NK Las colas citoplasmaticas cortas -S, presentan residuos de aminoicidos cargados
positivamente (Lisina) en su regidn transmembrana, la cual permite la asociaciéon con la
proteina adaptadora DAPI2 capaz de generar una sefial de activacion (Vilches & Parham,

2002)
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Fig. 1. Receptores KIR. Los receptores KIR presentan en la superficie dominios tipo
[nmunoglobulinas que interaccionan con moléculas HLA- clase 1. Los receptores que
presentan una cola citoplasmatica larga contienen Motivos Inhibitorios basados en
Inmune Tirosina (ITIMS), los cuales traducen sefiales que inhiben a las células NK. Los
receptores con colas citoplasmaticas cortas presentan residuos de aminoacidos cargados
positivamente (Lisina) e su regidn transmembrana, la cual permite la asociacién con la
proteina adaptadora DAP12 capaz de generar una sefial de activacion (Vilches & Parham,
2002).
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Localizacion Cromosomica de los Genes KIR

La familia de los genes KIR en el humano esta localizado en el cromosoma 19q13.4
dentro del Complejo de Receptores de Leucocitos (LRC) en una regioén aproximada de
150 kb (Wilson et al., 2000; Trowsdale, 2001). En el complejo KIR hay 16 loci que
incluyen 14 genes (KIR3DSI1, KIR3DLI, KIR3DL2, KIR3DL3, KIR2DS1, KIR2DS2,
KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DSS, KIR2DL1, KIRDL2, KIR2DL3, KIR2DLA4, KIR2DLS)

y dos pseudogenes (KIR3DP1 y KIR2DP1) (Martin et al., 2000).

Chromasome 19 Extanded LRC
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Fig. 2.  Complejo de receptores de Leucocito (LRC) (19q13.4). Ejemplo de un
haplotipo A KIR, los genes KIR estan localizados en una region de 150 Kb de los 1Mb de
longitud del LRC en el cromosoma 19. El LRC contiene también los genes que codifican
para proteinas adaptadoras DAP, Antigeno CD66 , asi como los receptores SIGLEC,
FcGRT, LILR, LAIR, FcAlfa R y receptores NCRI.
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Organizacién de los genes KIR

Los genes KIR dentro del LRC se encuentran localizados uno al lado del otro y
constan de 9 exones Los exones 1 y 2 codifican para el péptido seiial, los exones 3,4y 5
codifican dominios extracelulares (D0, D1 y D2) tipo Inmunoglobuhna, los exones 6 y 7
codifican el tallo y la region transmembrana y los exones 8 y 9 codifican para la cola
citoplasmatica (Carmmngton & Norman, 2003). Los genes KIR son clasificados de acuerdo
a su caracteristica estructural en alguno de los 3 tipos

Genes KIR2D Tipo I Codifican proteinas con dos domimos extracelulares con una
conformacién D1 - D2 Incluyen a los genes KIR2DL1-3 y KIR2DS1-5 al 1gual que el
pseudogen KIR2DP1 (Colonna & Samandis, ‘1985) En estos genes el exon 3 es
realmente un pseudoexdén y es eliminado durante el procesamiento y maduracién del
transcnto prnimano Por lo tanto, el receptor codificado por este tipo de genes no
presentara el domumo DO (Vilches er al, 2000a) Los genes KIR2DLI y KIR 2DL2
comparten una deleccion en el exén 7, distinguiendolos del resto de los otros KIR con
una secuencia mas corta del ex6n 7. KIR2DL1-3 difiere de los KIR2DS1-5 solamente en
la longitud del exon 9 que codifica para la cola citoplasmatica. El pseudogen KIR2DP1
presenta un codon de parada en el exon 4 (Viiches er al , 2000b)

Genes KIR2D Tipo II Codifican proteinas con dominios extracelulares con una
conformacion DO - D2 Incluye los genes KIR2DL4 y KIR2DL5 Los genes
pertenecientes a este Tipo II presentan del exdn 4, por lo cual van a carecer del dominio

DI (Vilches et al , 2000b)
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KIR2DL4 presenta diferencia con el gen KIR2DLS (asi como con los otros genes KIR)
por la longitud en la secuencia del exdn 1, el cual es de 6 nucledtidos mas largo
KIR2DLS5 puede ocupar 2 loci distintos dentro del complejo KIR, uno en la regién
centromérica y el otro en la teloménca debido a una duplicacién. Para diferencrarlos se
afiade una letra al final del nombre KIR2DL5A y KIR2DLS5B, telomenco y centromérico,
respectivamente (Gomez-Lozano et al , 2002)

Genes KIR3D Codifican proteinas con tres domunios extracelulares con une
conformacién DO D1 D3 (Vilches & Parham, 2002) Pertenecen a este tipo fos genes
KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DL3, KIR3DSI, el pseudogen KIR3DP1 y a KIR3DXI
Estos genes presentan la estructura de 9 exones, con excepcidon de KIR 3DL3, que carece
del exén 6 (Tokar ef al, 1998) y de KIR 3DP1 en el que estan presentes solo los 5
pnmeros exones y un €xon 6 distinto al descrito en el resto de los genes KIR (Gémez
Lozano er al, 2001)

KIR3DXI1 es un gen KIR ancestral detectado en pnmates y en la especie Bos taurus
Este gen tiene una deleccién de 7 pb en el exdn 5 el cual genera un coddn de parada
prematuro (Guethlein et a/, 2007) Hasta el momento no hay datos acerca de su

expreston Es considerado como pseudogén
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Fig. 3. Organizacion de genes KIR. Los genes KIR que comparten organizacion
estructural similar se han agrupados en Tipo [, I[. Los genes KIR con particularidades
estructurales se muestran por si mismos. Los exones se representan como cajas azules v
su tamafio en pares de bases se muestra encima de estos. El pseudoexon 3 y la deleccion
en el exén del KIR3DP1 se muestran en rojo. En la parte inferior de la figura se muestran
las regiones del gen que codifican para los dominios y regiones de la proteina.

Haplotipos KIR

Sobre la base del contenido de genes, los haplotipos KIR son ampliamente
clasificados dentro de dos grupos (Uhrberg et al., 1997). Haplotipos de grupo A tiene un
contenido de genes fijos que comprenden KIR3DIL3-2DL3-2DP1-2DL1-3DP1-2DL4-
3DL1-2DS4- 3DL2 los cuales codifican predominantemente genes inhibidores (Wilson et

al., 2000), pero son diversificados a través del polimorfismo alélico de tos genes
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individuales En contraste los haplotipos de grupo B presentan vanacién en el contemdo
de genes y alelos que no forman parte del Haplotipo de grupo A Particularmente,
KIR2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DSS5, 2DL2, 2DL5 y 3DS1 son asociados solamente corn
haplotipos de grupo B y estos haplotipos generalmente codifican mas receptores KIR
activadores que el Haplotipo A el cual solamente codifica para un solo receptor activador,
KIR2DS4 Técmcas de genotipificacion KIR utihizadas en analisis de segregacion de
famiha han defimdo mas de 40 haplotipos de grupo B (Uhrberg et al , 2002, Kahkoo &
Carrington , 2006)

Cuatro genes marco (KIR3DL3, 3DPI, 2DLA4 y 3DL2) estan conservados en ambos

haplotipos A y B y ademaés presentes en todos los individuo humanos

Prediccion de Haplotipos provenientes de Genotipos

El contemdo de genes KIR en un individuo particular es convencionalmente llamado
como “Genotipo KIR”, el cual es vanable entre mdlYlduos El contenido de genes KIR es
utihzado para inferir los Haplotipos de grupo A y grupo B y poder asignar uno de los tres
Genotipos AA, BB y AB Los individuos que solamente poseen genes pertenecientes al
Haplotipo de grupo A (KIR3DL3- 2DL3-2DLi-2DP1-3DP1-2DL4-3DL1-2DS4-3DL2)
son considerados por ser homocigoticos para el Haplotipo A y son asignados como
genopo AA Los individuos que les falte alguno de los cuatro genes asociados al
Haplotipo A (KIR2DLI, 2DL3, 3DL1 y 2DS4) son asignados como Genotipo BB Todos
los otros wndividuos son considerados heterocigotos para el Haplotipo A y B son
constderados como Genotipo AB Los individuos del Genotipo AB presentan todos los

nueve genes presentes en €l Haplotipo A, asi como uno o més genes especificos del
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Haplotipo B (2DL2, 2DLS5, 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS5 y 3DS1) El Genotipo AB y BB (1
o 2 haplotipos B) pueden ser asignados como Bx \(McQueen etal, 2007)

Nomenclatura de los genes KIR

Los prtmeros KIR en ser definidos fueron receptores inhibitorios por lo cual imicialmente
se uttlizd el acrbnimo receptores inhibitonios de las células asesinas (del inglés Killer- cell
Inhibitory Receptor) Cuando se observé que esta familia de moléculas incluian tanto
receptores inhibidores como activadores, el acronimo KIR fue retenido y ahora es
aceptado como una abreviacién de Receptores tipo Inmunoglobuhina de las células
asestnas (del inglés Kilier- cell immunoglobulin- like receptor) (Long ef al, 1996)

El nombre dado a los genes KIR estd basado en la estructura de las moléculas que
codifican El pnmer digito seguidamente del acrénimo KIR corresponde al niimero de
domuntos tipo Ig en la molécula y la “D” denota dommio Seguidamente a la letra D por
alguna “L” la cual indica una cola citoplasmatica larga “Long”, una “S” indica una cola
citoplasmatica corta “Short” o una “P” para denomuinar un pseudogen El digito final
indica el mimero de genes que codifican una proteina con esta estructura Entonces
KIR2DL1, KIR2DL2 y KIR2DL3, todos codifican receptores que ticnen dos dominios

extracelulares tipo Ig y con cola citoplasmatica Larga (Vilches & Parham 2002)



KIR2DL1*0030202

Nombre de un alelo

Fig. 4. Nomenclatura de los genes y alelos KIR. Las letras KIR son un acrémimo,

2D 2 domimos ttpo IgG, L. Cola citoplasméatica Larga 1- pnimera proteina 2DL descnta
*: separador, 003 miembro de la tercera senie de proteinas KIR2DL2, 02 difiere de otras
proteinas KIR2DL1*003 por una sustitucion sinénima dentro de la region codificante, 02

difiere de otros alelos KIR2DL1*00302 por una sustitucién de DNA dentro de una regién
no codificante

Meétodos para deteccién de genes KIR

Histéricamente los laboratorios con wnterés en la tipificacion de presencia o ausencia
de genes KIR han utihizado métodos como la secuencia especifica de cebadores (SSP)
(Uhrberg et al , 1997, Vilches et al , 2007, Gomez — Lozano et al , 2002, Norman et al ,
2004) y sondas de ohgonucledtidos de secuencia especifica (SSOP) (Middleton et al ,
2005) Sin embargo, estos métodos no son adecuados para determinar el nimero de
copias presentes del gen Como resultado de esto algunos laboratorios han wutilizado la
secuenciacion para la definicion de alelos y otros han utilizado la espectrometria de masa
o la reacci6n en cadena de la polimerasa transcripcién reversa en tiempo real, la cual no
solo puede proveer utilidad para la determinacion de alelos, sino que también el numero
de copias de cada gen o alelo (Cooley ef al , 2009, Norman ef al., 2007, Du et al., 2008)
INTERACCION KIR / LIGANDOS HLA
Los ligandos de los receptores KIR son moléculas HLA-Clase I las cuales estan presentes
en todas las células nucleadas y cuyos genes estan localizados en el brazo corto del

cromosoma 6 (Marsh et a/ , 2000)
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Los alelos del locus HLA- C pueden ser agrupados en dos tipos de ligandos (grupo C1
y grupo C2) Los receptores KIR2DL1 y KIR2DS1 reconocen especificamente al grupo
C2 Mientras KIR2DL2, KIR2DL3 y KIR2DS2 interacttan especificamente al grupo Cl
HLA —C del grupo 1 y HLA- C del grupo 2 presentan un dimorfismo en la posicién 80 en
la hélice a | de la molécula HLA — C HLA - C del grupo Cl se caracteriza por
presentar el amunoacido serina en la posicion 77 y asparagina en la posicién 80
(Ser77/Asn80) El higando HLA- C del grupo C2 presenta asparagina en la posicion 77 y
lisina en la posicion 80 (Asn77/Lys80) (Carrington & Norman, 2003) KIR3DLI
interactia con especificidad HLA del grupo Bwd4, el cual difiere de la especificidad BW6
por el polimorfismo 77 y 80 (Petersdorf, 2007) KIR3DL2 interactia con HLA- A3 y
HLA- All KIR2DLA4 reconoce HLA- G, una molécula HLA- clase I de poco
polimorfismo KIR2DS4 interactia con HLA-Cw4 Los receptores KIR2DLS, KIR2DS3,

KIR2DSS y KIR3DL3 no se conocen sus ligandos (Carrington & Norman, 2003)



CUADRO1

INTERACCION KIR / LIGANDOS HLA

KIR2DL1 y KIR2DS1 | KIR2D1L2/3 KIR2DS2 | KIR3DL1/S1 | KIR3DL2 KIR2DLA4 KIR2DS4
Asn77/ Lys80 Ser77 / Asn80 | —
HLA C(C2) HLA - C(C1) HLA-B |HLA A |HLA-G
Bw4
C* 02 —|co1 . |B*08  |A*03 C* 04
C* 04 C*03 B*13 A*11
C*05 C*07 B*27
C*06 C*08 B*44
C*17 C*13 B*51
C*18 C*14 B*52
B*S3
B*57
B*58

[nteraccion de genes KIR con sus higandos de HLA
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Fig. 5.  Los receptores tipo inmunoglobulina de las células NK (KIR) y el receptor de
células T aff (TCR) se unen en sitios de superposicion sobre la molécula HLA clase 1. Las
areas de union de KIR y TCR para la molécula HLA clase I estan dados por las lineas
rojo y verde respectivamente.

GENOTIPOS KIR Y ENFERMEDAD

Diversos estudios han demostrado la presencia de combinaciones especificas entre los
genes KIR y sus ligandos HLA que parecen influir en el curso clinico de diferentes
enfermedades. Algunos grupos han propuesto modelos de combinaciones especificas
KIR — HLA que determinan la tendencia activadora o inhibidora de las células NK y que
ademas determinan la susceptibilidad o resistencia no modifican el curso clinico de
ciertas patologias (Rajagopalan & Long , 2005; Williams es al., 2005; Nelson er al.,
2004).

Se han documentado asociaciones entre KIR3DS1 y subgrupos de alelos HLA que

20
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poseen el superdeterminante Bw4 (aquellos que tienen lle en la posicion 80 de la cadena
alfa), con la progresion lenta de la infecci6n por VIH (Martin et al , 2002)

En el caso de Ia infeccion por el virus de hepatitis C (VHC) se ha descrito que Ia
homocigosis para HLA C del grupo | y KIR2DL3 se asocia con la eliminaciéon
espontinea de la infeccién Se ha propuesto la hipotesis de que la unién entre KIR2ZDL3 y
HLA del grupo C-1 es de menor afimdad fisicoguimica comparada con la unién de los
receptores KIR2DL1 y KIR2DL2 con su hgando HLA C del grupo 1(Khakoo ef af,
2004). Estas diferencias en afimdad resultarian en la reduccion de la inhibicidén de las
NK, favoreciendo la activacién y por lo tanto el control de la infecci6n.

Las combinaciones de ciertos genotipos KIR — HLA también se han asociado con la
susceptibildad a enfermedades autoinmunes Ejemplo de esto es la combinacién
KIR2DSI1 y/o KIR2DS2 adicional a la homocigosis de un grupo HLA - C que favorece a
la susceptibilidad de artritis psonatica (Nelson et af , 2004) Esta susceptibihidad podria
ser el resultado de la disminucién de la inhibicién de las células NK La presencia de
KIR2DS1 en combinacién con HLA- Cwo6 es un factor de nesgo para el desarrollo de
psonasis vulgar (Luszczek ef al, 2004) Las combinaciones KIR — HLA que favorecen
la activacion de células T o de células NK, evolutivamente han sido seleccionadas para
mejorar la resistencia a infecciones o neoplasias (Naumova er af, 2005), a pesar de
aumentar el nesgo al desarrollo de autoinmumdad Las combinaciones KIR — HLA que
favorecen la inhibicién también han sido asociadas con preclamsia (Hiby et af , 2004),
una condicién con alta mortahdad causada por una remodelacién incompleta de las
arterias espirales en la decidua materna y por hipertension durante el embarazo. La

remodelacion vascular es necesana para brindar al feto un aporte sanguineo adecuado La
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susceptibilidad a esta condicién se asocia con la combinacion de HLA C del grupo 2
expresado en trofoblastos fetales y KIR2DL1 presentes en células maternas y la ausenciz
de genes KIR2DS activadores (Hiby ef al, 2004) Se plantea la hipdtesis que el
KIR2DL1 confiere una fuerte 1nhb1c1§n comparado con el KIR2DL2 o KIR2DL3, lo
cual previene la activacion de células NK durante la interaccion con trofoblastos fetales
en la decidua.

KIR y EVOLUCION

Cuando se compara un rango de especies mamiferas ha mostrado que la mayoria no
tienen una famiha diversificada de genes KIR (Figura 6) Por ejemplo, el Locus KIR
aparece eliminado para el genoma de perros y gatos, y en el genoma del ratén los dos
genes KIR no estan en el LCR, pero s1 sobre el cromosoma X (Welch et al , 2003), con
solamente uno expresado por las células NK En las focas solo presentan un gen KIR
conservado y funcional (Hammond et al , 2009), pero en los prosimos el unico gen KIR
es no funcional (Averdam et al, 2009) Actualmente familias diversificadas de genes
KIR han sido encontradas solamente para simios primates {(monos, stmios y la especie
humana) y en ganado vacuno, un rumiante (Guethlen et al, 2002, Hershberger ef af,
2001, Khakoo et al , 2000)

En humanos y chimpancés, la especie viviente mas cercanamente relacionada al
humano, ambos presentan 13 genes KIR, donde solamente 3DL3, 2DL4, 2DL5 y 2DS4
son ortologos (Khakoo ef al , 2000) Los genes marcos del Locus KIR en las dos especies
son similares pero la distnbucion de los genes dentro de estos genes marcos es
cuahtativamente diferente (Sambrook e al, 2005) (Ab1 — Rached et al, 2010)

Considerando el contenido de genes vanables en el locus KIR humano el cual esta



distribuido entre regiones centroméricas y teloméricas, todos los 10 genes KIR en el

chimpancé que contribuyen a la vaniabilidad del contenido de genes estian empaquetados

en la region centroménca.
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Fig. 6. Comparaciéon del Locus KIR humano con otras especies primates y no primates.
Un solo haplotipo KIR representativo es mostrado para cada especie. Las cajas de color
gris indican los genes marcos. Los otros genes presentan colores de acuerdo a la clase de
receptor que ellos codifican: rojos para KIR inhibidores, verdes para KIR activadores,
morado para el Receptor tipo Inmunoglobulina de Leucocito (LILR); amarillo receptor Fc
de IgA; blanco, v, pseudogen. Fuente: Parham et al., 2012

MECANISMO DE REGULACION DE LA EXPRESION DE LOS RECEPTORES KIR

Las células NK y los linfocitos T no expresan todos los genes KIR presentes en una

misma célula, sino que lo hacen de manera clonal, cada una de las células expresa y

mantiene un nimero determinado de receptores en cada clon. Se ha especulado que

mecanismos epigenéticos en lugar de diferencias en los promotores KIR, pueden ser
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responsables de establecer y mantener los patrones de expresion diferencial de los KIR
En este contexto, la metilacién de citosinas en dinucleotidos CpG, representa una
modificacion epigenética frecuente y en la mayoria de los casos estd asociada con
inibicton de la transcripeién Por otro lado, los patrones de mettlacion del ADN
permanecen sobre numerosas divisiones celulares Por lo tanto, la metilacion del ADN es
potenctalmente capaz de diversificar patrones de expresion génica en la progenie celular
Se han 1dentificado grupos CpG cormmente arnba de la region proximal de los genes KIR
(Santourhds er al , 2002) Islas CpG altamente metiladas corresponden a no expresion de
KIR, mientras las que corresponden a KIR expresados estin no metilados Esta
correlacion entre el estado de metilacién de 1slas CpG y su actividad transcnipcional de
los genes KIR fue observado tanto en lineas celulares de células NK como también de
células NK obtenidas de sangre penfénca. (Santourlidis ef al , 2002).
VARIABILIDAD ALELICA DE LOS KIR

Existe polimorfismo alélico en todos los genes KIR y esta variabilidad contribuye a la
diversidad de los genes KIR Este pohmorfismo ocurre principalmente por mutaciones
puntuales y recombinaciéon homdloga (Rajalingam, 2012) En la Glama actualizacién de
la base de datos de la web IPD- KIR hasta octubre de 2013 estaban registrados 678 alelos
KIR Entre los genes KIR el que presenta mayor pohmorfismo alélico es el KIR3DL3 con
108 secuencias descntas Este polmorfismo en los genes KIR pueden tener un
significado funcional Polimorfismo presente en KIR2DL.2 hacen que este receptor tenga
una mayor afimdad por moléculas HLA C de grupo C-1 que KIR2DL3 (Moesta et al ,

2008)
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GENERACION DE LA DIVERSIDAD DE HAPLOTIPOS KIR

Los genes KIR presentan similitudes en su onentacién dentro del Locus, cada uno
separado solamente por 1 2 kb de distancia entre ellos El imco tramo de secuencia
lnica, una regidén de 14 — kb de longitud compuesta por elementos de repetictén de ADN
se encuentra en la region central entre los genes marco KIR3DP1 y KIR2DL4 (Wilson ef
al, 2000) Multiples eventos de recombinacion reciproca en el centro del complejo KIR,
entre 3DP] y 2DL4 presumiblemente diversifican el contenido de genes para los
haplotipos a través de individuos y poblaciones (Yawata et a/, 2002, Norman ef al,
2009) Eventos de recombinactén también se reportan fuera de la regién entre 3DP1 y
2DL4 Estos son generalmente entrecruzamientos no aléhcos generando varios haplotipos
inusuales, incluyendo haplotipos truncados los cuales han perdido alguno de los genes
marco (Hsu et al, 2002, Shilling ef al , 2002) o haplotipos elongados que contienen

genes duplicados (Ordonez et af , 2008)

TECNOLOGIA LUMINEX

La tuptficacién de los genes KIR presentes en cada una de las muestras utilizando el
KIT de tipificacion LIFECODES KIR — SSO, utiliza ohgonuclebtidos de secuencia
especifica (SSO) para identificar cual loci KIR esté presente en la muestra amplificada de
PCR. En esta amplificacion de ADN uno de los cebadores esta en relauvo exceso con
respecto al otro cebador, por lo cual la reaccidon generara algunos productos de ADN de
una sola hebra ademas de los productos de doble hebra. Durante los ciclos iniciales de la

amplificaciéon utihzando LIFECODES, productos de ADN de doble hebra serdn
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generados Una vez el cebador que esta hmitado se agota, el cebador restante utihza el
producto de doble hebra como templado para generar ADN de una sola hebra. Este
método genera ambos productos, de doble hebra y de una sola hebra. Durante la
desnaturahizacién ambas hebras podrian participar en la reaccton de hibndacion Las
sondas son disefiadas para que cada una de ellas hibnde de forma preferencial a una
regién complementana que puede o no estar presente en el ADN amplificado El analtsis
de los resultados generados por la tipificacién SSO puede ser utilizado para determinar la
presencia o ausencia de una secuencia particular de ADN en el amplificado y poder
identificar el posible loci en cada muestra. En este procedimiento las sondas estan unidas
a microesferas disefiadas para utihizar con el instrumento Luminex Cerca de 100
diferentes poblaciones de microesferas Luminex pueden estar mezcladas y analizadas con
el equpo Luminex debido a que cada poblaciéon de microesfera puede ser disingwda por
su tnica fluorescencia o color El equipo Luminex es capaz de cuantificar la cantidad
relativa de producto de PCR marcado en la hibndacion para cada microesfera Por lo
tanto, la sefial relativa obtemida de la sonda SSO en el ensayo, puede ser utilizado para

asignar la sonda como positiva o negativa en la muestra de ADN amplificado
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METODOLOGIA

1 TIPO DE ESTUDIO Retrospectivo, Descriptivo

2 UNIVERSO Las muestras de ADN fueron obtenidas de donantes de Células
Progemitoras Hematopoyéticas entre el periodo comprendido 2000 2014,
provenientes de tres hospitales panamefios Instituto Oncolégico Nacional
(ION), Hospital del Nifio (HN) y el Complejo Hospitalano Metropolitano
(CHM)

3 MUESTRAS Un total de 116 muestras de donantes de células progemtoras
hematopoyéticas fueron analizadas las cuales comprenden el total del Universo

4 METODO

4 1 EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS (ADN)
Las muestras de ADN gen6émico fueron extraidas utihizando el KIT de extraccidon

QIAamp DNA Blood Kit (Qiagen) El protocolo de purificaciéon de ADN de sangre
completa se realiz0 de acuerdo a las instrucciones del fabnicante Se agregd 200 uL de
sangre completa a un microtubo de 1 5 mL que contenia 20 pL de proteasa QLAGEN para
la ehminaci6n nicial de las proteinas Seguwidamente se agregd 200 uL. de Buffer AL a la
muestra y se mezclo el microtubo utilizando un vortex para promover la hsis de hematies
La muestra se incub6 en un bafio a 56° C por un periodo de 10 min. Una vez terminado el
penodo de incubacidn, el microtubo se centrifugé para remover gotas que hayan quedado
en la tapa. Se agrego 200 pL de etanol (96 100 %) a la muestra y se realizd vortex por

15 segundos para mezclario Inmediatamente se centnfugé el microtubo de 1 5 mL para
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remover las gotas que hayan quedado en la tapa. La mezcla fue transfernda a una columna
QlAamp esténl, se cerrd la tapa del microtubo de 1 5 mL y se centnfugd a 8000 rpm por
1 mun Al terminar se colocéd la columna en un tubo colector de 2 mL limpio y y el tubo
que contiene €l filtrado fue descartado Cwdadosamente se abné la columna QLAamp y
se agregé 500 pL de buffer AW Se cerro la tapa y se centrifugo a 8000 rpm por 1
minuto Luego se coloco la columna QlAamp en un tubo colector de 2mL limpio y el
tubo que contiene el filtrado se descartd Luego se abné cwdadosamente la columna
QlAamp y se agregd 500 uL de buffer AW2 Se cerrd la tapa y se centrifugd a 14,000
rpm por 3 minutos Una vez terminada la centnfugacion, la columna QIAamp se coloco
en un nuevo tubo colector y el tubo con el filtrado se descartd6 Nuevamente el tubo se
centrifugd por 1 mun a 14,000 rpm para evitar una posible contamnacién de la columna
con el buffer AW2 Finalmente, la columna QIAamp se colocd en un tubo esténl de 1 5
mL Se le agregé 200 ul de agua ultra pura de grado molecular. Se incubd a temperatura

ambiente (15- 25°C) por 1 munuto Y luego se centrifugo a 8000 rpm por 1 manuto

4 2 MEDICION DE LA CONCENTRACION DE ADN
La concentracién de ADN de cada una de las muestras fue determinada antes de la
etapa de amphficacion de la PCR. Las lecturas fueron reahzadas utilizando un
fluorémetro (Qubit fluorometer invitrogen) Las muestras de ADN fueron ajustadas hasta
obtener una concentracion final de 10 pg/mL Este ajuste se realizé utilizando la siguiente
Ecuacién

Concentraci6n mical X Volumen mical = Concentracion final x Volumen finat
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4 3 CONTROL DE CALIDAD

Control Negativo Para cada cornda antes de la etapa de amphficaciéon de la PCR se
incluyo un control negativo, el cual contiene la mezcla maestra con los cebadores y la
Taq polimerasa, pero no presenta el AbN del paciente, sino H,O de grado molecular En
la etapa de lubndaci6n este control no generaria lectura.

Control Positive Para cada muestra a ser analizada para presencia o ausencia de genes
KIR, LIFECODES contiene dos sondas designadas como CON 100 y CON 200 los
cuales hibndan para el Locus KIR3DP1 y KIR3DL3, respectivamente Este actiia como
control interno para venficar que la reaccion de PCR y la hibndacién han trabajado
adecuadamente Si no se obtiene un valor minimo para estas dos sondas, las muestras no
pueden producir una tipificacion correcta y esta debe ser repetida nuevamente

44  AMPLIFICACION DE LOS GENES KIR

Para determinar los genes presentes en cada individuo se realizaran dos reacciones de
PCR para la amphficacion de los exones 4, 5, 7, 8, y 9 Un tubo contiene la siguiente
mezcla 9 8 pl. de H20 grado molecular, 6puL de cebador MX-K1, 0 2uL Taq polimerasa
(concentracién Su/pl Promega GoTag DNA Polymerase) y 4 pL de ADN del paciente
El otro tubo tendra 9 8 uL de H20 grado molecular, 6 pL de cebador MX-K2, 02 uL
Taq polimerasa (concentracton Su/ul. Promega GoTag DNA Polymerase) y 4 puL de

ADN del paciente. Las condiciones de amphficacidon para cada tubo fueron (ver Cuadro

n



CUADRO 11
PROGRAMA DE AMPLIFICACION EN EL TERMOCICLADOR

N° de Ciclos Temperatura Tiempo
| ciclo 95°C 2 min
94°C 30 seg
40 ciclos 59° C 90 seg
72 °C 30 seg
1 ciclo 72°C 15 mn
4°C 00

4 5 HIBRIDACION DE LOS PRODUCTOS DE PCR AMPLIFICADO

La hibndaci6n de los productos de PCR amplificados se realizo de acuerdo al protocolo
descnto por el fabrnicante Se calent la sonda en un bloque de calor de 55°C - 60°C de 5
a 10 min El termociclador debe tener temperatura de 56°C Se procedid a incubar la
sonda durante 10 mun a 56°C Una vez transcurndo este periodo se agité el tubo
conteniendo la sonda durante 15 segundos con un vortex Luego se colocd S5 uL del
producto de PCR del locus especifico en un plato de fondo V para termociclador Se
afiadié 15 pl. de la mezcla de sondas al pocillo que contenia el producto de PCR y se
sellé El plato se coloco en el termociclador para realizar la ibndaci6n por 20 minutos a
una temperatura de 56°C

En otro tubo aparte se preparé Estfeptavidina - Ficoentnina (SA - PE) Luego se
dispensé 170 pL de SA -PE a cada uno de los pocillos que contenia los amplicones
producto de la amplificacién Se retrd el plato con las muestras del termociclador y se

coloco en el equipo Luminex para ser analizadas La huibndacién de la sonda especifica
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con su secuencia complementana en el amplificado, determuna la presencia del gen en la

muestra de ADN

46 ANALISIS ESTADISTICO

El porcentaje de individuos que presentan cada gen KIR fue determinada por conteo
directo (individuos positivos para la presencia del gen / nimero total de individuos en la
poblacion x 100)
El haplotipo KIR fue inferido del genotipo
Haploupo A = (Niimero de individuos AA x 2) + Numero de individuos AB / 2n
Haplotipo B = (Niimero de individuos BB x 2) + Numero de individuos AB / 2n
Donde Naa, NaB y NeB son los nimeros de los genotipos AA, AB, y BB, y "n" ¢s el

numero total de individuos
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RESULTADOS

FRECUENCIA DE GENES KIR

La presencia y ausencia de los 16 genes KIR (14 genes y 2 pseudogenes)
determunados en donantes de células p;ogemtoras hematopoyéticas, es mostrado en el
cuadro # 3 Todos los 16 genes KIR fueron observados en la poblacion de donantes y los
genes marco 3DL3, 3DPI, 2DL4 y 3DL2 estuvieron presentes en todos los mdividuos
estudiados Los genes KIR mas frecuentemente encontrados fueron 2DLI1 (98 3 %),
2DL2 (491 %), 2DL3 (86 2 %), 3DL! (91 4 %), 2DL5 (62 1 %), 2DS1 (44 %), 2DS2
(47 4 %), 2DS3 (25 %), 2DS4 (91 4 %), 2DS5 (45 7 %), 3DS! (41 4 %), 2DP1 (98 3 %)
FRECUENCIA DE HAPLOTIPOS KIR

Basados en la presencia 0 ausencia de los 16 genes KIR que se determinaron en los
116 donantes de células progemitoras hematopoyéticas se pudieron identificar los
siguientes haplotipos KIR 30 donantes presentaron genotipo AA (259 %), 53
presentaron genotipo AB (45 7 %) y 33 presentaron genotipo BB (28 4 %) Dentro del
genotipo AB, el genotipo mas frecuente 1dentificado (18) estaba constitwido por los
sigmentes genes KIR (3DL3, 2DL3, 2DLS, 2DSS5, 2DP1, 2DLI1, 3DPI, 2DL4, 3DLI1,
3DS1, 2DS1, 2DS4, 3DL2) el cual representa 15 5% del total de donantes estudiados En
el genotipo BB, el genotipo mas frecuente identificado (7) estaba constitwido por los
siguentes genes KIR (3DL3, 2DS2, 2DL2, 2DL5, 2DS3, 2DP1, 2DLI, 3DP!, 2DL4,

3DL1, 2DS4, 3DL2) el cual representa el 6 0% del total de donantes estudiados
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Fig. 7. La pantalla del ordenador muestra en su parte inferior las sondas que resuitaron
positivas producto de la hibridacién con la secuencia complementaria en la muestra de
ADN amplificado del paciente por medio de un gancho. En el caso que se muestra las
sondas que hibridaron corresponden a los siguientes genes KIR (Sonda 115: KIR2DP],

Sonda 128: KIR3DL1; Sonda 143: KIR2DL1;

Sonda 145:KIR2DS4; Sonda 224:

KIR3DL2; Sonda 233:KIR2DL4; Sonda 234: KIR2DS4; Sonda 235: KIR2DL3).
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Fig. 8. La pantalla muestra los genes KIR identificados en el donante segin la presencia
de los mismos en el ADN genémico. En este caso el donante presenta la siguiente
tipificacion de genes KIR: 2DL1, 2DL3, 2DL4, 2DP1, 2DS4, 3DL1, 3DL2, 3DL3, 3DP1.
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CUADRO III.
FRECUENCIA DE GENES KIR ACTIVADORES

E INHIBIDORES EN

DONANTES DE CELULAS PROGENITORAS HEMATOPOYETICAS

Numero de donantes estudiados
n=116

KIR %F (N)

Genes KIR Inhibidores
2DL1 983 (114)
2DL2 491 (57)
2DL3 86 2 (100)
3DL1 91 4 (106)
3DL2 100 (116)
3DL3 100 (116)
2Di4 100 (116)
2DL4 100 (116)
2DL5 621(72)

Genes KIR Activadores
2DS1 44 0(51)
2DS2 47 4 (55)
2DS3 25.0(29)
2DS4 91 4 (106)
2DS5 457 (53)
3DS1 414 (48)

Pseudogenes

2DPI 98 3 (114)
3DP1 100 (116)

La Frecuencia (% F) que lleva cada gen es expresada como porcentaje y defimda como
el nimero de individuos que llevan el gen ( N ) dividido entre el nimero de individuos

estudiados ( # ) en la poblacién estudiada.
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CUADRO IV FRECUENCIA DE GENOTIPOS KIR

Genoupos | " 9 O5"P 313 | 2082 | 2DL2 [ 2013 | 20Ls | 2083 | 2085 | 20P1 [ 2001 | 30P1 [ 2DL4 [3DL1 | 3081 | 2051 | 2084 | 3p12 | Frecueneis
AA — 30_ [ .7 ) » » [ . [ « . 259
AB 18 . . . ’ . . . . . . . . . 155
AB 9 L L . L] . L . L , . . L] L] L] . 78
AB 8 . . L L . . . L] L L] L] - L] 69
AB 8 L] L] ] s [ [ . " » ™ » 59
BB 7 . L] L] . . L L] » L] L] - , 6
BB 3 L] L] . L] [ ] L] - L [ ] . L] 26
BB k) . . . D . ] . . ] . « . N . 26
BB 3 . . . . . . " . e e | " 26
BB 2 [ . . ] . . ' . ] * . [ . 17
AB 2 . . . D . [ . . » * . . 17
BB 2 . . . D L) . . . . * . . L] . 17
BB 2 . . - L] A . . . L . . L - . L] 17
BB 2 . . . [ » . [ . . . . . . . 117
AB 1 . . . - . _1 ) ‘u . L] L L] L] L L] 09
BB [ [} L] L] L] . L] » L] L} L 3 » L] 09
BB » [ [] . . . . . . . » . . . 09
BB . . . ] . . . ] . . ) . 09
AB L] L] [ ] [ ] ._ » L] L] - » L] L] L] 09
BB L] L] [ ] L] L} . - - . [ ] [ 09
AB . . . . . . . . [ . . 09
BB L . L] . L] » L] L] . - L v 09
BB . . L] . ] . L] L . L] L] . - L 09
AB s . . . . . . » . . 09
BB * . . [] . . . . 09
BB s [ . . » . . . 09
AB " . . » ] . . . . . . . . . . 09
BB 1 . . . . . . . . . . . . . 09
AB 1 Ll . . L] [ ] [ ] L] » L] L] 0o
AB . . . . . . . . . . . . 09
AB 1 s 3 . . . [ [} . » . . 09
Total 116
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CUADRO YV

FRECUENCIA DE GENOTIPOS Y PROPORCION DE HAPLOTIPOS KIR

GENOTIPO N | FRECUENCIA (%)
AA 30 259
AB 53 457
BB 33 28 4
TOTAL 116 100
HAPLOTIPO
A 49
B 51
A B PROPORCION 1 1.04 -

El haplonpo A y B se determinaron utihizando la sigwente foérmula grupo
A=2NAA+NAB /2n y el grupo B=2NBB+NAB /2n, donde NAA, NAB y NBB son los
numeros de los genotipos AA, AB, y BB, n= nimero total de individuos
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CUADRO VI ,
FRECUENCIA DE GENES KIR EN PORCENTAIE (%) EN PANAMA COMPARADA
CON FRECUENCIAS REPORTADAS EN OTRAS POBLACIONES

POBLACION | N [ 3DL3 | 2DS2 | 2DL2 | 2DL3 | 2DL5 | 2DS3 | 2DS5 | 2DP1 | 2DLI | 3DP1 | 2DL4 | 3DLt | 3D81 | 2DSI | 2Ds4 | 3DL2
PANAMA 116100 [474 [ 491 [B26 [621 [250 [457 [983 | 983 [ 100 | 100 |914 |414 |440 | 914 | 100
BRAZIL 70 [ 100 | 533 [ 522 [944 1589 | 389 [322 (967 [ 967 | 100 | 100 | 956 | 410 | 378 | 956 | 100
JAPON 40 [ 160 [ 150 [1S0 [ 100 (390 [ 150 | 250 |i00 | 100 | 100 | 100 |970 | 300 |350 |970 | to0
KOREA 154100 [169 | 143 | 994 [ 383 | 162 |266 | (00 | 994 1100 | 100 | 942 | 364 | 377 | 942 | 100
AFRO- sS4 [NT |520 |540 | SE0 | 330 | 240 | 300 |NT 910 | NT | NP | 980 | 170 | 170 | 780 | NT |
CARIBENOS -

HINDUS 72 [100 | 625 [792 | €53 | 792 {431 | 472 |NT | 875 |NT | 100 | 875 | 389 |s542 | 806 | 100
NORTE DE

INDIA

REP CHECA [ 125|100 | S70 | 590 | 860 | 520 | 360 | 260 | 940 | 950 | 100 | (00 | 940 | 380 {430 |920 | l00
ARGENTINA [ 102 | 160 | 545 | 625 | 85 | 557 | 286 | 354 | 961 | 961 100 | 950 | 420 | 454 | 950 | 100
HONGKONG | 100 | 100 [ 280 [ 280 [ 980 [450 [ 250 | 260 | 990 | 990 | 100 | (00 | 940 | 390 |a00 | 930 | 10d

NT No Tipificado
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DISCUSION

El sistema inmunolégico humano ha desarrollado una estrategia de gran diversidad,
ejemphificada por el MHC, cuyo contenido de genes vanables y el polimorfismo alélico
se combina para individuahzar el genotipo HLA Al 1guat que el HLA, la regidén KIR esta
emergiendo rapidamente como una region 1gualmente diversa que utihiza las estrategias
evolutivas similares de contentdo de genes vanables y el polimorfismo para alcanzar
profundidades stmilares de diversidad Estudios poblacionales han generalmente utilizado
métodos de tipificacidn de genes KIR en ADN genémico para determinar la presencia o
ausencia de cada gen KIR y han demostrado que entre individuos, el contemido de genes
KIR puede vanar considerablemente

La frecuencia de genes KIR presentes en nuestra poblacion fue comparada con las
frecuencias encontradas en poblaciones como Brasil, Japon, Corea del Sur, Afro-
Canbefios, Norte de India, Repiiblica Checa, Argentina y Hong Kong

Los genes que codifican para receptores inhibidores, se encuentran en una mayor
frecuencia en la poblaci6bn que los que codifican para receptores activadores y los
resultados son comparables con los reportes de otros estudios (Niokou et al , 2003) La
frecuencia de los genes KIR en nuestra poblacion vanaba de 25 0% (2DS3) hasta 100%
para los genes marco 3DL3, 2DL4, 3DL2, 3DP1 Exceptuando el geﬁ KIR activador
2DS4 (91.4%) mngin otro gen activador alcanzé una frecuencia de 50% Los tres genes

funcionales (3DL3, 2DL4, 3DL2) y un pseudogen (3DP1) marcan los limites que dividen



en dos regiones al complejo de genes KIR Los KIR3DL3 y KIR3DP] (pseudogen)
flanquean la region centroménca mientras que KIR2DL4 y KIR3DL2 en la regién
teloménca. Estos genes son denominados “marco” debido a que la mayoria de los
haplotipos KIR 1incluye estos loc: Muy pocos haplotipos carentes de KIR2DLA4 han sido
descritos (Norman ef al , 2002, Ordofiez ef al ,2008)

El gen KIR2DP1 en nuestra poblacién present6 una frecuencia de 98 3%, al comparar
su frecuencia en poblaciones de Brasil, Japon, Corea del Sur, Reptiblica Checa, Argentina
y Hong-Kong encontramos frecuencias similares (por encima del 94%)

En nuestra poblaci6n el gen KIR2DL1 presenté una frecuencia del 98 3% simular a la
frecuencia reportada para poblaciones de Brasil, Japon, Corea del Sur, Reptiblica Checa,
Argentina y Hong-Kong En estas poblaciones las frecuencias fueron de alrededor de
95% En poblaciones del Norte de India y Afro-Canbefios este gen presenta frecuencias
menores de 87 5% y 91 0% respectivamente

El gen KIR3DLI presenté frecuencia en nuestra poblacion de 91 4%, con similares
resultados encontradas en las demas poblaciones con excepcion de las del Norte de India
que presentaron una frecuencia de 87 5%

El gen KIR2DS4, el unico gen activador en el haplotpo AA, presentd una frecuencia
mayor al 90% en nuestra poblacién con resultados similares al resto de las poblaciones
con excepcion de los Afro-Canbeiios y pobladores del Norte de India en donde la
frecuencia fue de 78% y 80 6 %, respectivamente

El gen KIR2DS2 present6 una frecuencia de 47 4%, similar a las reportadas para
poblaciones de Brasil, Afro-Canbefios, Republica Checa y Argentina cuyo rango estaba

entre el 52 0% - 57 0% Sin embargo, la frecuencia en nuestra poblacién fue mayor a la
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reportada poblaciones de Japén, Corea del Sur y Hong-Kong pero menor a la observada
en el Norte de India (62 5%).

El gen KIR2DL2 present6 una frecuencia de 49 1%, mucho menor a la reportada en
poblaciones de Argentina y del Norte de India cuyas frecuencias fueron de 62 5% vy
79 2%, respectivamente Las frecuencias de este gen en poblaciones de Japon (15 0%),
Corea del Sur (14.3%) y Hong-Kong (28%) fueron considerablemente menores que la
observada en nuestra poblacion

El gen inhibidor KIR2DLS en nuestra poblacion presentd miveles de 62 1%,
supeniores a las frecuencias encontradas en poblaciones de Brasil, Japon, Corea del Sur,
Afro-Canbefios, Republica Checa, Argentina y Hong-Kong Solamente la poblacién del
Norte de India presenté una frecuencia de 79 2%, mayor a la nuestra.

El gen activador KIR2DS3 presenté una frecuencia de 25 0%, muy simlares a las
encontradas en poblaciones de Afro-Canbeftos (24%), Hong-Kong (25 0%) y Argentina
(28 6%), respectivamente Las frecuencias de este gen fueron de 150% y 162% en
poblaciones de Jap6n y Corea del Sur, correspondientemente.

El gen KIR2DL3 presentd en nuestro estudio una frecuencia de 82 6%, al compararla
con las de las poblaciones de Brasil, Japén, Corea del Sur, Afro-Canbefios, Republica
Checa, Argentina y Hong-Kong se observa que estas presentaron frecuencias por enctma
del 86% La dnica poblacion con frecuencias menores a la nuestra fue la de Norte de
India (65 3%)

El gen activador KIR2DSS5 presentd una frecuencia stmilar a la poblacion del Norte de
India (45 7% Panama y 47 2% Norte de India) Esta frecuencia estuvo por encima de las

encontradas en poblaciones como Brasil, Japon, Corea del Sur, Afro-Canbefios,
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Republica Checa, Argentina y Hong-Kong cuyas frecuencias oscilaban entre el 25 0%
hasta el 35 4%

En nuestra poblacion el gen activador KIR3DS1 presentd una frecuencia de 41 4%,
similar a las encontradas en las poblaciones de Brasil, Norte de India, Republica Checa,
Argentina y Hong-Kong Las poblaciones de Afro-Canbefios, Japén y Corea del Sur
presentaron frecuencias menores a las encontrada en nuestro estudio 17.0%, 30 0%,
36 4%, respectivamente; mucho menores a las encontradas en nuestro estudio

Para el gen KIR2DS! nuestra poblacién presenta una frecuencia similar a las
encontradas en poblaciones de Hong-Kong, Argentina y Republica Checa. Siendo nuestra
frecuencia para este gen supertor a las encontradas en poblaciones de Afro-Canbefios,
Japon y Corea del Sur Sin embargo, la poblacién del Norte de India presenta una
frecuencia mayor que la encontrada en nuestra poblacion

La frecuencia de los haplotipos determinados se muestra en €l cuadro [V En total se
identificaron 31 genotipos diferentes en nuestra poblacidon de 116 donantes de células
progenitoras hematopoyéticas Todos los genotipos fueron asignados como haplotipos
AA, AB o BB basados en el contenido de genes que presentaban Genotipos que
contenian genes que pertenecen al haplotipo A (KIR2DL1, 2DL3, 3DL1, 2DS4) y no
presentaban genes caracteristicos del haplotipo B (KIR2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DSS, 2DLS5,
y 3DS1) fueron designados como haplotipos homocigdticos AA A su vez los genotipos
que carecian de genes del haplotipo A, pero tenian genes del haplotipo B fueron
designados como haplotipos homocigéticos BB Mientras que aquetlos que presentaban
la combinacion de los genes del haplotipo A y uno o mas de los genes del haploupo B, se

asignaban como haplotipo heterocigoto AB
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En nuestra poblacién el genotipo 3DL3-2DL3-2DP1-2DL1-3DP1-2DL4-3DL1-2DS4-
3DL2 (que es el haplotipo homocigético AA) fue el mas predominante con un 25 9%, at
igual que predomina en otras poblaciones como Japén (56%), Caucésicos del Reno
Unido (302%) y Vietnamutas (42 4%) Otras poblaciones como los aborigenes
Australianos presentan una mayor frecuencia de haplotipos homocigoticos BB (22 4 %)
(Toneva et al , 2001, Yawata et al , 2002)

Todas las poblaciones humanas tienen ambos haplotipos del grupo A y del grupo B,
pero su frecuencia varia considerablemente (Parham 2005, Single et al , 2007, Yawata ef
al, 2002) En africanos y caucasicos, el haploipo A y B estin distribmdos
equitativamente, sugiriendo un balance en la seleccion Por el contrarto, el haplotipo A
esta sobrerepresentado en el Noreste Asiatico (China, Japon y Korea), muientras que el
haplotipo B ocurre méas frecuentemente en los nativos de India, Australia y Aménica
{(Ewerton ef al , 2007, Flores et al , 2007, Gendzekhadze et al , 2006, hang et al , 2005,
Norman et al , 2002, Rajalingam et al, 2008, Toneva et a/, 2001, Whang et al, 2005,
Yawata et al, 2002) En un analisis comparativo de las poblaciones mundiales, un enlace
fue encontrado entre las migraciones humanas prehistoncas y la evolucidon de los dos
grupos de haplotipos diferenciados por su contenido de genes KIR activadores (Yawata et
al, 2002) Los nativos de Aménca, Austraha e India, quenes tenian extensivas
mugraciones prehistéricas, Hlevaban alta frecuencia de haploupos B Se presume que las
poblaciones aborigenes de India, Australia y Amérnica adqurieron los genes KIR
activadores para sobrevivir a los cambios ambientales durante sus distantes migraciones
desde Africa (Rajalingam et al , 2008) Sin embargo, la mayor parte del Noreste Asiatico

> 55 %), incluyendo China, Japon y Korea quienes se establecieron en las tierras de



latitudes templadas, donde los cambios ambientales entre verano € invierno son sutiles,
llevan solamente haplotipos del grupo A, que presentan un solo receptor KIR activador
(hang et al , 2005; Whang et al , 2005; Yawata efr al, 2002) En Afncanos y Europeos,
los haplotipos A y B estdn distibuidos equitativamente, esto sugiere un balance en la
seleccion

En nuestra poblacion el 49% de los haplotipos tenian un grupo A muentras que el 51%
restante presenta el grupo B La proporcidn de haplotipos A B fue 1 | 04 Una probable
explicacidn es el numero de individuos estudiados Ademas, nuestra poblacion es mixta
ya que presenta influencia de vanos grupos étmcos europeos, africanos, asidticos e
indigenas

En nuestra poblacion logramos identificar la presencia de genes que estin
involucrados en susceptibilidad a enfermedades Un ejemplo de esto es la presencia del
gen KIR2DSI el cual ha sido asociado con predisposicion a la psoriasis. Este es un
desorden 1nflamatorio con mamfestaciones sistémicas (Suzuki ef af, 2004). El gen
KIR2DS1 es un componente de haplotipo del grupo B, que es relativamente 1nusual en
los Japoneses quienes en su poblacién presentan una inusual alta frecuencia de haplotipo
del grupo A (Yawata er af, 2002) Consistente con estas observaciones, KIR2DS|1 ha
sido asociado con psonasis en estudios en Suecia y Polonia (Holm ef af , 2005)

Combinaciones de genotipos particulares HLA- KIR han sido ligados con
suscepubihidad a enfermedades autoinmunes tales como en la diabetes upo [ Vanos
estudios genéticos han revelado la influencia de interacciones HLA-KIR en estas

enfermedades (Middleton ef a/ , 2006, Namekawa er al., 2000; Van der Slik ef a/ , 2003)
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Interacciones entre HLA-Bw4 y el gen KIR3DS1han sido observados en casos de
demora en la progresion a SIDA en pacientes HIV, mientras que la homocigosis en
ambos HLA-C1 y KIR2DL3 estin asociados con la resolucion de la infecci6n del virus
de hepatits C Comprender las bases para estas asociaciones genéticas observadas es
complicado por el extensivo polimorfismo encontrado entre los haplotipos KIR, los
cuales no solo difieren en la secuencia de nucledtidos sino también en el contenido de
genes (Rajagopalan & Long , 2005)

Nuestro estudio se realizo en donantes de células progemitoras hematopoy€ticas en los
cuales la compatibilidad HLA entre donante y receptor_es prerrequisito para el éxito del
trasplante Existe evidencia que también otros genes como los genes KIR contnibuyen a
alcanzarlo Los donantes que presentan mas genes KIR activadores (Haplotipo B) tienen
un mayor “efecto Injerto” contra leucerma que los donantes con genes KIR inhibidores
(haplotipo A) Nuestros resultados muestran que el 74% de los donantes tenian al menos
un haplotipo B lo cual podria tener el efecto anti-leucémico en estos trasplantes

El analisis de la base de datos del Locus KIR puede ser aplicado para la evaluacién de
las relaciones genéticas entre poblaciones de diferentes dreas geogrificas en estudios
antropolégicos Adicionalmente, la determinacidon de la frecuencia de genes KIR y su
distribucién en una poblacién puede utihizarse como una buena referencia para estudios
genéticos que identifican asociacién entre los genes KIR y la susceptibihdad a ciertas

enfermedades infecciosas, autoinmunes, reproduccién y céncer



CONCLUSIONES

El presente estudio nos permite llegar a las sigwentes conclusiones

1

Existen en nuestra poblacion de los 16 genes KIR hasta ahora conocidos e
1dentificados como KIR activadores e inhibidores

Los genes KIR inhibidores presentaron mayor frecuencia que los activadores
exceptuando el gen KIR activador 2DS4 que present6 una frecuencia de 91 4%

Es posible predecir los genotipos AA, AB y BB y su frecuencia a través de la
presencia de genes y haplotipos A, B

Los datos de frecuencia de genes KIR en este analisis de la poblacién panameiia,
aporta valiosa informacion a la base de datos mundral

La uptficactén e identificacion de genes KIR realizada en este estudio contnbuye
como cntenio adicional de la seleccion de donantes de células progemtoras

hematopoyéticas en Panama
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