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Resumen

El trasplante renal sigue siendo a dia de hoy el tratamiento de eleccion para la
insuficiencia renal cronica terminal. Se ha demostrado que es mejor terapia sustitutiva
que la didlisis y se relaciona de forma directa con el aumento la supervivencia en estos
pacientes. Sin embargo, el trasplante del 6rgano induce en el receptor una reaccion
inmunologica llamada rechazo que deteriora el injerto y condiciona la calidad de vida
del paciente. Para evitarlo es necesario administrar f&rmacos inmunosupresores que
modulen la respuesta inmunolégica preservando el 6rgano. Es indudable que durante las
ultimas décadas se han producido grandes avances tanto en el conocimiento del sistema
inmunitario como en los tratamientos inmunosupresores que han conducido a una
reduccion de la incidencia de rechazo. Sin embargo, todos estos avances no han tenido

el impacto esperado en la supervivencia del injerto a largo plazo.

Esta situacién nos empujé a investigar sobre aquellos pardmetros que nos permitiesen
predecir con suficiente antelacién los episodios de rechazo y asi poder establecer un
correcto balance entre las terapias de inmunosupresién y una respuesta inmune contra el
injerto. El objetivo principal es conocer los polimorfismos genéticos asociados con el
rechazo y con una peor funcion renal en los pacientes con trasplante renal. Ademas,
pretendemos determinar qué polimorfismos genéticos son capaces de predecir la
respuesta al tratamiento de induccion y correlacionar los polimorfismos genéticos
estudiados asociados a riesgo de sufrir rechazo del trasplante renal con los hallazgos

histopatolégicos en las biopsias.

Entre los biomarcadores que vamos a estudiar en el trasplante se encuentran los
polimorfismos de genes implicados en las cascadas de activacion del sistema
inmunitario, tanto en la primera (polimorfismos de los genes NFKBIA y FOXP3), como
en la segunda (polimorfismos de los genes CD28, CD86 y CTLA4) como en la tercera

sefial (polimorfismos de los genes IL6, IL21, IL17A, IL12B y IL23R). Todos estos genes
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modulan la respuesta del sistema inmunitario pudiendo explicar asi la heterogeneidad en
la evolucion de los injertos. También, nos propusimos analizar una serie de
polimorfismos descritos en la bibliografia que estan asociados con el rechazo renal
(polimorfismos de los genes PTPRO y DEUP1) y con la funcidn renal en pacientes con

enfermedad renal crénica (polimorfismos de los genes UBE2Q2 y UMOD).

Se trata de un estudio de cohortes retrospectivo, a partir de una base de datos
prospectiva de los pacientes trasplantados en el Servicio de Nefrologia del Hospital
Clinico San Carlos. Asi, se incluyeron 869 pacientes consecutivos que recibieron un
trasplante renal en nuestro centro entre el 1 de enero de 2005 y el 31 de diciembre de
2016. Todos los rechazos han sido confirmados histopatolégicamente y categorizados
siguiendo los criterios de la clasificacién de Banff por parte del Servicio de Anatomia

Patologica del Hospital Clinico San Carlos.

Estudiamos el DNA aislado de muestras de sangre anticoagulada de estos pacientes
trasplantados entre 2005 y 2016 para estudiar los episodios de rechazo durante el primer
afio. El estudio genético se realiz6 mediante analisis de SNPs mediante ensayos con
sondas TagMan® en un sistema de RT-PCR 7900HT (Applied Biosystems) y mediante

IPLEX Gold Assay (Sequenom, inc.).

Los resultados encontrados en la primera sefial de activacién inmunitaria mostraron una
asociacion protectora del SNP rs696 del gen NFKBIA para el rechazo agudo celular
(RAC), sobre todo en los pacientes sin tratamiento de induccion con Timoglobulina. En
los SNPs relacionados con la segunda sefial de activacion leucocitaria observamos como
el rs3087243 de CTLA4 conferia proteccion frente al RAC y al RAC de Grado >2 de la
clasificacion de Banff, sobre todo en pacientes que no habian recibido tratamiento de
induccion. También realizamos el analisis de algunos polimorfismos pertenecientes a la

tercera sefial de activacion, y encontramos que el rs4833837 de IL21 presentaba
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proteccion para el RAC <2 de la clasificacion de Banff en pacientes que habian recibido
tratamiento de induccion, sin embargo, era de un factor de riesgo para el rechazo
mediado por anticuerpos (RMA) en pacientes que no habian recibido tratamiento de
induccion. El rs3212227 del gen IL12B se asociaba con un mayor riesgo de padecer
RAC y RAC de Grado >2 de la clasificacion de Banff. Y por ultimo en esta tercera
sefial, encontramos varias asociaciones de los polimorfismos de IL23R: el rs18089677
se asocio con un mayor riesgo de RAC y RAC de Grado >2 de la clasificacion de Banff.
Sin embargo, el rs12070470 y el rs7528924 conferian proteccion frente al RAC y al
RAC de Grado >2 de la clasificacion de Banff, ademas, este Gltimo, también otorgaba

proteccion frente al RMA.

Al estudiar los SNPs que habian sido descritos, previamente en la bibliografia, como
factores de riesgo en el trasplante renal, encontramos que tanto el rs7976329 de PTPRO
y el rs10765602 de DEUPL conferian riesgo de RAC y al RAC de Grado <2 de la
clasificacion de Banff, especialmente en los pacientes que no habian recibido

tratamiento de induccién con Timoglobulina.

Cuando valoramos los SNPs que habian sido descritos como factores de riesgo para la
funcién renal en pacientes con enfermedad renal crénica en no trasplantados sélo
observamos asociaciones con dos SNPs. El rs1394125 de UBE2Q2 era un factor de
riesgo en los pacientes trasplantados al asociarse con una tasa de filtracion méas baja y
una proteinuria mayor. Sin embargo, el rs12917707 de UMOD se asociaba a una mayor

tasa de filtracion y una menor proteinuria en los pacientes estudiados.

Al realizar los estudios de analisis multivariable pudimos comprobar que seguian siendo
factores de asociacion independientes para RAC: rs696 (NFKBIA), rs3087243 (CTLA4),
rs3212227 (1L12), rs10889677 (IL23R), rs12070470 (IL23R) y rs7976329 (PTPRO). Y

para el RAC de Grado >2 de la clasificacion de Banff: rs696 (NFKBIA), rs3087243
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(CTLA4), rs7976329 (PTPRO). Y también para el RAC de Grado <2 de la clasificacion

de Banff: rs7976329 (PTPRO) y rs10765602 (DEUP1).

Asi, podemos concluir que los polimorfismos rs696 del gen NFKBIA, rs231775 de
CTLA4, rs4833837 de 1L21, rs3212227 de IL12B y rs10889677 de IL23R implicados en
la activacion de los linfocitos T, estan asociados con distintos grados de rechazo
inmunoldgico segun la clasificacion de Banff en funcion de que los pacientes hayan
recibido o no tratamiento de induccion con Timoglobulina. También se confirma que
los SNPs, rs7976329 de PTPRO vy rs10765602 de DEUPL estan asociados con el
rechazo inmunoldgico en concreto en aquellos pacientes que presentan RAC de Grado
<2 de la clasificacion de Banff siendo la asociacion del rs7976329 de PTPRO
independiente del tratamiento de induccién con Timoglobulina. Por altimo, podemos
afirmar que de los loci examinados por estar implicados en la funcion renal en pacientes
con enfermedad renal cronica, sélo los polimorfismos rs1394125 de UBE2Q2 y
rs12917707 de UMOD estan asociados con la funcion renal en nuestra cohorte de

pacientes con trasplante renal.
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Nowadays, kidney transplantation is still the treatment of choice for end-stage chronic
kidney disease. It has proven to be the best replacement therapy for dialysis and it is
directly related to increased survival rates in these patients. However, the
transplantation of the organ causes in the receiver an immune reaction called “rejection”
that deteriorates the graft and it conditions the patient's life quality. To avoid this, it is
necessary to use immunosuppressive drugs that modulate the immune response while
preserving the organ. There no doubt there has been a major progress both in the
knowledge of the immune system and in immunosuppressive treatments during the last
decade, which led to a lower rate of rejection’s incident. Nevertheless, not all these

progresses have had the expected impact on long-term allograft survival.

This scenario led us to research those parameters that would allow us to predict in good
time the rejection episodes to point out the right balance between immunosuppression
therapies and an immune response against the graft. The main objective is to know the
genetic polymorphisms associated with rejection and a worse renal function in kidney
transplant patients. Moreover, we want to determine which genetic polymorphisms may
predict the response to induction therapy and we want to correlate the genetic
polymorphisms associated with the risk of suffering kidney transplant rejection with the

histopathological findings in the biopsies.

Among the biomarkers that we are about to study in the transplant there are
polymorphisms of genes involved in the activation of the immune system both in the
first (polymorphisms of the NFKBIA and FOXP3 genes), the second (polymorphisms of
the CD28, CD86 and CTLA4 genes) and the third signal (polymorphisms of the IL6,
IL21, IL17A, IL12B and IL23R genes). All these genes modulate the immune system
response, which may explain the heterogeneity in the evolution of the grafts. In

addition, we set out to analyze a series of polymorphisms described in the bibliography



Summary

that are associated with kidney rejection (polymorphisms of the PTPRO and DEUP1
genes) and with kidney function in patients with chronic kidney disease

(polymorphisms of the genes UBE2Q2 and UMOD).

This is a retrospective cohort study, based on a prospective database of transplant
patients at the Nephrology Department of the Clinico San Carlos Hospital. In this way,
a total of 869 consecutive patients who received a kidney transplant at our Hospital
between January 1, 2005 and December 31, 2016 were included. All the rejections were
confirmed histopathologically and categorized according to the criteria of the Banff

classification by the Pathology Department of Clinico San Carlos Hospital.

We have studied DNA isolated from anticoagulated blood samples from transplanted
patients between 2005 and 2016 to study the rejection episodes during the first year.
The genetic study was performed by analyzing SNPs using TagMan® probes tests in a
7900HT RT-PCR system (Applied Biosystems) and using iPLEX Gold Assay

(Sequenom, Inc.).

The results found at the first signal of immune activation showed a protective
association of the SNP rs696 of the NFKBIA gene for T-cell mediated acute rejection
(TCMR), especially in patients without thymoglobulin induction treatment. In the SNPs
related to the second leukocyte activation signal we observed how CTLA4 rs3087243
conferred protection against TCMR and TCMR Grade >2 of the Banff’s classification,
especially in patients who had not received induction treatment. We also performed
some polymorphisms analysis that belonged to the third activation signal, and we found
that rs4833837 of IL21 showed a protection for TCMR Grade <2 of the Banff’s
classification in patients who had received induction therapy, nonetheless it was a risk
factor for antibody-mediated acute rejection (AMR) in patients who had not received

induction therapy. The rs3212227 of the IL12B gene was associated with an increased
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risk of TCMR and TCMR Grade >2 of the Banff’s classification. Finally, in this third
signal, we found several associations of IL23R polymorphisms: rs18089677 was
associated with an increased risk of TCMR and TCMR Grade >2 of the Banff’s
classification. However, rs12070470 and rs7528924 conferred protection against TCMR
and TCMR Grade >2 of the Banff’s classification, and this last one also conferred

protection against AMR.

When it comes to study the SNPs previously described in the bibliography as risk
factors in kidney transplantation, we found that both PTPRO rs7976329 and DEUP1
rs10765602 conferred risk of TCMR and TCMR Grade <2 of the Banff’s classification,

especially in patients who had not received induction therapy with Thymoglobulin.

When we assessed the SNPs that had been described as risk factors for kidney function
in no transplanted patients with chronic kidney disease we only observed associations
with two SNPs. The rs1394125 of UBE2Q2 was a risk factor in transplant patients as it
was associated with lower filtration rate and higher proteinuria. Nonetheless, the
rs12917707 of UMOD was associated with a higher filtration rate and lower proteinuria

in the patients we studied.

When we performed the multivariate analysis studies, we could verify that the following
were still independent association factors for TCMR: rs696 (NFKBIA), rs3087243
(CTLAA4), rs3212227 (I1L12), rs10889677 (IL23R), rs12070470 (IL23R) and rs7976329
(PTPRO). Moreover, for the TCMR Grade >2 of the Banff’s classification: rs696
(NFKBIA), rs3087243 (CTLA4), rs7976329 (PTPRO). Finally, for the TCMR Grade <2

of the Banff’s classification: rs7976329 (PTPRO) and rs10765602 (DEUP1).

Thus, we can conclude that the polymorphisms rs696 of the NFKBIA gene, rs231775 of

CTLA4, rs4833837 of 1L21, rs3212227 of I1L12B and rs10889677 of IL23R involved in
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the activation of T lymphocytes, all of them are associated with different degrees of
immune rejection according to Banff's classification, depending on whether or not
patients received induction therapy with Thymoglobulin. It is also confirmed that SNPs,
rs7976329 of PTPRO and rs10765602 of DEUP1 are associated with immune rejection
in those patients who present TCMR Grade <2 of the Banff’s classification, being the
association of rs7976329 of PTPRO independent of thymoglobulin induction treatment.
Finally, after analyzing the loci involved in renal function with chronic renal disease we
could confirm that only the polymorphisms rs1394125 of UBE2Q2 and rs12917707 of
UMOD are associated with renal function in our cohort of patients with renal

transplantation.
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1. Trasplante renal: situacion actual

En la actualidad, la mejor opcion terapéutica que existe para tratar la insuficiencia renal
terminal sigue siendo el trasplante. El éxito del mismo radica en que mejora la calidad
de vida del paciente, ademas de reducir las complicaciones y la mortalidad en
comparacién con el tiempo en dialisis™>. Por este motivo, se realizan un nimero
significativo de trasplantes renales en todo el mundo, a fecha de 31 de diciembre de
2019, se produjeron a nivel global 95.536 (19,38 pmp) (Figura 1). En Europa se
Ilevaron a cabo 28.306 (35,69 pmp) de los cuales 3.423 (73,77 pmp) fueron practicados
en Espafia®. Nuestro pafs tiene una amplia experiencia en la realizacion de trasplantes
renales y en la donacion de o6rganos, de los 3.423 rifiones trasplantados, 3.088 (66,55
pmp) se realizaron de donantes cadaveres y 335 (7,22 pmp) de donantes vivos. De los
trasplantes realizados a pacientes procedentes de donantes cadaveres, 2.074 (44,70 pmp)
fueron a causa de una muerte cerebral, mientras que en 1.014 (21,85 pmp) de los casos

se debi6 a donaciones después de una muerte a causa de un evento cardiocirculatorio®.

Total (Total Deceased + Total Living)

T (bttp://www transplant-obsecvatory.ccg

Figura 1: datos de Trasplante en 2019 segun “Those 2019 data are based on the Global Observatory on

Donation and Transplantation (GODT) data, produced by the WHO-ONT collaboration™.
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2. Factores moleculares en el trasplante

A pesar de todos los avances en el proceso de trasplante tanto en el conocimiento del
sistema inmunitario como en el tratamiento inmunosupresor, la pérdida del injerto sigue
siendo un problema importante y el rechazo tiene un papel critico en el deterioro del
organo trasplantado. Como todos sabemos, el sistema inmunitario es un conjunto de
células y factores proteicos disefiados para enfrentarse a aquello que de algin modo no
conoce, o es ajeno a ¢l. Entendiendo el concepto de “extrafio” como aquellas moléculas,
0 antigenos, que no son del propio organismo y por consiguiente no han sido
previamente presentadas a este sistema de proteccién cuando se esta generando® ’. Este
complejo conjunto de factores que conforma el sistema inmunitario humano debe
detectar, identificar y eliminar todo aquello que haya sido incorporado al organismo. En
el trasplante de 6rgano solido el sistema entra en alerta y se ve obligado a rechazar
aquello que no es propio®. Los elementos que participan en este proceso se enumeran a

continuacion.

2.1. El Complejo Principal de Histocompatibilidad en el trasplante

El organismo posee un sistema de identificacion genética que lo hace Unico y diferente
al resto de organismos de la misma especie y de otras especies. Este sistema se llama
complejo principal de histocompatibilidad (MHC, del inglés Major Histocompatibility
Complex), no sélo participa en la identificacion genética, sino que también es la forma
por la cual se presenta todo aquello que es ajeno al propio organismo® °. En humanos,
al MHC se le denomina HLA del inglés Human Leukocyte Antigen, se encuentra
localizado en el brazo corto del cromosoma 6 formando un grupo de genes que estan
asociados entre si mediante una funcién y expresion caracteristicas® *°. Estos loci del

HLA pertenecen a dos tipos de genes muy polimdrficos que se clasifican como clase | y
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clase Il. Estas clases del HLA expresan proteinas que tienen funcion homdloga
presentando antigenos; sin embargo, las estructuras proteicas derivadas de la expresion
de estos genes son diferentes, al igual que es diferente su localizacién en las células del

organismo’.

La clase I comprende aquellos genes que determinan la expresion de una proteina que
va a contener el péptido de presentacion de todo aquello ajeno al organismo que haya

sido procesado por las células® ™.

Clasicamente se describieron por métodos
serologicos dos moléculas asociadas a la presentacion antigénica en el trasplante: HLA-
Ay HLA-B*. El HLA de clase | se expresa de forma constitutiva en todas las células
somaticas nucleadas y su expresion puede ser diferencial dependiendo del tejido y su
estado™. Su via de presentacién antigénica es enddgena, es decir, cada célula procesa
péptidos y los incorpora a la molécula de HLA de la clase | para posteriormente

exponerlos en la superficie celular, y asi, ser reconocidos por las células del sistema

inmunitario, concretamente linfocitos T CD8" citotoxicos®.

La clase Il comprende aquellos genes que forman las dos cadenas que van a presentar
los péptidos no propios que hayan sido capturados por unas células especificas del
sistema inmunitario. El HLA de clase II esta formada por dos cadenas polipeptidicas o y
B cada una codificada en un gen distinto. Clasicamente, de todos estos genes los que se
describieron mediante métodos serolégicos han sido los genes de HLA-DR vy
HLA-DQ™ **. Las moléculas de clase II, al contrario que la clase I, no se encuentran en
toda la célula del organismo, sino que solo estan presentes de forma constitutiva en un
grupo de células del sistema inmunitario: los linfocitos B, los macrofagos y células
dendriticas, éstas son conocidas como las células presentadoras de antigeno, APC del
inglés Antigen Presenting Cell> . También, se encuentran en ciertos endotelios

vasculares y células epiteliales de algunos 6rganos como en el renal, ademas se potencia
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su expresién en micro-ambientes proinflamatorios como es el trasplante®. Estas APC
tienen la capacidad de endocitar y procesar los antigenos exdgenos que encuentren
ajenos al organismo y expresarlos con alta eficiencia en la superficie celular. De esta
forma, seran reconocidos por los linfocitos T cooperadores CD4" para iniciar la

respuesta inmune'’.

La expresion del HLA en las superficies celulares es de 100.000 — 300.000 moléculas® y
estd influenciada por factores externos como la inflamacion o la infeccién que genera
una respuesta de citocinas que aumentan la transcripcion de genes tanto de la clase |
como de la clase Il incrementando su expresion en la superficie® ° y con ello

aumentando su eficiencia inmunoldgica frente al aloinjerto™.

En el trasplante, los antigenos del aloinjerto se pueden presentar de varias formas al
sistema inmunitario del receptor. Dependiendo como sean estas presentaciones se
desencadenan diferentes respuestas en el organismo que conducen, si no se remedia, al

rechazo del 6rgano trasplantado™ %.

La importancia de este paso radica en el
reconocimiento del aloantigeno por el linfocito T mediante el sistema de
reconocimiento del linfocito T o TCR, del inglés T-Cell Receptor. Este es el primer
paso de la respuesta adaptativa frente al injerto, que va a trasmitir la primera sefial de
activacion al linfocito T estimulando la maquinaria genética que da lugar a la expansion

clonal a expensas de las otras sefiales de coestimulacion necesarias™® %°.

En condiciones fisiologicas los linfocitos T reconocen el antigeno presentado por las
moléculas de HLA propias. Sin embargo, la respuesta desencadenada en el trasplante
por los linfocitos T CD4" y/o CD8" del receptor van a reconocer de forma directa los
grupos HLA alogénicos intactos de las células del injerto del donante. Es la via de

19, 20

reconocimiento directo . Las células que presenten la clase | en su superficie

restringiran a los linfocitos T CD8" desencadenando una respuesta citotoxica; sin
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embargo, la clase Il restringira a los linfocitos T cooperadores CD4" generando una
respuesta mediada por citocinas'” #. Este mecanismo implica que la expansién de
linfocitos T alogénicos sea de 100 a 1000 veces mayor que aquellos que no reconocen
péptidos alogénicos ya que tienen la capacidad de reconocer las estructuras del HLA no
propias y a su vez los péptidos alogénicos presentados en las moléculas de HLA del
injerto??. El reconocimiento directo es una de las causas por las que los aloinjertos

pueden desencadenar reacciones de rechazo tempranas y muy intensas™”.

La via mas habitual de presentar antigenos es la via indirecta; en el trasplante también
es usada en la respuesta adaptativa frente al injerto. Las células APC del receptor van a
fagocitar células o restos celulares del donante procesando los péptidos polimorficos del
HLA vy otros péptidos derivados de moléculas cuasi-polimérficas'” ?*. Como resultado,
presentan con moléculas de HLA de la clase Il propias los péptidos alogénicos del

donante desencadenando una respuesta mediada por linfocitos T cooperadores CD4* %,

2.2. Anticuerpos preformados en el receptor

La compatibilidad entre donante y receptor en el trasplante es esencial para un mejor
prondstico de la supervivencia del injerto™ **152% 24 se entiende como compatibilidad
donante-receptor a la concordancia que existe entre los alelos HLA presentes en el
injerto y los del receptor. Clasicamente se han estudiado en el trasplante de 6rgano
s6lido los alelos de HLA-DR, HLA-B y HLA-A'. Se sabe que las incompatibilidades
entre los alelos HLA aumentan el riesgo de sufrir rechazo, y que este es directamente
proporcional a la cantidad de incompatibilidades que haya entre donante-receptor’™ .
Ademas, la supervivencia del injerto va disminuyendo segin aumentan las

incompatibilidades®®8,
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La inmunosupresion ha mejorado el prondstico de los injertos en los receptores
elevando la tasa a un 90% de supervivencia con donantes cadaveres y 95% de

supervivencia del injerto con donantes de vivo en el primer afio post-trasplante'” %

, a
pesar de ello el rechazo del injerto sigue siendo una causa importante de pérdida del
organo debido principalmente a la formacion de anticuerpos anti-HLA, que se generan
de novo en el paciente® ?°. Esta produccién frente a moléculas HLA requiere de un
estimulo antigénico previo que se produce cuando el receptor entra en contacto con
células procedentes de otro individuo cuyas moléculas HLA son diferentes®. Estos
anticuerpos circulantes son especificos del donante y se generan debido a las
incompatibilidades que existen entre los alelos del HLA del injerto y del receptor. Son
los anticuerpos donante-especificos, o DSA del inglés Donor Specific Antiboy, y son
causa de rechazo mediado por anticuerpos®. Es de sobra conocido que el riesgo de
rechazo entre los receptores que no tienen DSA es mucho menor que aquellos que
tienen DSA preformados de trasplantes anteriores, al igual, que el riesgo es muy

elevado en aquellos pacientes que generan DSA de novo, frente al injerto®® .
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3. Células en el trasplante

El dafio tisular que se produce en el trasplante de 6rgano sélido es inevitable debido a
diversos factores, entre ellos los tiempos de espera que provocan una isquemia
prolongada en el érgano y el proceso mismo de manipulacion quirdrgica®. Estos
factores producen una estimulacion de la respuesta inmunitaria, lo que va a generar una
alta demanda celular en el lugar del dafio®® *'. En el transcurso de esta respuesta, las
células van a necesitar una serie de factores solubles (citocinas y quimiocinas) propios
de la respuesta inflamatoria® que estimulan y ayudan a la proliferacion celular. Las

células implicadas en este proceso se describen a continuacion.

3.1. Células presentadoras de antigeno

Como ya comentamos, las APCs tienen la labor de capturar, procesar y presentar el
antigeno a los linfocitos T mediante la restriccion de las moléculas HLA, generando
sefiales que estimulan su proliferacion y diferenciacién’®. Una vez entran en contacto las
células y el antigeno, estas moléculas migran por la membrana plasméatica mediante el
citoesqueleto® * hasta conformar un complejo entramado de interacciones moleculares
donde el eje central es la presentacion TCR-antigeno-HLA 1/l y sus moléculas
accesorias (correceptores CD4/CD8 y moléculas de adhesién). Este contacto celular es
la sinapsis inmunolégica®. Para que la presentacion del antigeno sea efectiva y se
produzca la activacion del linfocito T, deben entrar en contacto durante la sinapsis, otras
moléculas adicionales que se van a encargar de la segunda sefial de activacion. De este
modo los linfocitos T podran diferenciarse a células efectoras CD4" o T colaboradores,
y/o CD8" o T citotdxicos>. Estas moléculas que participan en la segunda sefial han sido
descritas en la literatura debido a su importancia tanto activadora como supresora

celular: CD28, CTLA-4 (del inglés cytotoxic T lymphocyte antigen-4) y CD86°"*.
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Ademas, existe una tercera sefial mediada por citocinas que es indispensable para la
proliferacion y diferenciacion hacia células efectoras. También son parte necesaria las
quimiocinas, que guian la migracion de las APCs hacia los lugares donde se ha
producido un dafio tisular o hacia los sitios de presentacion antigénica, como son los

ganglios linfaticos*™**. Dentro de las APCs destacamos las siguientes.

3.1.1. Células dendriticas

Las células dendriticas (CDs) son APCs de origen hematopoyeético que se encuentran
residentes en los tejidos y los dérganos, las cuales tienen la capacidad de presentar
antigenos de manera efectiva a los linfocitos T CD4" y CD8* **. Estas células tienen una
alta concentracion de moléculas HLA en su superficie que pueden presentar alopéptidos
que conduzcan a un rechazo®™. Esto es debido a la estimulacién producida por ciertas
citocinas pro-inflamatorias como IL-12 que activan a la célula y la inducen a migrar a
los organos linfoides secundarios donde se encuentran con los linfocitos que

desencadenan el rechazo.

3.1.2. Células fagociticas mononucleares

Los monacitos son células de origen hematopoyético circulantes en sangre periférica,
gue una vez que se establecen en un tejido tienen mayor capacidad de fagocitar,
denominandose macrofagos. Estos macréfagos son APCs que tienen la habilidad de
regular la respuesta pro-inflamatoria o anti-inflamatoria*’. Estas células tienen la
capacidad de eliminar las células dafiadas por la cirugia del trasplante. Esto hace que
sean capaces de procesar los aloantigenos procedentes del donante y los presenten a
través de moléculas de HLA; una vez se han activado los macréfagos tienen mayor
capacidad de expresar moléculas de HLA de la clase Il. Ademas, los macréfagos activos

secretan citocinas pro-inflamatorias como IL-1, IL-6, CCL8, TNF-a, IL-12 e INFs que
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reclutan y activan al componente celular en el injerto dirigiendo las primeras etapas del
rechazo inmunitario® *’. Se ha visto que la mejora en la supervivencia del trasplante se

asocia a la reduccion de la infiltracion de estas células en el injerto®.

3.2. Células efectoras

El siguiente grupo de células que participan en la respuesta son las efectoras. Estas
células van a intervenir de manera activa en el balance de la tolerancia-rechazo del
trasplante, de forma que son capaces de modular la respuesta o destruir aquellos
componentes que no son del propio organismo. Se caracterizan por pertenecer a la

respuesta inmunitaria adaptativa, son los linfocitos B y los linfocitos T.

3.2.1. Linfocitos B

Los linfocitos B son células que se originan y maduran en la médula ésea. Estas células
son las precursoras de las células plasmaticas, que son las productoras de anticuerpos®.
Los linfocitos B necesitan varias sefiales de activacion; la primera, es el contacto del
antigeno con el receptor de reconocimiento antigénico o BCR (del inglés, B Cell
Receptor). Los antigenos pueden ser reconocidos en su forma soluble o mediante el
contacto en la superficie de una APC* °'. Una vez se transmite la primera sefial, las
células B necesitan una segunda sefial de activacion que es proporcionada por los
linfocitos T CD4" foliculares (Tfh) en la zona T/B de los foliculos germinales de los
organos linfoides secundarios. Al activarse completamente el linfocito B sufre una
transformacion hacia célula plasmatica, productora activa de anticuerpos especificos
frente al aloantigeno (de alta afinidad), que migra para enquistarse en la médula ésea*®”
> Desde la médula 6sea produciran DSAs, que se han visto asociados con rechazo

humoral mediado por anticuerpos, que repercuten de manera severa en la supervivencia
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del injerto™. De hecho, los métodos terapéuticos actuales no alcanzan a prevenir el 10%
de los DSAs que se generan de novo en el trasplante durante el primer afio y que son
gravemente lesivos para el injerto®!. Ademés, se ha relacionado de forma directa a los
DSA con el rechazo mediado por células T°2. Todo esto indica que los linfocitos B

tienen un papel decisivo en el trasplante™.

3.2.2. Linfocitos T

Los Linfocitos T se caracterizan por tener un TCR capaz de reconocer los antigenos
presentados en el contexto del HLA. Este receptor les clasifica en dos subpoblaciones
en base a la composicion de sus cadenas polipeptidicas: los TCR af, que son el 95% del
total, y los TCR vy que comprenden el 5% restante®. Como anteriormente se comento,
este receptor es el encargado de la transmision de la primera sefial de activacion en los
linfocitos T, pero necesita la ayuda unas moléculas colindantes que les permitan
reconocer con exactitud las particulas del complejo HLA sin error. Estos co-receptores
son los CD8 y CD4, los cuales van a reconocer las moléculas de HLA de clase | y clase
Il, respectivamente. Estos marcadores de superficie nos van a volver a clasificar de
forma exclusiva y dicotomica las células T en dos grupos, las derivadas de CD8" o
citotoxicas (Tc) con funciones liticas sobre las células del injerto y las CD4" o
colaboradoras (Th, del inglés T helper) con funciones de coordinacion de la respuesta

inmunitaria dirigida por citocinas que dafian el injerto por induccién de la inflamacién®®

55, 56
3.2.2.1. Linfocitos CD8" o citotdxicos

Los linfocitos CD8" estan restringidos por el HLA de clase I°’. Son indispensables para
el mantenimiento de la inmunidad frente a patdgenos invasores y frente a tumores™.

Estas células proliferan y se diferencian a Tc, cuya actividad citolitica va decayendo con
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el tiempo y también se genera un tipo celular CD8" de memoria capaz de reaccionar
nuevamente al dafio de forma més rapida y agresiva®. En el trasplante, los linfocitos
CD8" son capaces de llegar mediante diferentes estimulos citocinicos y quimiocinicos al
lugar donde esté el injerto, una vez alli reconocen los HLA de clase | e inducen la
proliferacion de Tc. Esto conlleva a la destruccion del injerto mediante la induccion de
apoptosis celulares*. Este mecanismo de apoptosis celular es bien conocido en estas
células, bien sea por su receptor estimulador de la apoptosis Fas-ligando, bien sea por la
secrecién de factores solubles (granzimas y perforinas) capaces de inducir la muerte de

145 Todos estos mecanismos causan disminucion de la

las células del injerto
supervivencia del injerto y retraso en la funcion del injerto debido a la destruccién
celular intra-injerto®®. Cabe destacar, que los linfocitos T CD8* son los primeros
causantes del rechazo en etapas tempranas, pero que la principal causa de rechazo esta

ligada a la inflamacién inducida por citocinas procedentes de los linfocitos CD4* ® ®,

3.2.2.2. Linfocitos CD4" o colaboradores

Los linfocitos Th reconocen péptidos alogénicos en el contexto de la clase 11 del HLA>'.
Como ya se ha comentado, la principal funcién efectora de estas células es la
coordinacion de la respuesta inmunitaria mediante la secrecién de citocinas. Las
citocinas acttan de diferentes formas en las células diana; produciendo activacion y
generacion de anticuerpos en los linfocitos B*" 6% 9: activacién del endotelio vascular
para el transvase de células inmunitarias* %; mantenimiento de la inmunidad innata y la
inflamacion® *; y, especialmente promoviendo y regulando la respuesta celular mediada
por células T. Esto conduce a la diferenciacion de las distintas subpoblaciones de
linfocitos ThO en Thl, Th2, Th1l7, Tfh y los linfocitos T reguladores (Treg) todas ellas

implicadas en procesos de rechazo del injerto®®’.
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3.2.2.2.1. Linfocitos Thly Th2

Clasicamente se ha separado los linfocitos CD4" en dos grupos, Th1l y Th2, en funcion
de la citocinas que secretaban®®. Los Thi, principalmente, se caracterizan por la
secrecion de INF-y, IL-2 y TNF-a, mientras que las células Th2 secretean una amplia
gama de citocinas, tales como IL-4, IL-5 e 1L-13%® (Figura 2). Ambas vias se han
considerado mutuamente excluyentes, ya que las citocinas que producen unos inhiben a
las de la otra clase celular®; esto indica que sus funciones seran diferentes y sus vias de
expansion clonal determinaran unas consecuencias distintas en el trasplante. La Thi,
tienen la capacidad de activar frente al injerto a los linfocitos Tc y a los macr6fagos
induciendo la respuesta celular tipicamente relacionada con el rechazo agudo®. En las
biopsias de pacientes con rechazo agudo en trasplantes de rifidbn se encontrd

principalmente INF-y, caracteristico de las Th1%

. Mientras que las Th2, son células que
estimulan las vias independientes de fagocitos: se caracterizan por potenciar la
produccion de anticuerpos T-dependientes (aquellos que han sido previamente
reconocidos por linfocitos T aloreactivos) y estimular la inflamacién™. Se ha sugerido
que los rechazos cronicos estan asociados a las células Th2, ya que se han visto en
biopsias realizadas en estos rechazos’" . Ademés, como hemos comentado estan detréas
de los rechazos mediados por anticuerpo por su capacidad de estimular las células B*:
"0 Clésicamente se crefa que el balance entre Thly Th2 determinaba el equilibrio entre
el rechazo y la tolerancia’, actualmente se conocen mas lineas celulares que intervienen

de forma compleja en el trasplante alterando el clésico paradigma®® ™.

3.2.2.2.2. Linfocitos Th17

Las citocinas como el factor de crecimiento transformante [ (TFG-B, del inglés

Transforming Growth Factor f5), IL-6, IL-1, IL-21 y IL-23 son capaces de diferenciar
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los ThO hacia los linfocitos Th17*% . Su principal funcién es generar un nexo entre la

inmunidad adaptativa y la innata, mediante la secrecion de 1L-17 ™ ™

(Figura 2); esta
citocina es capaz de estimular a los neutrofilos y reclutarlos al lugar del aloinjerto donde
se producen lesiones por su actividad®. Estas células, también, tienen la capacidad
intrinseca de producir IL-21 que juega un papel indispensable en la activacion autocrina
de los Th17 ™ en la generacién de linfocitos foliculares y en el desarrollo de
anticuerpos mediante la estimulacion de los linfocitos B en los centros germinales’ ™
" Diversos estudios han demostrado que estas células estan claramente implicadas en

el rechazo de 6rganos™ 8",

3.2.2.2.3. Linfocitos T foliculares

En los ganglios linfaticos se encuentran los linfocitos Tfh, estos son necesarios para la
maduracion de los linfocitos B, y decisivos para la produccién de inmunoglobulinas en
los rechazos mediados por anticuerpos. Estas células estan reguladas bajo la citocina

IL-21 necesaria para su diferenciacion™® (Figura 2).

3.2.2.2.4. Linfocitos T reguladores

Los linfocitos Treg son las células de la inmunidad adaptativa capaces de suprimir la
respuesta inmunitaria y mantener la tolerancia frente a lo propio. Su capacidad es
adquirida sobre todo en el timo, donde reconocen péptidos del organismo generando
respuestas de tolerancia que derivan en células timicas (tTreg) o naturales; por otro lado,
pueden desarrollarse a partir de CD4" virgenes en la periferia cuando son expuestas a un
antigeno propio o ajeno, por lo que estas células seran inducidas (iTreg)®* ®. Los Treg
son identificados por ser CD4*, FoxP3", CTLA-4° y CD25%"° 8 8 de estos
marcadores el mas interesante de la linea celular es el FoxP3 % % Este factor de

transcripcion es el controlador maestro que permite que se desarrollen y diferencien los



ThO cuando son expuestos a un gradiente de TGF-B®. Estas células van a ejercer su
principal actividad mediante dos vias: por la capacidad supresora de las citocinas
secretadas IL-10 y TGF-B (Figura 2); y, por la supresién por contacto molecular con B7
de las APCs mediante la unién a CTLA-4%*#". En el trasplante se ha visto que su efecto

es beneficioso para la supervivencia del injerto®".

4
IL-2 21
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IL-17A
e
- e
-2 IL-6, IL-23 IL-21
IL-10 IL-23
IL-13
Th17
Th2

<=8
o
o
=

IL-10
L35
TGE-B

Tregs

Figura 2: diferenciacion celular de las células ThO a sus células activas. Adaptado de CD4+ T-cell subsets in

transplantation. .
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4. Rechazo Inmunoldégico del Injerto

Hemos revisado las bases moleculares del reconocimiento de péptidos alogénicos y las
células implicadas en los mecanismos que median el rechazo inmunoldgico. El rechazo
de un 6rgano por parte del receptor es la consecuencia de la activacion del sistema
inmunitario frente al donante; clasicamente el rechazo se ha clasificado por sus
caracteristicas histopatologicas y su evolucion temporal, en lugar de los mecanismos
inmunoldgicos. Nosotros nos centraremos en las caracteristicas inmunolégicas, ya que
las distintas manifestaciones pueden ser consecuencia de las de las variantes genéticas

que subyacen en el rechazo®.

4.1. Rechazo hiperagudo

Este rechazo se caracteriza por iniciarse en las primeros minutos u horas del trasplante y
conlleva la oclusién trombética del injerto mediada por anticuerpos preexistente en el
receptor (DSAs frente al HLA o anticuerpos frente a los grupos ABO) que son capaces
de detectar rapidamente los antigenos del donante desencadenando una cascada de
inflamacion mediada por el complemento y las células innatas inflamatorias. Suele

conducir a la pérdida del injerto por una necrosis isquémica irreversible®.

4.2. Rechazo agudo

El rechazo agudo (RA) es un proceso inmuno-histolégico de lesion del parénquima del
injerto y los vasos sanguineos, que esta mediado por células T y anticuerpos
alorreactivos. Para que se dé este rechazo, se necesita un tiempo de generacion de las

células T y los anticuerpos, que esta definido dentro de los 3 primeros meses®’. Aunque
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con los avances de la inmunosupresion, este tiempo se ha alterado pudiendo
desencadenarse la lesion por rechazo en cualquier periodo post-trasplante y por causas

como la falta de compromiso con el tratamiento® *“.

4.2.1. Rechazo agudo mediado por células

Los principales mecanismos que causan este rechazo agudo mediando por células
(RAC) son la inflamacion generada por la secrecion de citocinas por las células Thy la
destruccion celular del injerto a causa de los linfocitos Tc. Los linfocitos Th
fundamentalmente son Thl que contribuyen a la inflamacién por la secreciéon de INF-y,
IL-12 y TNF-a, y los Th17 que secretaran IL-17 y IL-21; estas citocinas estimulan el
choque celular inflamatorio potenciando el dafio en el endotelio vascular e
intersticial® ** %, La confirmacion se hace mediante el analisis de las biopsias segtn los

criterios de Banff %,

4.2.2. Rechazo mediado por anticuerpos

En el rechazo mediado por anticuerpos (RMA), los aloanticuerpos del receptor
reconocen los antigenos del donante, especialmente los aloantigenos del HLA que se
encuentran en los endotelios vasculares renales, esto provoca una lesion endotelial junto
a una trombosis intravascular que dafa al injerto e inicia una respuesta inmunolégica
creciente. Esta unién anticuerpo-antigeno permite la union del complemento que va a
lisar las células, emitiendo sefiales no especificas de inflamacién que reclutan a
neutréfilos, NK y macréfagos expandiendo la inflamacion dependiente de anticuerpo
(ADCC, del inglés Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity) 8. Como en el rechazo
celular su confirmacion se realiza en las biopsias de los injertos renales segun los
criterios de Banff %. Este tipo de rechazo puede evolucionar frecuentemente a rechazo

crénico o pérdida del injerto®.



4.3. Rechazo crénico

El rechazo cronico lo provoca una activacion residual, frente al donante, de los
linfocitos y de los anticuerpos presentes en el receptor'®. Se manifiesta a partir del tercer
al sexto mes en adelante pudiendo progresar de un rechazo agudo o no®. Se caracteriza
por la activacion de células aloreactivas que van a secretar citocinas que estimulan el
crecimiento celular del endotelio, y de las células del parénquima. Esto, junto con el
dafio procedente de los DSA producidos de novo, van a conducir al injerto renal a una

fibrosis/esclerosis isquémica del parénquima que poco a poco lo deja afuncional®® %,

5. Factores de riesgo implicados en el fallo del injerto

Existen diversos factores que predisponen a tener un mayor indice de fracaso en la
supervivencia del injerto. Estos factores se pueden clasificar como inmunolégicos y no
inmunoldgicos, y pueden darse tanto por separado como de forma sinérgica
contribuyendo al fallo del érgano. No obstante, es de todos conocido que el papel de los

factores inmunolégicos es decisivo para la supervivencia del injerto® 1.

5.1. Factores no inmunolégicos

Los factores no inmunoldégicos son aquellos cuya causa no depende de forma directa del
sistema inmunitario 0 no es una consecuencia derivada de este. Entre los mas
significativos estan: tipo de donante, edad del donante/masa renal asociada, sindrome
isquemia-perfusion, retraso en la funcion del injerto (DGF, del inglés delayed graft
function), toxicidad a causa del tratamiento inmunosupresor (1S), la infeccién virica y la

enfermedad recurrente de base (Figura 3).



Introduccion

5.1.1. Tipo de donante

Los donantes de rifiones se pueden clasificar en dos ramas, donantes de vivo y donantes
cadaveres. Esta procedencia marca la evolucion del injerto en el receptor® ', Est4 bien
fundamentado que los 6rganos de donantes de vivo, tienen mejor supervivencia que
aquellos que provienen de un cadaver esto se debe a que no sufren casi sindrome de
isquemia-reperfusion y con ello no se genera necrosis tubular> 1%, Los donantes cadéaver
se pueden subdividir en dos tipos, aquellos que provienen de muertes encefalicas
(DME) (accidente cerebrovascular, traumatismo craneoencefélico, etc.) y los

procedentes de muertes por parada cardio-circulatoria (DMC).

5.1.2. Edad del donante / masa renal funcional

La edad del donante es otro factor fundamental en la supervivencia del injerto’®. Esto
puede explicarse por el envejecimiento de la masa renal efectiva, que produce una
reduccion de la misma por un exceso de uso (hiperfiltracién) que avoca a una

proteinuria y una glomeruloesclerosis del 6rgano®®*.

5.1.3. Sindrome isquemia-reperfusion

El dafio por isquemia del 6rgano y/o el dafio de la reperfusion es otro factor critico para
el trasplante renal tanto para la aparicion de DGF como para la supervivencia del injerto
a largo plazo'®. En gran medida la reperfusion del 6rgano también contribuye al
proceso pro-inflamatorio que junto con la isquemia van a desencadenar un aumento de
la inmunogenicidad (una tormenta citocinica, expresion de moléculas de adhesion,
expresion de moléculas co-estimuladoras y del HLA, etc.) que facilita el rechazo del

6rgano v la reduccion de la supervivencia'®.
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5.1.4. Retraso en la funcion del injerto

El DGF se define como la necesidad de dialisis en la primera semana post-trasplante, y
es debido béasicamente al proceso de manipulacion del érgano. Este fendmeno se
produce fundamentalmente por los tiempos de isquemia y el proceso de reperfusion
sanguinea del 6rgano, que necrosan tejido funcional y elevan la inmunogenicidad'”’. El
DGF se valora mediante la elevacion de la proteinuria y el descenso de la tasa estimada

de filtracion glomerular (eGFR).

5.1.5. Toxicidad a causa del tratamiento inmunosupresor

Los farmacos IS son fundamentales para la supervivencia del injerto a corto y largo
plazo. Sin embargo, determinados farmacos IS, como los anti-calcineurinicos, causan

nefrotoxicidad, lo que puede generar un fallo en el injerto por dafio del 6rgano™®.

5.1.6. La infeccion virica

La infeccion es una de las mayores causas de muerte en los pacientes trasplantados'®.
Debido a la inmunosupresion los pacientes sufren infecciones oportunistas, dentro de
las méas prevalentes que causan pérdida del injerto son el CMV vy el virus BK. El CMV
se comporta como inmunomodulador que interfiere en el correcto funcionamiento
inmunolégico pudiendo desembocar en un rechazo'%; mientras que el virus BK, genera

una pérdida del injerto secundaria a la infeccion'*.

5.1.7. Recurrencia de enfermedad de base

Otra de las posibles causas de pérdida del injerto o de su funcion es la enfermedad renal
recurrente de base; se ha demostrado mediante biopsias que los pacientes con estas

patologfas tienen mayor fallo en la funcién del aloinjerto a largo plazo**2.
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5.2. Factores inmunoldgicos

Los factores inmunoldgicos son decisivos para la aparicion de rechazo del injerto en el
receptor. A continuacion, comentaré los mas importantes que causan fallo del 6rgano:
discordancia HLA donante-receptor, sensibilizacion previa o de novo al HLA, no

cumplimiento del tratamiento y episodios de rechazo (Figura 3).

5.2.1. Discordancia HLA donante-receptor

Como se ha comentado anteriormente, el incremento de incompatibilidades entre los
alelos de HLA-A, HLA-B y HLA-DR del donante y receptor merma la supervivencia
del injerto, y se asocia con un mayor riesgo de sufrir rechazo* ** > ?*_ Este riesgo es
directamente proporcional segun aumentan las incompatibilidades en los alelos del
HLA*2_ De hecho, el efecto beneficioso del emparejamiento HLA 100% compatible

supera a los tiempos prolongados de isquemia fria'**.

5.2.2. Sensibilizacion previa o de novo al HLA

La sensibilizacion a los grupos del HLA de clase | (A y B) y a la clase Il (DR) genera
anticuerpos frente a estos antigenos y pueden proceder de transfusiones, embarazos o
trasplantes previos® 4. La presencia de estos anticuerpos sirve para calcular el PRA o
panel de reaccion a anticuerpo; que mide la posibilidad de trasplantar al paciente en

dicha poblacion*®

. Ademas, cuando estos anticuerpos se dirigen contra los grupos HLA
del injerto se denominan DSA, como ya describimos. Se ha observado que aquellos
pacientes con altos niveles de PRA, tienen mayor probabilidad de presentar DSASs; y

como es légico de rechazar el 6rgano® . Como se comentd, el riesgo de rechazo entre

los receptores que no tienen DSAs es mucho menor que aquellos que tienen DSAs



preformados, al igual, que el riesgo es muy elevado en aquellos pacientes que generan

DSA de novo, frente al injerto®* %,

5.2.3. No cumplimiento del tratamiento

El incumplimiento del tratamiento o su abandono tienen consecuencias catastroficas en
el prondstico de supervivencia del injerto*’. Se conoce bien que las dosis subéptimas o
el abandono total del tratamiento ceba el sistema inmunitario incrementando su efecto
lesivo frente al injerto. Siendo ésta una causa de aumento del rechazo y pérdida del
injerto, que segun Butler et al. supone siete veces mas riesgo para aquellos que no

cumplen el tratamiento que aquellos que si lo hacen™*®.

5.2.4. Episodios de rechazo

Dentro de los factores inmunoldgicos, los rechazos agudos son el factor mas importante
para la supervivencia a largo plazo y la pérdida del injerto. Se ha observado que el
rechazo post-trasplante a partir de los 60 dias, los episodios de rechazo recurrentes y la
gravedad de los mismos son factores de un peor pronostico en la evolucion del 6rgano
injertado™® . Los nuevos tratamientos inmunosupresores han conseguido que el
riesgo de rechazo agudo en el primer afio post-trasplante sea menor del 15% . Sin
embargo, los episodios de rechazo siguen ocurriendo y las tasas de supervivencia por

encima de los 5 afios permanecen inalteradas'®.
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Figura 3: Factores de riesgos inmunolégicos y no inmunolégicos

En definitiva, a pesar de todos los progresos en el conocimiento del sistema inmune y

en la terapia inmunosupresora, el rechazo sigue siendo una de las principales causas de

pérdida del 6rgano y de que la supervivencia a largo plazo del injerto no haya mejorado.

Es todavia necesario buscar biomarcadores no invasivos con suficiente poder prondstico

que nos ayuden no solo a prevenir el rechazo del 6rgano trasplantado, sino también a

mejorar la supervivencia a largo plazo del mismo.



BT troduccion

6. Polimorfismos asociados al trasplante renal

Como se viene describiendo, la opcion terapéutica més eficiente para la enfermedad

renal cronica terminal es el trasplante renal* *°

, pero en la actualidad el clinico carece
de las herramientas no invasivas con suficiente poder predictivo para el seguimiento y
evolucion del injerto'®. El estudio de biomarcadores genéticos que se asocien al
prondstico del trasplante nos parece una opcion que cumple perfectamente estos
requisitos’®*. Hasta la fecha se han realizado diversos estudios basados en
polimorfismos de cambio de un solo nucledtido (del inglés Single Nucleotide
Polymorphism, SNP) localizados en la secuencia del gen o en sus regiones reguladoras
de la expresion®’. También estudios de barrido genémico o0 GWAS (del inglés Genome-
Wide Association Studies) que han permitido localizar SNPs a lo largo del genoma y
relacionar potenciales genes que causan la enfermedad, u otras modificaciones
fenotipicas que conduzcan a la patologia'® *?®, Por ello, algunos trabajos han intentado

despejar las incognitas genéticas del trasplante*?®*%,

Nosotros nos propusimos estudiar, en nuestra poblacion de pacientes trasplantados
caucasicos, diversos SNPs que pudiesen presentar una asociacion causal con el
trasplante y proponerlos como potenciales biomarcadores predictivos de la evolucion

del injerto. Agrupamos estas variantes polimorficas en dos grandes bloques:

1. Polimorfismos localizados en regiones con un papel crucial en la respuesta
aloinmune, ya sea por su poder pro-inflamatorio o anti-inflamatorio.

2. Polimorfismos que se han encontrado asociados con la funcion renal, en pacientes
no trasplantados y que vamos a valorar en nuestra poblacion de pacientes

trasplantados.
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6.1. SNPs relacionados con respuesta aloinmune

Dado el papel crucial que tiene el rechazo en la supervivencia del injerto tanto a corto

como a largo plazo, este abordaje nos parecié indispensable.

6.1.1. Polimorfismos localizados en factores de transcripcion implicados en la primera

sefal de activacion de linfocitos

El gen NFKBIA codifica para IkBa, una de las proteinas responsables de la inhibicion
del factor de transcripcion NF-kB que actta en la via TCR que es la primera sefial de
activacion®®*®, Este represor, mantiene bloqueado a NF-kB impidiendo su
translocacion al nucleo y expulsandolo del mismo, asi IkBo puede modular la actividad
transcripcional de NF-kB*°12 34 por o tanto, la fosforilacion, ubiquitinacion y
degradacion de IkBa activa NF-kB mandandolo al ntcleo donde activard los genes
necesarios para la inflamacion, la diferenciacion celular y la expresion de moléculas de

adhesion®®® 132 134

En el injerto renal post-trasplante, este gen también tiene
repercusion, ya que se ha descrito que cuando hay dafio tisular, las células renales
expresan NF-kB fomentando el estado pro-inflamatorio™?* **. Por otro lado, se ha
sefialado que NF-xB actia regulando vias de forkhead box P3 (FOXP3), que es un
factor de transcripcion que participa en la diferenciacién de células ThO a Treg*3* 135437,
Nos propusimos estudiar el SNP, rs696, que se localiza a +126 C/T en la region 3° UTR
del gen NFKBIA gue se ha visto implicado en la reduccion de estabilidad, la exportacién

fuera del ndcleo y la traduccion del mRNAR* 18140 por esp, este SNP se ha asociado a

RAR" 1 nor aumento de la inflamacion.

La proporcion de Treg en sangre periférica es aproximadamente del 5 al 10% de las
células T CD4% 84 141 Estas células son indispensables para mantener la tolerancia

reduciendo la inflamacion y con ella una mejor adaptacion del injerto en el



ETE troduccion

receptor® ® 13" Como comentabamos anteriormente en el desarrollo y funcion de las
células Treg, el factor de transcripcion FOXP3 tiene un papel destacado por lo que el
estudio del gen FOXP3 nos parece esencial para el conocimiento de estas células®® % #".
Se ha descrito que varios polimorfismos situados en el promotor del gen FOXP3 pueden
afectar a su expresion ya que se encuentran en sitios de union para factores de
transcripcion, y con ello, pueden alterar las funciones de las Treg*" ¥#14" Asi, nos
propusimos estudiar dos SNPs del gen FOXP3 que se localizan en la region promotora.
Uno de ellos, rs3761548, situado a -3251 G/T ha sido descrito por varios autores

AV ML 147 y otros no encuentran dicha asociacion®*® 145 148 E[ otro SNP,

asociado a R
rs2232365, se encuentra en la posicion -924 T/C. Igualmente, hay controversia respecto

a la asociacion con el RA" 143147,

6.1.2. Polimorfismos localizados en moléculas que participan en la segunda sefial de

activacion de Linfocitos

En este grupo nos propusimos estudiar diversos SNPs localizados en los genes CD28,
CD86 y CTLA4. La molécula CD28 es un receptor activador que facilita la
transduccion de sefiales co-estimuladoras®. Esta presente de forma constitutiva en las
membranas de todas las células T CD4", tanto virgenes como activadas, y en el 50% de
las células T CD8" *°. Esta molécula contacta con las APC, mediante CD80 y CD88,
aumentando la proliferacion celular mediante la expresion de la citocina proliferativa

IL-2 y aumentando la supervivencia celular®® %0 13

(Figura 4). Nosotros nos
propusimos estudiar dos SNPs, uno relacionado con CD28 (rs3116496) y otro asociado
con CD86 (rs1129055). El SNP rs3116496 T/C se localiza en tercer intron del gen
CD28 y se ha descrito que puede afectar de alguna forma al splicing del gen'*2. El otro

SNP, rs1129055 se localiza en el exdn 8 del gen de CD86 y da lugar a una transicion de

+1057 G/A que provoca una mutacién missence de una alanina®* (GCC) por una
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%94 (ACC) lo que genera un punto de fosforilacién nuevo™® que puede afectar de

treonina
forma considerable a la funcion de la APC modificando su capacidad de inducir

respuesta aloinmune™*.

Localizado también en la membrana de los linfocitos T, se encuentra CTLA-4 (CD152)
que es un co-estimulador negativo con la capacidad de unirse con alta afinidad, de 10 a
100 veces mas que CD28 ™°, a sus ligandos CD80 y CD86 *** **_ En el gen de CLTA4
seleccionamos dos SNPs, rs231775 y rs3087243, que se han visto relacionados con la
expresion de la molécula y el trasplante. EI SNP rs231775 se encuentra en el exon 1 del
gen de CTLA4 en la posicion +49 A/G, esta variante provoca un cambio missence, el
alelo A codifica para un codén de treonina®’ (ACC) vy el alelo G para uno de alanina®’
(GCC)™®. Este cambio genera un desequilibrio en el balance habitual de la expresion y
el mantenimiento de CTLA-4 en la membrana celular (CTLA-4) lo cual implica una
bajada de los niveles de ;CTLA-4 y con ello una desregulacion del sistema inmunitario
para la supresién de sefales activadoras (Figura 4). EI SNP rs3087243 se localiza en +
6411 G/A (rs3087243) en la region 3’ UTR, también llamado en la literatura CT60. Este
SNP se ha correlacionado con la secrecion de bajos niveles de la forma soluble de
CTLA-4 (CTLA-4)"8 %° Y3 que CTLA-4 se regula a nivel post-transcripcional por
splicing alternativo; asi, en CTLA-4 se trascribe todo el gen mientras que en sCTLA-4

se elimina el exén 3 generando la forma alternativa soluble® (Figura 5).
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6.1.3. Polimorfismos localizados en citocinas y receptores que participan en la tercera

sefial de activacion de Linfocitos

La IL-6 es una citocina pro-inflamatoria que tiene efectos pleiotropicos tanto locales
como sistémicos™™. Induce la sintesis en el higado de otros mediadores inflamatorios
(proteinas reactantes en fase aguda), estimula la produccion de neutréfilos en la médula
6sea, la proliferacion y secrecion de anticuerpos en las células B, y promueve la
diferenciacion a linfocitos Th17 ®. Es sintetizada por fagocitos mononucleares, por
células linfoides (Th2 y B), por las células endoteliales vasculares y por los
fibroblastos® *. En trasplante, debido a su poder pro-inflamatorio, se han estudiado

biopsias de pacientes con rechazo renal viendo altos niveles de mRNA de IL6 2

y
asociandolo con altos niveles de IL-6 en sangre en pacientes con RA®3. Nosotros nos
propusimos estudiar rs1800795, este SNP se encuentra localizado a -174 G/C en la
region promotora de IL6. Se ha visto que la transicion del alelo G al C provoca una

reduccion de los niveles de mMRNA vy con ello una bajada de la produccion de IL-6%*

165

La IL-21 es una citocina pro-inflamatoria producida por células T activadas,
especialmente Th2, Th17 y células Th foliculares. Sus efectos son pleotrépicos tanto en
la respuesta innata como adaptativa’®. En concreto, la IL-21 activa e incrementa la
citotoxicidad a las NK, las CD8" *" y a las Th17 8 estas Gltimas la secretan via
autocrina, sobre-estimulandose® (Figura 6). Por otro lado, la secrecién de esta citocina
por las células Tth, estimula la diferenciacion de los linfocitos B a células plasmaéticas
en los centros germinales y facilita el cambio de isotipo de los anticuerpos naturales a
IgG’. En el trasplante, IL-21 acttia de forma dual mediante la via celular potenciando el

7 168

incremento de Th y la citotoxicidad de CD8" y NK; lo cual puede desembocar en



un rechazo celular®. Y mediante la via humoral facilitando la produccién de

anticuerpos”. En base a su relacién con el trasplante

1%8 nos propusimos estudiar los

SNPs de 1L21, rs2055979 y rs4833837. El primero, rs2055979, se localiza a +1472 G/T

en una region intronica y el rs4833837 se localiza a +5250 G/A en el exon 3, el cual

genera un cambio sinénimo de una cisteina'®® que puede estar afectando a la estabilidad

del MRNA alterando su expresion'”.
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Figura 6: funciones de IL-21, adaptada de The role of IL-21 in immunity and cancer .




Introduccién

La IL-17A (CD217), es una citocina que actia como puente entre la inmunidad innata y
la adaptativa’’* fomentando un estado pro-inflamatorio que estimula la produccién de
factores como la IL-1, IL-6, CCL-8, IL-21, TNF-a y el factor estimulante de colonias de
granulocitos (G-CSF). Es secretada principalmente por las células Th17 después de

haber sido estimulada por otras citocinas inflamatorias como 1L-237> 17 172

, aunque
también IL-17 es producida por otras células como las T-af}, las T-yd, NK, neutroéfilos,
macréfagos y células dendriticas’® ™. Su principal misién es generar un estado de
activacion de la inflamacion coordinando a los neutréfilos y los macréfagos para que
protejan de la agresion de patégenos bacterianos y flngicos'’®. Esta actividad
inflamatoria tiene repercusion sobre los pacientes trasplantados, ya que la 1L-17 activa
vias de expresion del HLA-I, asi como el factor NFkB'"*. Ademas, estimula a las

B8 17 estimula las células

células T y las sintesis de anticuerpos en células
endoteliales de los tdbulos y recluta a neutréfilos; que, en suma, fomentard un
microentorno pro-inflamatorio desfavorable para el trasplante promoviendo el rechazo™
76.8L 173, 175 'Nosotros nos propusimos estudiar el SNP, rs2275913, el cual se sitia en la
region promotora del gen IL17A a -197 A/G. Esta variante se ha visto asociada a

A8O, 176

cambios en la expresion dellL-17 , por lo que se la ha asociado como factor de

riesgo para el RA™,

IL-12 es una citocina pro-inflamatoria que se compone de dos subunidades, I1L-12p40
codificada por el gen IL12B y IL-12p35 el gen IL12A, ambos en diferentes cromosomas
(cromosoma 5 y cromosoma 3, respectivamente)'’’. Es interesante mencionar que la
subunidad 1L-12p40 es compartida con otra interleucina, 1L-23, la cual tiene un poder
inflamatorio por la activacion de la via de las células Th17. IL-12 es secretada por las

células de la inmunidad innata, macrofagos y celulas dendriticas, que son capaces de
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activar a las células de la inmunidad adaptativa, células T y NK*®. Esta citocina, sirve
de puente de union entre las dos respuestas. Su mision es generar la diferenciacion
celular de ThO a Thl mediante la tercera sefial bloqueando a su vez la de las células
Th2, ademés su efecto es generar un incremento de interferdn-y que induce mas
activacion celular y expansion clonal. Estos fendmenos van a potenciar las vias
dependientes de contacto celular como puede ser la eliminacion de pat6genos
intracelulares'™. Siguiendo esta linea en el trasplante, la IL12 participa en el rechazo
celular, ya que el inicio del RA depende de células Thl primo-activadas™® vy al
estimular mediante el interferon-y esta potenciando la via inflamatoria, que va en
detrimento del injerto*®. Nosotros nos propusimos estudiar el SNP, rs3212227, el cual
se sitia en la region 3° UTR del gen IL12B a +1188 T/G se cree que el cambio de T por
G genera una disminucién de la produccién de citocina'®?, ya que reduce la estabilidad
de los mRNA en células transfectadas y la produccién en células mononucleadas en

sangre periférica (PBMC, del inglés peripheral blood mononuclear cell)*®".

Por otro lado, la IL-23 producida por macréfagos y células dendriticas, tiene un efecto
activador de la diferenciacion hacia las células Th17 que fomentaran la secrecién de
IL-17 en los pacientes trasplantados®™ ¥, Nos propusimos estudiar el efecto de algunas
variantes polimorficas de su receptor (IL-23R) en trasplante. Asi, estudiamos
rs10889677, que se encuentra a +2199 A/C en la regién 3°’UTR del gen IL23R8* 185,
Esta variante se localiza en un sitio de unién al microRNA, let-7f *¢ que causa
desestabilizacion de la molécula reduciendo de la expresion de 1L-23R™3* 18 187 gp
relacion al trasplante el analisis de este polimorfismo ha sido contradictorio™® &% 187,

Por lo que decidimos ampliar el estudio de este gen con otros dos polimorfismos,

rs12070470 C/T y rs7528924 A/G, que se encuentran en el intrén 7 de 1L-23R*&1%,
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6.1.4. Replicacion de SNPs asociados con rechazo agudo en trasplante renal

En el afio 2017 un estudio GWAS identificd dos polimorfismos localizados en los genes
PTPRO y DEUP1 (CCDC67) asociados con RA en pacientes trasplantados renales'®.
Nosotros nos propusimos replicar este estudio en nuestra poblacion caucésica espafiola.

PTPRO es un receptor con dominios fosfatasa cuyo gen se localiza en cromosoma 12*°*,
Presenta dos isoformas que se regulan por splicing alternativo, la completa (PTPROs) se
encuentra en la membrana apical de los podocitos renales, mientras que la truncada

(PTPRO,) se localiza principalmente en los linfocitos B naive'® %

y otras células
inflamatorias'®. La forma truncada regula la sefializacién del BCR mediante la

desfosforilacion y modula la respuesta celular mediada por las proteinas tirosina cinasa,

0125, 194 193, 195

como Lyn cinasa 'y ZAP-7 , ademas puede participar en las vias de NFxB
regulando el balance de linfocitos T efectores y reguladores'®®. EI SNP, rs7976329 T/C,
encontrado por Ghisdal et al. se encuentra en el primer intrén del gen PTPRO vy se

asocia con incremento del riesgo de RA'?,

El otro SNP asociado con rechazo, rs10765602 G/T se encuentra up-stream del inicio
del gen DEUP1 (CCDC67). Este gen esta involucrado en la generacion de microtubulos
derivados del centriolo™® % 7 |o cual se ha visto que puede ser necesario para la
generacion de la sinapsis inmune en linfocitos T citotoxicos, la secrecion de citocinas y
el correcto posicionamiento en la membrana plasmatica de las moléculas asociadas al

sistema inmunitario® *.
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6.2. SNPs asociados a funcion renal en pacientes con enfermedad renal cronica en no

trasplantados

La reduccion de la tasa de filtrado glomerular, medida en eGFR, y el aumento de la
excrecion de albumina, medida por la ratio albdmina/creatinina en orina; son los
factores que mejor definen la enfermedad renal crénica® % la cual se produce por la
pérdida progresiva de nefronas en el rifion'®® '*°. Diversos estudios GWAS han
identificado multiples loci asociados con funcion renal en pacientes con esta
127, 200-202 . .y . .
enfermedad . Uno de estos estudios, asocid 53 loci con una baja eGFR y todos
ellos se localizaban en genes que tenian relacion con vias funcionales de la actividad

renal®®.

Por ello, nos propusimos replicar las asociaciones de varios de estos
polimorfismos asociados con eGFR en pacientes con enfermedad renal cronica, en
nuestra cohorte de pacientes de trasplante renal para poder encontrar potenciales

biomarcadores predictivos de la funcion del aloinjerto y su relacién inmunolégica.
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Hipdtesis y objetivos

1. Hipotesis
e Los polimorfismos genéticos pueden predecir el curso del trasplante renal y

convertirse en biomarcadores trasladables a la practica clinica.

2. Objetivos

2.1. Objetivo primario
e Conocer los polimorfismos genéticos asociados con el rechazo y con una peor

funcion renal en los pacientes con trasplante renal.

2.2. Objetivos secundarios

1. Determinar qué polimorfismos genéticos son capaces de predecir la respuesta al
tratamiento de induccion.

2. Correlacionar los polimorfismos genéticos estudiados en este trabajo que estan
asociados con riesgo de sufrir rechazo del trasplante renal con los hallazgos

histopatolégicos en las biopsias.



Material y
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1. Disefio del estudio

Se trata de un estudio de cohortes retrospectivo, a partir de una base de datos
prospectiva de los pacientes trasplantados en el Servicio de Nefrologia del Hospital

Clinico San Carlos y remitidos al Servicio de Inmunologia.

El estudio fue aprobado por el comité ético del hospital (codigo 14/438-E) (Anexo 1) y
ha sido realizado siguiendo las directrices de las Guias de Buena Préctica Clinica y de
acuerdo a la Declaracion de Helsinki (MRC 11998) sobre los principios éticos para la
investigacion con seres humanos. A todos los pacientes se les informé de los objetivos y

firmaron el Consentimiento Informado aprobado por el comité ético (Anexo 2).

Se incluyeron 869 pacientes consecutivos que recibieron un trasplante renal en nuestro
centro entre el 1 de enero de 2005 y el 31 de diciembre de 2016. Se definieron los

siguientes criterios de inclusion y exclusion:

1. Criterios de inclusion:
1. Pacientes mayores de 18 que recibieron un trasplante renal en el Hospital
Clinico San Carlos en el periodo del estudio.
2. Pacientes con el consentimiento informado debidamente firmado.
2. Criterios de Exclusion:
1. Pacientes que perdieron el injerto en los tres meses posteriores al trasplante
por causa no inmunoldgica.
2. Pacientes que no son de origen no caucasico.
3. Pacientes que murieron en el inmediato postrasplante.

4. Otros: no consentimiento y mala calidad del DNA.

La muestra final que se incluyd para el estudio fue de 641 pacientes (Figura 7).
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Receptores de trasplante
estudiados entre 2005-2016
N= 869

Perdida del injerto
antes de 3 meses por

causa no inmunoldgica
N=89

No caucasicos

Otros: No consentimiento
y calidad del DNA.
N=30

N=97

Muerte del paciente en el
periodo inmediato
post-trasplante
N=12

Total de pacientes estudiados
N= 641

Figura 7: diagrama de flujo del nimero de pacientes estudiados



Material y métodos

2. Variables

Las principales variables fueron las siguientes:

Caracteristicas demogréficas: descritas en la Tabla 1.

Los pacientes fueron estratificados en base a los SNPs evaluados, para poder
analizar la repercusion de los mismos en la incidencia de eventos clinicos

relevantes.

La funcidn renal del injerto, que se valoré mediante la tasa estimada de filtracion
glomerular (eGFR) a partir de la creatinina sérica con la formula del CKD-
EPI?%% expresando los valores en ml/min/1,73m* Ademés analizamos el cociente

Proteina/Creatinina®®*,

La aparicion de algun tipo de rechazo (rechazo agudo celular, rechazo agudo
celular <2 en la clasificacion de Banff, rechazo agudo celular >2 en la
clasificacion de Banff y rechazo mediado por anticuerpos), confirmado mediante
biopsia por el Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Clinico San Carlos
segun los criterios de clasificacion de patologia en el trasplante renal del grupo

de trabajo de Banff 2018 *® (Anexo 3).

Tratamiento inmunosupresor en el inmediato postrasplante: pacientes que

recibieron tratamiento de induccién con Timoglobulina.
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Tabla 1. Caracteristicas demograficas y clinicas de la cohorte de pacientes trasplantados.

Caracteristicas N =641

Edad de los receptores, afios, media + SD
Receptores masculinos, N (%)
Causas del fallo renal crénico, N (%)
Glomerulonefritis
Nefropatia tubulo-intersticial crénica
Nefroangioesclerosis
Enfermedad poliquistica del rifién
Nefropatia diabética
Enfermedad congénita/hereditaria
Causa desconocida
Otros

Edad del donante, afios, media + SD

Donantes masculinos, N (%)

Tipo de donante, N (%)
Muerte cerebral
Muerte por parada cardio-circulatoria
Donantes vivos

Tratamiento inmunosupresor inicial, N (%)
CsA
MMF
imTOR
FK
a-IL2R
Terapia de induccién con Timoglobulina, N (%)

Tiempo de seguimiento, meses (mediana [Rango Intercuartilico])
Tiempo del rechazo, dias (mediana [Rango Intercuartilico])
HLA-A mismatch > 1, N (%)

HLA-B mismatch > 1, N (%)

HLA-DR mismatch > 1, N (%)

PRA >50%

Historia de trasplantes previos (>1), N (%)

Pérdidas del injerto, N (%)

Muertes, N (%)

52,9+12,9
415 (64,7%)

208 (32,4%)
87 (13,6%)
32 (5,0%)
102 (15,9%)
78 (12,2%)
14 (2,2%)
96 (15,0%)
24 (3,7%)
45,3 £ 14,3

453 (70,7%)

261 (40,7%)
375 (58,5%)
5(0,8%)

21 (3,3%)
616 (96,1%)
19 (3,0%)
607 (94,7%)
179 (27,9%)
358 (55,9%)
109,5 (72,5-146,8)
10 (7-16)
335 (52,3%)
275 (42,9%)
371 (57,9%)
58 (9,0%)
100 (15,6%)
89 (13,9%)
12 (1,9%)

CMV, Citomegalovirus. CsA, Ciclosporina A. FK, Tacrolimus. o-IL2R, antagonista del receptor de la IL-2. imTOR,
inhibidor del mTOR (del inglés, mammalian target of rapamycin inhibitors). MMF, Micofenolato de Mofetilo.
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3. Genotipado de SNPs

3.1. Aislamiento y cuantificacién de DNA

Se realizd en primer lugar el aislamiento del DNA a partir de muestras de sangre

anticoagulada con &cido etilendiaminotetraacético (EDTA)*®

procedente del banco de
sangre y de los pacientes trasplantados. La extraccion de DNA se realizd por dos

métodos:

1. Mediante precipitacion salina o salting out. Que consiste en un proceso fisico-
quimico basado en las interacciones electrolito-no electrolito, en la cual altas
concentraciones de un componente salino (que eleva la fuerza ionica) y algunos
solutos como las macromoléculas organicas precipitan por la atraccién de las
fuerzas hidrofébicas que acontecen entre ellas. De esta manera conseguimos
precipitar las proteinas quedandonos con el DNA del paciente. En primer lugar,
procedemos a eliminar los residuos celulares que carecen de material genético, los
eritrocitos, mediante lisis por osmosis lo cual nos deja con los leucocitos. A esto se
les va a solubilizar las membranas plasmaticas y nucleares mediante un detergente
como es el laurilsulfato sédico también conocido como dodecilsulfato sddico (SDS),
y se degradan los restos de proteinas por accion de la proteinasa K. Posteriormente,
por adicion de una sal altamente concentrada a 6 molar precipitan las proteinas
dejando en la fase liquida el DNA soluble, el cual vamos a extraer mediante
isopropanol que deshidrata y compacta el DNA por fuerzas hidrofobicas siendo este
capaz de ser recogido y disuelto para su conservacion en tampon Tris-HCI-EDTA

pH8 (TE). Nosotros, realizamos este proceso de la siguiente forma:
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o Lisar las células carentes de material genético, los eritrocitos, mediante 25
ml de buffer STMT (Sacarosa 0,32M; Mg.Cl 0,005mM; Tris-HCI pH7,5
ImM; Triton X-100 1%). Centrifugamos tres veces 30 minutos a 4°C a
2300xg, cada vez que centrifugamos nos quedamos con el pellet y repetimos
la operacion.

o Eliminar los restos proteicos y acondicionamiento salino mediante 5 ml de
buffer B (NaCl 0,075M; EDTA 0,024M pH8) y vorteamos un minuto. Al
resultado adicionamos 65 pl de SDS 20% y 65 pl de proteinasa K y lo
dejamos en agitacion suave a 51° C toda la noche.

o Precipitar restos proteicos mediante la adicion de 1000 pl de NaCl 6M, esto
se vortea y se centrifuga una vez 40 minutos a 4 °C a 2300xg. El
sobrenadante se transfiere a un soporte nuevo, evitando coger el pellet.

o Precipitar el DNA mediante isopropanol, a partes iguales.

o Recoger con una pipeta de vidrio el DNA y limpiarlo con etanol 70° y dejar
evaporar a temperatura ambiente.

o Resuspender el DNA en 500 pl de buffer TE (Tris-HCI1 0,01M pHS8; EDTA

1mM pH8) toda la noche.

e Para las extracciones en las que no se sacaba DNA por fallo de la precipitacion

salina una vez incorporado el isopropanol, procediamos de la siguiente forma:

o Precipitar el DNA mediante 40 minutos de centrifugacion a 4 °C a 2300xg, y

nos quedamos con el pellet de DNA.
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o Resuspender el pellet en 200 pl de etanol 70° y transferir a un tubo de
capacidad 1,5 ml. Centrifugar un minuto a 10000xg y descartar el
sobrenadante y dejar evaporar el etanol a temperatura ambiente.

o Resuspender en 200 pl de TE.

2. Extraccion de DNA mediante métodos automaticos por el sistema MagNA Pure
Compact Instrument (Roche Molecular Systems, Inc). A partir de sangre completa
anticoagulada en EDTA el sistema procede a lisar las membranas mediante una sal
caotropica de cloruro de guanidinio y digerir las proteinas por accion de la
proteinasa K. Posteriormente, el DNA se une a unas particulas de cristal
magnetizadas que atrapan electrostaticamente al &cido nucleico lo que permite
eliminar los restos celulares y demas componentes que pudieran interferir en la
calidad del producto. Llegados a ese punto, mediante altas temperaturas se eluye el
DNA en una solucion de TE, de las particulas que quedan retenidas magnéticamente
en otro compartimiento. Obteniéndose asi la muestra de DNA. Nosotros, realizamos
este proceso de la siguiente forma:

o Encender el extractor automatico y colocar en las posiciones indicadas por la
maquina los siguientes elementos: la tira de reactivos de MagnaPure
Compact Isolation Kit |1 Large Volume (ROCHE), el kit de puntas
proporcionado en el mismo pack, un tubo de eluyente y un tubo con 1 ml de
sangre completa anticoagulada con EDTA del paciente.

o Programar con “1 ml” de “sangre” en muestra y “200 ul” de volumen de
elucion.

o Extraer el tubo de elucion.
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A continuacion, se realizo la cuantificacion y determinacion de la pureza del DNA
aislado en un espectrofotdbmetro Nanodrop 1000 3.7 (Thermo Fisher Scientific). Esta
metodologia se basa en la capacidad de las bases nitrogenadas del DNA de absorber luz
en una longitud de onda exacta de 260 nm, la cual sera directamente proporcional a la
concentracion dada en ng/ul. Mientras que los pardmetros de pureza se examinan
mediante los coeficientes de absorbancia 260/230 el cual describe la concentracion de
DNA respecto a la de sales que deberd estar en torno a dos; y el coeficiente 260/280,
que nos indica la pureza de la muestra en relacién a la concentracion de proteinas que al
igual que el caso anterior debe oscilar en torno a dos.

Una vez conocida la concentracion se realizaba una dilucion a 10 ng/ul para poder
trabajar con un pool de muestras a la concentracion deseada. EI DNA original era

almacenado a -80 °C.

3.2. Tipaje de SNPs

El analisis de los SNPs se realizé mediante la tecnologia TagMan® (Tabla 2) en un
sistema

RT-PCR del inglés Real Time-Polymerase Chain Reaction, 7900HT (Applied
Biosystems™) y mediante iPLEX Gold Assay (Tablas 3 y 4) y su software Typer

Software Module (Sequenom, inc.):

e Los ensayos TagMan® se basan en la actividad exonucleasa 5'->3' de la enzima
termorresistente Taq polimerasa para escindir una sonda marcada previamente
hibridada a la secuencia diana. Esta escision de la sonda provoca una liberacion de
la fluorescencia que permite obtener una medida cuantitativa de la acumulacién del
producto durante los ciclos de PCR. El sistema consiste en una sonda especifica que

contiene un fluorocromo indicador en el extremo 5 y un inhibidor de fluorescencia
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(quencher) en el extremo 3°. Este Gltimo absorbe la fluorescencia emitida por el
fluorocromo mientras ambos permanecen unidos a la sonda y préximos entre si.
Durante los sucesivos ciclos de la PCR, la sonda se hibrida con las regiones del
DNA que contengan las secuencias especificas complementarias para el SNP a
genotipar. El colorante indicador del extremo 5" se desprende por la accion de la
actividad exonucleasa 5°->3" de la DNA-polimerasa Taq a medida que ésta copia la
cadena complementaria. La separacion del indicador y del quencher provoca un
aumento de la sefial fluorescente que es proporcional a la cantidad de productos de
amplificacion que se genera en la mezcla de reaccién. Como la actividad nucleasa-
5" de la DNA-polimerasa Taq es especifica de doble cadena, toda la sonda libre
permanece intacta. La gran ventaja de la sonda TagMan® es que aumenta
significativamente la especificidad de la deteccion. Por lo tanto, la fluorescencia
detectada en el termociclador de la PCR cuantitativa es directamente proporcional a
la del fluordforo liberado y la cantidad de ADN molde presente en la PCR (Figura

8). Nosotros procedimos de la siguiente forma:

o Realizar una mezcla con todos los reactivos necesarios para amplificar, en un
tubo de 1,5 ml, por cada muestra afiadimos 2,5 pl de H,0, 0,045 pul (40x) o
0,03 pl (80x) de TagMan® SNP Genotyping Assays (dpplied biosystems™)
que contienen las sondas con los SNP especificos las cuales tienen marcados
cada alelo con los fluorocromos FAM o VIC. Y por dltimo afiadimos 1,3 pl
de TagMan® Gene Expression Master Mix (dpplied biosystems™) que
contiene la DNA Tag-polimerasa, los desoxinuclaotidos activados dNTPs
(con dUTP), la uracil-DNA glicosilasa (enzima que reconoce y cataliza la

destruccion de cadenas de DNA que contienen desoxiuridina, que actua
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previo al proceso de PCR para eliminar los amplicones que se hayan
formado inespecificamente), un marcador de fluorescencia pasiva de
referencia ROX®, cloruro de magnesio y un buffer estabilizador del medio.
Afadir 1,3 pl de las muestras de DNA que se encuentran previamente a una
concentracion de 10 ng/pl.

Sellar la placa con un film adhesivo Optico que permite la recogida de la
fluorescencia por los detectores de los fluorocromos excitados por el laser.
Centrifugar la placa unos segundos para evitar las burbujas.

Programar el 7900HT (A4pplied Biosystems™) introduciendo los datos de las
muestras que vamos a examinar, también debemos indicar los detectores de
las sondas que vamos a usar (FAM y/o VIC). Programar 45 repeticiones de
ciclo, para 5 ul de volumen de muestra que tengan las siguientes condiciones
(activacion de la polimerasa a 95°C, 10 minutos inicial; 45 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C, 15 segundos; 45 ciclos de anillamiento/extension
60°C 1 minutos).

Hacer la discriminacion alélica pos-PCR en el 7900HT (Applied

Biosystems™) introduciendo los marcadores.

1. Componentes del ensayo y DNA molde.
= N Ms®
’ > Reverse Primer
Forward Primer @ Frrl
v DNA 3
AN,
5
2. Desnaturalizacion de la muestra y unién de la sonda y los primer s 3 Leyenda
G b ™
8 RedirsdPhiner @®
e © L @ Quencher
Forward Primer \ \
4494904900000 YTTTTNT) Lauy
MGE Estabilizador de
sonda
~- DNA polimerasa®
3. Polimerizacion y emision de la sefial fluorescente. 5 3
“Reverse Primer > Sond.
G
/
sk ® o] =2 Primer
Forward Primer ‘,&r’ s DNA mold
a =
| [T p ————— Primer extendid
3

Figura 8: imagen adaptada de TagMan® Gene Expression Assay solutions 2012 Life
Technologies Corporation.
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Tabla 2. SNP genotipados por sondas TagMan®

Referencia

comercial

IL6

IL12B

IL17A

IL21

IL23R

CD28

CD86

CTLA4

DEUP1

PTPRO

Chr.7:
22727026
Chr.5:
159315942
Chr.6:
52186235
Chr.4:
122619586
Chr.4:
122615808
Chr.1:
67259437
Chr.1:
67231588
Chr.1:
67223353
Chr.2:
203729789
Chr.3:
122119472
Chr.2:
203867991
Chr.2:
203874196
Chr.11:
93314999
Chr.12:
15449705

rs1800795

G>C
rs3212227
T>G
rs2275913
A>G
rs2055979
G>T
rs4833837
A>G
rs10889677
A>C
rs12070470
C>T
rs7528924
A>G
rs3116496
T>C
rs1129055
G>A
rs231775
A>G
rs3087243
G>A
rs10765602
G>T
rs7976329
T>C

0,35 (C)
0,22 (G)
0,37 (A)
0,22 (A)
0,29 (G)
0,35 (A)
0,12 (C)
0,21 (G)
0,24 (C)
0,28 (A)
0,29 (G)
0,47 (G)
0,22 (G)

0,32 (C)

NC_000007.14:.22727026

(regidn intrdnica)
NM_002187.2:c.*159
(3" UTR donwstream)

NC_000006.12:8.52186235

(5" UTR upstream)

NM_021803.4:c.204+1115

(Region intronica)

NM_021803.4:c.234
(p.Cys78=)
NM_144701.2:c.*309
(3’ UTR donwstream)
NM_144701.2:¢c.956-5125
(Region intronica)
NM_144701.2:¢.955+3623
(Region intronica)
NM_006139.3:c.534+17

(Region intronica)

NM_175862.4:c.928
(p.Ala310Thr)
NM_005214.5:¢c.49
(p.Thri7Ala)
NC_000002.12:8.203874196
(3’ UTR donwstream)
NC_000011.10:g.93314999
(Regidn intergénica)
NM_030667.2:c.76-34269
(Region intronica)

*Frecuencia del Alelo Minoritario en poblacidn ibérica (1000 Genomes Project),
**Nomenclatura de la Human Genome Variation Socity: varnomen.hgvs.org

C__1839697_20
C_ 2084293 _10
C__15879983_10
C_ 1597496_10
C__25473096_10
C__ 11283764 10
C__ 31222844 10
C__2990015_10
C__25922478_10
C__7504226_10
C__ 2415786_20
C__3296043_10
C__26701015_10

C__ 1612937_10

Mediante la tecnologia iPLEX Gold Assay (Sequenom, inc.) se realiz6 el analisis de

14 SNPs de los 18 que se enviaron, para ello seleccionamos los polimorfismos de

genes gue tuvieran una frecuencia alélica del alelo minoritario (FAM) mayor a 0,2

en la poblacion europea, con el fin de tener suficiente potencia estadistica. Por

ejemplo, de los 53 loci®® descritos por Pattaro et al. analizamos 14 loci, los cuales

superaban el FAM mayor a 0,2. De estos 14 SNP, al final pudimos valorar 11 loci,

debido a que 3 de ellos no pasaron el corte de calidad del genotipado de iPLEX Gold

Assay. De los 14 SNPs finales, se estudiaron 3 SNPs relacionados con rechazo

(Tabla 3) y 11 SNPs relacionados con la funcion renal (Tabla 4). La tecnologia
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IPLEX Gold Assay permitio genotipar varios polimorfismos de una misma muestra
al mismo tiempo. Esta técnica se basa en la espectrometria de masas MALDI-TOF
para la deteccion de los productos de la reaccion para la discriminacion alélica. El
proceso de genotipado consta de dos reacciones. En primer lugar, se amplifican los
fragmentos de DNA que contienen los SNPs de interés mediante una PCR multiplex
y, a continuacién, se lleva a cabo la reaccion de discriminacion alélica, extension
por cebadores. En la tecnologia iPLEX® Gold todas las reacciones terminan tras una
extension de una unica base (Single Base Extension, SBE) que genera una diferencia
de masa en el producto de extension segun la base afiadida. Esta diferencia de masa
se detecta mediante espectrometria de masas MALDI-TOF. Las reacciones se
realizan en placas de 384 pocillos y los productos son transferidos de forma
automatizada mediante un robot a la superficie del Spectrochip®, que ser4 leido en

el espectrometro de masas (Figura 9).

Alelo 1 Alelo 2
PCR primer PCR primer
—
S 5 m— e 5 o e s (e e 37
Reaccion PCR Fin—l—t-4 Eiaie— -
DN& zenamiza PCR primer DN gendmico PCR primer
Desfosforilacidn de los
desoxinucleotidos no incorporados
§ ?_ Producto de la PCR ; E -
Reaccidn de o
e I ILICHCIO il Extensién de cebadores Nuclectidos terminadores
IPLEX 6 AcC g
—_ — — . T C

* e A -
Extension de
/ nuclectidos en el \
—» A sitio del SNP — G

T —  —

¥

Expansion de productos

—A—A —G
—+ G —»G R

; Analisis mediante MALDI-TOF MS en
el Espectrochip®

Analisis por ]
espectrofotometria l AG
masas 1

Figura 9: imagen adaptada de iPLEX CHEMISTRY COMPANY.
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Tabla 3. SNPs genotipados por tecnologia iPLEX Gold Assay relacionados con rechazo.

Referencia

comercial

Chr.14: rs696 NM_020529.2:c.*126
NFKBIA ' 35401887 c/T 0,38 () (3’ UTR donwstream) C__27475068_10
Chr.X: rs2232365 NM_014009.3:c.-22-902
FOXP3 49259429 T/C B (5’ UTR upstream) C_15942641_10
Chr.X: rs3761548 NM_014009.3:c.-23+2882
49261784 T/G 0,43(G) (5" UTR upstream) C_27476877_10

*Frecuencia del Alelo Minoritario en poblacién ibérica (1000 Genomes Project),
**Nomenclatura de la Human Genome Variation Socity: http://varnomen.hgvs.org/

Tabla 4. SNPs genotipados por tecnologia iPLEX Gold Assay relacionados con funcién renal.

HGVS**

Referencia
comercial

SYLP2 10;2;'11; 18 r512613§063 0,28 (G) C_ 31433047_10
DT R
wr | SEE P gy WSS s
R TR R
SHROOM3 6(;2;":9 . rsl7§/1:721 0,39 (A) NM-?:S;?%?;?;?; 1474 ¢ 32612310 10
SLC6A13 52511322 rﬂog;ml 0,42 (C) NM—(gigglnSi‘:tfﬂgjlzz C_ 2662372220
w5 gy WIS
DPEP1 8;2;'11:2; . rslg;lglls 0,49(G) = NC_000016.10:g.89641884 | C__2928100_10
UMOD 2(?:;.61366:8 rslzg% 707 019(T)  NC_000016.10:5.20356368  C_ 31122302_10
NFATCI 7;2(:'3;3 rsS(éQ/lAlSO 0,39 (G) NM(-;ZgZiZiZ'nztgi?;fM C_ 43778892_10
TP53INP2 322;‘7220 ;9 rsegs/is 80 040(C)  NC_000020.11:5.34697249  C_ 29982073_20

*Frecuencia del Alelo Minoritario en poblacion ibérica (1000 Genomes Project),
**Nomenclatura de la Human Genome Variation Socity: http://varnomen.hgvs.org
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3.3. Estudio de anticuerpos anti-HLA

La determinacion de los anticuerpos anti-HLA se realiz, primero, mediante Kits
screening multiplex (LIFECODES® Lifescreen) para hacer el escrutinio de los pacientes
y asi saber si tenian o no reactividad a los anticuerpos anti-HLA de clase | y/o clase II.
Posteriormente, mediante los Kkits single antigen HLA clase | y/o HLA clase Il
(LIFECODES® Lifescreen) se realizé el estudio de las muestras positivas por screening
para conocer frente a qué alelo concreto los anticuerpos eran reactivos. La técnica
utiliza bolitas fluorescentes de poliestireno impregnadas de antigenos para los
anticuerpos anti-HLA las cuales fueron analizadas posteriormente en un citometro de
tipo Luminex 100® (Corporation TX, USA). La particularidad de esta técnica es que el
citometro es capaz de detectar las esferas de 5.6 um que llevan una proporcién concreta
de dos fluorocromos obteniéndose hasta 100 tipos de fluoroesferas en funcién de la
concentracion precisa de esos dos compuestos capaces de emitir en una longitud de
onda especifica asociada a una Unica reactividad antigénica o un grupo de ellas
(Figura 10). Estas esferas se incubaron con suero del paciente, y posteriormente se
incubaron con un anticuerpo secundario anti-lgG humano marcado con ficoeritrina, el
fluorocromo que determina la positividad de la prueba. Los datos se analizaron

mediante el software Match it Antibody v1.102"".

5.6 Microns

Bead Set 26

The bead is
impregnated
with the dye
mixture

Bead Set 21

Figura 10: caracteristicas de las fluoroesferas y del citémetro tipo Luminex 100®.
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4. Analisis estadistico

4.1. Analisis de asociacién de un polimorfismo con la enfermedad

El andlisis de las variables estudiadas se realiz6 mediante el programa estadistico
informatico SSPS v 13.0 (Chicago, Illinois). La descripcion de las variables
cuantitativas se expresé mediante la media y desviacion estandar en caso de distribucién
normal o bien por la mediana y el rango intercuartilico en caso de no normalidad.
Comprobandose si estas variables seguian la normalidad mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. La asociacion entre estas variables cualitativas se realizd
mediante el test ° 0 test exacto de Fisher (analisis de pruebas bilaterales). La variable

cuantitativa normal se comparé usando el test la t de Student™®

(la filtracion renal
mediante eGFR) y la variable cuantitativa analizada que no seguia la normalidad (la
ratio P/C para la proteinuria) se compar6 mediante test de la mediana.

Los diferentes andlisis estadisticos utilizados para medir tanto la magnitud como la

fuerza de la asociacién entre las variables y asi encontrar diferencias significativas se

describen a continuacion.

4.1.1. Modelos bivariable

El test % es una prueba estadistica de contrate de hipétesis que se aplica para analizar
datos recogidos en forma de observaciones en cada categoria, la cual compara
proporciones®®®. De igual forma que el test exacto de Fisher, sin embargo, este puede
aplicarse con independencia al nimero de observaciones de cada categoria®®. Por ello,
para evaluar la asociacion de las variables se tomo el resultado de la p del contraste de
hipotesis de la y* o del exacto de Fisher, determinando que los valores eran

estadisticamente significativos cuando el valor de p fue inferior a 0,05.
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Para calcular de la fuerza de asociacion usamos la odds ratio (OR). Esta indica la
frecuencia con la que se da un factor causante de una enfermedad o condicion de salud,
es decir, da una idea de cuéntas veces es mas frecuente o posible de ser hallada la
enfermedad entre los expuestos que entre los no expuestos.

Los valores de la OR oscilan entre 0 e infinito y estos nos explican qué caracteristicas
tiene el factor estudiado frente a un grupo investigado. Siempre que la OR tome valores
de 1 nos indica que no tiene repercusion dicho factor en lo analizado, o, dicho de otra
manera, que ambos grupos tienen la misma probabilidad de padecer una enfermedad
estén expuestos o no al factor de interés. Mientras que, si los valores estan por debajo de
1, se le llama factor protector, e indica que el factor estudiado tiene una asociacion
negativa con la enfermedad. Es decir, los expuestos a él no presentan riesgos afiadidos a
desarrollar una enfermedad, sino que protege frente a la misma. Sin embargo, si la OR
es superior a 1 se le denomina factor de riesgo, e implica que se tiene tantas veces esa
probabilidad de desarrollar la enfermedad. Los datos de las ORs se expresaron con su

intervalo de confianza al 95%.

Se utiliz6 el test t de Student para comparar dos muestras independientes®®, de esta
manera se valoro la filtracion renal mediante eGFR. Para la proteinuria se utilizo el test
de la mediana y se analiz6 mediante la ratio P/C en los grupos que presentaran o no el
SNP indicado. Determinando que los valores eran estadisticamente significativos
cuando el valor de p fuera inferior a 0,05. Algunas variables cuantitativas se
dicotomizaron para la realizacion del analisis, asi la eGFR se categoriz6 en menor o
mayor de 50 ml/min (P50 de nuestra muestra) o el cociente P/C en orina mayor o menor

de 300 mg/g (P75 de nuestra muestra).
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4.1.2. Modelo Multivariable

Para el estudio de la asociacion entre algunas variables se utilizO un modelo de
multivariable. Este anélisis se define como aquel que mediante célculos estadisticos
analiza dos 0 més variables de forma simultanea mediante modelos de regresion®*. Para
nuestro estudio se utilizé el modelo de regresion logistica. Por ello, con el objeto de
evaluar la asociacion de las variables se tomo del analisis crudo de datos el resultado de
la p del contraste de hipétesis de 1a ¥* 0 del test exacto de Fisher cuando fuera inferior a
0,150 o se tratara de variables biol6gicamente relevantes en el estudio. Este modelo
permitié identificar la relacion entre un conjunto de variables y la probabilidad del
evento estudiado (RAC, RAC de Grado <2 en la clasificacion de Banff, etc.). Los datos
se presentaron en forma de odds ratios como estimador de la probabilidad del riesgo

con su intervalo de confianza al 95%.

4.1.3. Analisis de carga genética

En algunos polimorfismos se podia esperar que existieran dependencias hereditarias ya
fueran por ser alelos dominantes o recesivos, para ello se estudiaron los dos modelos de
herencia. EI modelo dominante asume gque una Unica copia de un alelo es suficiente para
modificar el riesgo y que ser portador de las 2 copias del polimorfismo lo modifica de la
misma forma; es decir, heterocigotos y homocigotos tienen el mismo riesgo. Al
contrario, el modelo recesivo supone que son necesarias 2 copias de un alelo para
modificar el riesgo; por tanto, heterocigotos y homocigotos del alelo mas dominante

tienen el mismo riesgo®”’.
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5. Inferencia de haplotipos

La construccion de haplotipos en nuestra poblacién se hizo mediante dos herramientas
estadisticas, el LDIink (https://Idlink.nci.nih.gov/) y el Haploview 4.2.

LDIink es una web disefiada para el analisis de desequilibrio de ligamiento de los SNPs
en distintas poblaciones control utilizando haplotipos de referencia de 26 grupos

208 hara producir

poblacionales diferentes extraidos del 1000 Genomes Project (1000G)
tablas 2x2 de haplotipos observados con frecuencias genotipicas en la poblacion de
interés. En nuestro caso eran caucasicos europeos. El desequilibrio de ligamiento, es la
probabilidad que tienen dos alelos de segregar juntos por causas no debidas al azar, que
se genera entre ciertos SNPs y para medirla se utilizan los valores de D’ (es la medida
del nivel de heredabilidad conjunta de los dos polimorfismos en una determinada region
cromosémica) y R? (que mide el nivel de correlacién entre los haplotipos que derivan de
analizar los polimorfismos de una regién cromosémica)®®.

El Haploview 4.2 es un programa bioinformatico disefiado para calcular el desequilibrio
de ligamiento a partir de datos genéticos. En nuestra poblacion se utilizd para ciertos
SNPs estudiados que dada su proximidad en la region cromosomica de algunos genes se
decidié hacer un analisis de haplotipos. Este programa permitio calcular el desequilibrio

de ligamiento de los haplotipos generados con nuestros datos para comprobar que

coincidian con los que aparecian en LDink?'°,
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6. Limitaciones del estudio
6.1. Validez interna

e Sesgo de seleccion: los paciente se seleccionan de forma consecutiva, y aunque se
produjo un pequefio porcentaje de pérdidas iniciales. Se trata de una poblacion de
pacientes muy controlada desde la unidad de trasplante. Existen mecanismos
constantes de seguimiento del paciente.

e Sesgos de mala clasificacion: se realiza una consulta protocolizada y sistematizada
de recogida de datos y seguimiento de los pacientes. Generando alta validez y
fiabilidad de las técnicas de determinacion.

e Factores de confusion: dada la experiencia del equipo investigador en esta area, se
conocen bastante bien los posibles factores de confusidn del estudio y se hizo una
recogida sistematica de los mismos mediante una anamnesis exhaustiva junto con
las analiticas habituales de estos pacientes sobre el estado funcional del injerto.

e Se aceptd una significacion inferior a 0,05 para algunos SNPs: ya que este trabajo se
ha basado en estudios previos y se ha fundamentado en replicar algunos de estos
estudios en nuestra poblacién. Por otro lado, este trabajo pretende ser usado como
discriminacion de ciertos genes para futuros trabajos y validaciones mediante

ensayos clinicos u otros estudios.

6.2. Validez externa

e Existe una elevada representatividad al ser todos consecutivos.



Resultados



BTN resuitados

1. Analisis de polimorfismos localizados en factores de transcripcion implicados
en la primera sefial de activacion de linfocitos
En muestra cohorte de pacientes trasplantados renales se estudiaron los siguientes
SNPs: en el gen NFKBIA el SNP rs696 y en el gen FOXP3, los polimorfismos
rs2232365 y rs3761548. Analizamos 572 pacientes de los cuales 124 (21,7%) sufrieron
alguin episodio de rechazo celular que en 36 de ellos (6,3%) fue de Grado <2 en la
clasificacion de Banff y en 90 (15,7%) fue de Grado >2 en la clasificacion de Banff. El
rechazo humoral fue encontrado en 41 pacientes (7,2%). En la Tabla 5 se muestra el
andlisis para los episodios de RAC total, RAC de Grado <2 en clasificacion de Banff,
RAC Grado >2 y RMA, en modelo dominante y recesivo para el SNP rs696. Para los
SNPs del gen FOXP3 no se realizo el analisis segin el modelo dominante debido a estar

este gen en el cromosoma X.

Al analizar los datos encontramos una clara asociacion del SNP rs696 del gen NFKBIA
con el rechazo. En el modelo dominante de este SNP encontramos al
alelo T como protector para el rechazo celular y una tendencia hacia la significacion
estadistica en el RAC de Grado >2 en la clasificacion de Banff (Tabla 5). Por otro lado,
el alelo T también parece comportarse como un factor protector en el RMA (Tabla 5).
En cuanto a los polimorfismos del gen FOXP3, no encontramos ninguna asociacién en

este grupo de pacientes (Tabla 5).



Tabla 5. Estudio de asociacion de los SNPs con rechazo inmunoldgico mediante analisis
bivariable.

Nombre Modelo Modelo
R % | R % |
Locus dominante IR (e P recesivo iilkalld) P

Rechazo agudo celular total

rs696 (C/T) NFKBIA TT+CT 0,60 (0,40-0,91) 0,014 T 0,99 (0,57-1,73) 0,983
rs2232365 (T/C) FOXP3 = = = 1T 0,93 (0,60-1,43) 0,730
rs3761548 (T/G) FOXP3 - - - T 1,41 (0,95-2,12) 0,089

Rechazo agudo celular Grado <2 (Banff)

rs696 (C/T) NFKBIA TT+CT 0,61(0,31-1,21) | 0,153 T 1,11 (0,45-2,74) | 0,826
rs2232365 (T/C) FOXP3 - - - Nl 1,27 (0,63-2,57) | 0,503
rs3761548 (T/G) FOXP3 = = = T 1,11 (0,56-2,12) = 0,770

Rechazo agudo celular Grado 22 (Banff)

rs696 (C/T) NFKBIA TT+CT 0,64 (0,41-1,02) 0,058 T 0,92 (0,48-1,73) = 0,788
rs2232365 (T/C) FOXP3 - - - T 0,78 (0,47-1,28) = 0,321
rs3761548 (T/G) FOXP3 - - - T 1,51 (0,96-2,37) = 0,075

Rechazo mediado por anticuerpos

rs696 (C/T) NFKBIA TT+CT 0,56 (0,30-1,02) = 0,072 T 1,14 (0,49-2,67) = 0,756
rs2232365 (T/C) FOXP3 - - - T 1,46 (0,76-2,81) | 0,256
rs3761548 (T/G) FOXP3 = = = T 0,99 (0,51-1,89) | 0,963

A continuacion, realizamos el mismo estudio estratificando nuestra cohorte por aquellos
pacientes que habian recibido tratamiento de induccion con Timoglobulina, 304
pacientes (53,1%), y los que no habian recibido este tratamiento, 268 pacientes (46,9%).
En el grupo de pacientes que recibieron este tratamiento no encontramos ninguna
asociacion (Tabla 6). En los pacientes que no habian recibido tratamiento de induccién
con Timoglobulina observamos varias asociaciones significativas del SNP rs696 con el
RAC total, el RAC de Grado <2 de la clasificacion de Banff y el RAC de Grado >2 de
la clasificacion de Banff en modelo dominante todas ellas con efecto protector
(Tabla 7). En esta misma Tabla 7 se puede observar una tendencia de asociacion
protectora del SNP rs2232365 del gen FOXP3 en el modelo recesivo para el RAC de

Grado >2 de la clasificacion de BanfT.



Tabla 6. Estudio de asociacion de los SNPs con rechazo inmunolégico mediante analisis
bivariable en pacientes con tratamiento de induccion con Timoglobulina.

Nombre
Locus

Modelo
dominante

OR (95% IC)

Modelo
recesivo

OR (95% IC) )

Rechazo agudo celular total

rs696 (C/T) NFKBIA
rs2232365 (T/C) FOXP3
rs3761548 (T/G) FOXP3

|

Rechazo agudo celular Grado <2 (Banff)

rs696 (C/T) NFKBIA
rs2232365 (T/C) FOXP3
rs3761548 (T/G)  FOXP3

TT+CT

Rechazo agudo celular Grado 22 (Banff)

rs696 (C/T) NFKBIA
rs2232365 (T/C) FOXP3
rs3761548 (T/G) FOXP3

TT+CT

Rechazo mediado por anticuerpos

rs696 (C/T) NFKBIA
rs2232365 (T/C) FOXP3
rs3761548 (T/G) FOXP3

* Test exacto de Fisher.

TT+CT

1,16 (0,56-2,39)

4,71 (0,59-37,70)

0,81 (0,37-1,79)

0,55 (0,25-1,20)

0,600

0,130

T
T
T

T
T
T

T
T
T

T
T
T

1,27 (0,52-3,07)
1,54 (0,78-3,08)
1,24 (0,62-2,46)

1,42 (0,29-6,91)
1,41 (0,39-5,12)
1,16 (0,32-4,20)

1,19 (0,42-3,29)
1,54 (0,71-3,37)
1,25 (0,57-2,72)

1,25 (0,45-3,46)
1,40 (0,63-3,11)
0,96 (0,43-2,15)

0,599
0,214
0,542

0,651*
0,732*
1,000*

0,739
0,274
0,577

0,591*
0,410
0,916

Tabla 7. Estudio de asociacién de los SNPs con rechazo inmunoldgico mediante analisis
bivariable en pacientes sin tratamiento de induccion con Timoglobulina.

SNP Nombre
Locus
Rechazo agudo celular total
rs696 (C/T) NFKBIA
rs2232365 (T/C) FOXP3
rs3761548 (T/G) FOXP3

|

Modelo
dominante

TT+CT

Rechazo agudo celular Grado <2 (Banff)

rs696 (C/T) NFKBIA
rs2232365 (T/C) FOXP3
rs3761548 (T/G) FOXP3

TT+CT

Rechazo agudo celular Grado 22 (Banff)

rs696 (C/T) NFKBIA
rs2232365 (T/C) FOXP3
rs3761548 (T/G) FOXP3

TT+CT

Rechazo mediado por anticuerpos

rs696 (C/T) NFKBIA
rs2232365 (T/C) FOXP3
rs3761548 (T/G)  FOXP3

* Test exacto de Fisher

TT+CT

OR (95% IC)

0,39 (0,23-0,67)

0,33 (0,14-0,75)

0,55 (0,31-0,99)

0,57 (0,19-1,76)

p

0,001

0,006

0,044

0,371*

Modelo
recesivo

T
T
T

1T
T
T

T
T
T

AA
T
T

OR (95% IC)

0,84 (0,41-1,73)
0,70 (0,38-1,24)
1,41 (0,83-2,37)

0,98 (0,31-2,99)
1,23 (0,55-3,02)
0,99 (0,44-2,25)

0,77 (0,34-1,76)
0,50 (0,25-1,01)
1,55 (0,87-2,75)

0,97 (0,21-4,58)
1,51 (0,48-4,77)
1,17 (0,38-3,58)

.

0,633
0,222
0,193

1,000*
0,564
0,985

0,532
0,051
0,133

1,000*
0,537*
0,784



También realizamos el analisis multivariable mediante regresion logistica para las

variables de los polimorfismos que fueron significativas y las variables de interés

bioldgico al ser factores de riesgo o proteccion descritos en la bibliografia. Las variables

que se utilizaron para ajustar el modelo que evaludé la incidencia de RAC fueron

donante>50, receptor>60, re-trasplante, sexo receptor, sexo donante, PRA>50 y terapia

de induccién (Timoglobulina). Asi el SNP del rs696 de NFKBIA, mantuvo la

significacion estadistica, de forma que los portadores del alelo T mostraron proteccién

frente a desarrollar RAC total (Tabla 8) y frente al RAC de Grado >2 en la clasificacion

de Banff (Tabla 9).

Tabla 8. Analisis multivariable para el rechazo agudo celular total.

Variable OR (95% IC) p
Receptores totales
PRA >50
Si 2,64 (1,15-6,04) 0,022
No 1
Re-trasplante
Si 1,97 (1,01-3,83) 0,047
No 1
Terapia de induccion (Timoglobulina)
Si 0,21 (0,13-0,35) <0,001
No 1
rs696 (NFKBIA)
TT+TC 0,60 (0,39-0,92) 0,020
T 1
Receptores con tratamiento de induccion con Timoglobulinaﬂ
Re-trasplante
Si 2,33 (0,98-5,53) 0,055
No 1
PRA >50
Si 2,77 (1,10-6,94) 0,030
No 1
Receptores sin tratamiento de induccion con TimoglobulinaE
Donante >50
Si 1,72 (0,94-3,14) 0,078
No 1
rs696 (NFKBIA)
TT+TC 0,38 (0,22-0,66) <0,001
T 1

* Ajustada por donante >50, receptor >60, re-trasplante, sexo receptor, sexo donante, PRA>50 y terapia de induccion

(Timoglobulina).

** Ajustada por donante >50, receptor >60, re-trasplante, sexo receptor, sexo donante y PRA>50



S, —

Tabla 9. Analisis multivariable para el rechazo agudo celular Grado >2 (Banff)

Variable OR (95% IC) p
Receptores totales
PRA >50
Si 3,29 (1,32-8,20) 0,011
No 1
Re-trasplante
Si 2,15 (1,03-4,50) 0,041
No 1
Terapia de induccién (Timoglobulina)
Si 0,23 (0,13-0,40) <0,001
No 1
rs696 (NFKBIA)
TT+TC 0,64 (0,40-1,04) 0,071
T 1
Receptores con tratamiento de induccién con Timoglobulinaﬂ
PRA >50
Si 6,53 (2,86-14,89) <0,001
No 1
Receptores sin tratamiento de induccion con Timoglobulinaa
rs696 (NFKBIA)
TT+TC 0,53 (0,30-0,96) 0,037
T 1

* Ajustada por donante >50, receptor >60, re-trasplante, sexo receptor, sexo donante, PRA>50 y terapia de induccién
(Timoglobulina).
** Ajustada por donante >50, receptor >60, re-trasplante, sexo receptor, sexo donante y PRA>50



2. Analisis de polimorfismos localizados en genes de moléculas que participan
en la segunda sefial de activacion de linfocitos

En nuestra cohorte de pacientes trasplantados (n = 632) observamos que un 21,4%
presentaba algun episodio de rechazo, de los cuales un 5,7% tenia un RAC de Grado <2
en la clasificacion de Banff, un 16% tenia un RAC de Grado >2 y un 7,1% presentaba
RMA. En el caso de los SNPs, rs3116496 del gen CD28 y rs1129055 del gen CD86, no
encontramos asociacion con el rechazo inmunologico (Tabla 10). Sin embargo, para el
gen CLTA4 si encontramos asociaciones del SNP rs3087243 en el modelo dominante; el
cual presenta una asociacion protectora en los portadores del alelo G con el rechazo
celular total (Tabla 10), manteniéndose este caracter protector en el RAC de Grado >2

en la clasificacion de Banff (Tabla 10).

Tabla 10. Estudio de asociacion de los SNPs con rechazo inmunoldgico mediante analisis
bivariable.

Nombre Modelo Modelo
Locus dominante I P recesivo il ‘ P ‘
Rechazo agudo celular total
rs3116496 (T/C) CD28 CC+CT 0,84 (0,56-1,26) | 0,410 cC 0,76 (0,28-2,03) ' 0,579
rs1129055 (A/G) CD86 AA+AG | 0,82(0,56-1,20) = 0,311 AA 1,06 (0,54-2,07) = 0,872
rs231775 (A/G) CTLA4 GG+AG 0,78 (0,53-1,14) 0,197 GG 0,85 (0,41-1,73) 0,644
rs3087243 (G/A) CTLA4 GG+AG 0,55 (0,36-0,84) = 0,005 GG 0,80 (0,50-1,27) = 0,333

Rechazo agudo celular Grado <2 (Banff)

rs3116496 (T/C) cD28 CC+CT | 1,02(0,51-2,06) | 0,948 cc 1,24 (0,28-5,43) | 0,678*
rs1129055 (A/G) CD86 AA+AG  0,82(0,42-1,62) 0,569 AA 0,29 (0.04-2,18) = 0,352*
rs231775 (A/G) CTLA4 GG+AG | 0,64(0,31-1,27) | 0,195 GG 1,40 (0,47-4,11) | 0,532*
rs3087243 (G/A) | CTLA4 GG+AG | 0,60(0,29-1,22) = 0,156 GG 0,76 (0,33-1,77) = 0,519

Rechazo agudo celular Grado 22 (Banff)

rs3116496 (T/C) D28 CC+CT 0,81(0,52-1,28) | 0,370 cC 0,60 (0,18-2,00) | 0,603*
rs1129055 (A/G) CD86 AA+AG 0,85 (0,55-1,30) = 0,442 AA 1,57 (0,76-3,10) = 0,191
rs231775 (A/G) CTLA4 GG+AG | 0,83(0,54-1,28) | 0,402 GG 0,65 (0,27-1,56) | 0,333
rs3087243 (G/A) CTLA4 GG+AG | 0,57(0,36-0,92) = 0,019 GG 0,81 (0,48-1,36) = 0,425

Rechazo mediado por anticuerpos

rs3116496 (T/C) cD28 CC+CT | 0,90(0,47-1,71) | 0,742 cc 0,46 (0,06-3,41) | 0,713*
rs1129055 (A/G) CD86 AA+AG  1,20(0,66-2,21) 0,551 AA 1,05 (0,36-3,05)  0,788*
rs231775 (A/G) CTLA4 GG+AG | 1,08(0,59-1,98) = 0,808 GG 1,07 (0,37-3,12) | 0,784*
rs3087243 (G/A) | CTLA4 GG+AG  0,95(0,47-1,93) 0,887 GG 0,67 (0,31-1,48) 0,318

* Test exacto de Fisher.



BTl Resultados

También, se valor6 en nuestra cohorte de pacientes trasplantados la relacion de estos
SNPs (rs231775, rs3087243, rs3116496, rs1129055) y su asociacion con el rechazo, en
funcion de que los pacientes hubiesen recibido tratamiento de induccién con
Timoglobulina o no. Del total de pacientes, 350 (55,4%) recibieron este tratamiento y
en este grupo solo encontramos, considerando el modelo dominante, una tendencia a la
asociacion de caracter protector entre el polimorfismo rs231775 y el RAC de Grado <2
en la clasificacion de Banff (Tabla 11). Posteriormente, al estudiar los 282 (44,6%)
pacientes que no habian recibido tratamiento de induccion con Timoglobulina, se
apreciaba el mismo efecto protector observado en la cohorte total sin estratificar del
SNP del gen CTLA4 rs3087243 en el modelo dominante para el RAC total y para el
RAC de Grado >2 (Tabla 12). Sin embargo, los SNPs de los genes CD28 y CD86 no
mostraron ninguna asociacion en ninguno de los dos grupos de pacientes (Tabla 11 y

Tabla 12).



Tabla 11. Estudio de asociacion de los SNPs con rechazo inmunoldgico mediante analisis
bivariable en pacientes con tratamiento de induccion con Timoglobulina.

Nombre Mo.delo OR (95% IC) Mod?lo
Locus dominante recesivo

Rechazo agudo celular total
rs3116496 (T/C) CD28 I CC+CT 1,21 (0,62-2,35) 0,570
rs1129055 (A/G) CD86 I AA+AG 1,13 (0,59-2,16) = 0,718
rs231775 (A/G) CTLA4 GG+AG 0,71 (0,37-1,37) 0,305
rs3087243 (G/A) CTLA4 GG+AG 0,67 (0,32-1,41) 0,291

OR (95% IC)

cc 0,57 (0,07-4,47) | 1,000*
AA 0,98 (0,28-3,43) | 1,000*
GG 1,13 (0,37-3,41) | 0,772*
GG 0,96 (0,45-2,04) = 0,906

Rechazo agudo celular Grado <2 (Banff)

rs3116496 (T/C) cp28 | cc+CT | 0,71(0,18-2,79) | 0,749* cC 2,80 (0,33-23,73) | 0,339*
rs1129055 (A/G) D86 | AA+AG | 1,61(0,45-581) 0,533* AA 1,40 (0,17-11,50) | 0,543*
rs231775 (A/G) CTLA4 I GG+AG 0,23 (0,05-1,09) | 0,056* GG Indefinido** 1,000*
rs3087243 (G/A)  CTLA4 | GG+AG 0,59 (0,15-2,36) 0,435* GG Indefinido** | 0,072*

Rechazo agudo celular Grado 22 (Banff)

rs3116496 (T/C) CcD28 I CC+CT 1,42 (0,68-2,99) | 0,351 CcC Indefinido** 0,623*
rs1129055 (A/G) CD86 I AA+AG 0,99 (0,47-2,08) = 0,983 AA 0,85(0,19-3,76) @ 1,000*
rs231775 (A/G) CTLA4 GG+AG 1,01 (0,48-2,11) | 0,983 GG 1,60 (0,52-4,92) | 0,502*
rs3087243 (G/A) CTLA4 GG+AG 0,72 (0,31-1,69) 0,450 GG 1,47 (0,66-3,26) = 0,339

Rechazo mediado por anticuerpos

rs3116496 (T/C) cD28 CC+CT | 1,00(0,47-2,13) = 0,993 cc 0,77 (0,10-5,98) | 1,000*
rs1129055 (A/G) CD86 AA+AG 0,93 (0,45-1,92) 0,840 AA 0,38 (0,05-2,89) | 0,492*
rs231775 (A/G) CTLA4 | GG+AG | 1,08(0,52-2,23) 0,840 GG 1,54 (0,50-4,72) | 0,508*

rs3087243 (G/A) CTLA4 I GG+AG 1,44 (0,54-3,89) 0,468 GG 0,66 (0,26-1,67) 0,382
* Test exacto de Fisher.
**Debido a que en un grupo de pacientes el valor de anélisis es 0 y no calcula la funcién para la OR.



Tabla 12. Estudio de asociacion de los SNPs con rechazo inmunoldgico mediante analisis
bivariable en pacientes sin tratamiento de induccion con Timoglobulina.

Nombre Modelo Modelo
Locus dominante recesivo
Rechazo agudo celular total

OR (95% IC)

OR (95% IC)

rs3116496 (T/C) CD28 I CC+CT 0,73 (0,43-1,25) 0,246 I CcC 0,72 (0,22-2,31) 0,574
rs1129055 (A/G) D86 | AA+AG  0,65(0,40-1,07) 0,092 | AA 0,94 (0,41-2,17) | 0,888
rs231775 (A/G) CTLA4 | GG+AG | 0,88(0,54-1,45) 0613 | GG 0,73 (0,28-1,94) | 0,530
rs3087243 (G/A) CTLA4 | GG+AG  0,57(0,33-0,97) 0,038 | GG 0,75 (0,41-1,39) = 0,363
Rechazo agudo celular Grado <2 (Banff)

rs3116496 (T/C) cD28 CC+CT | 1,28(0,56-2,94) | 0,560 cC 0,69 (0,09-5,48) | 1,000*
rs1129055 (A/G) cD86 I AA+AG | 0,61 (0,27-1,39) = 0,231 AA Indefinido** | 0,089*
rs231775 (A/G) CTLA4 | GG+AG | 0,97(0,43-2,18) 0944 | GG 2,40 (0,75-7,73) | 0,131*
rs3087243 (G/A) CTLA4 I GG+AG 0,68 (0,29-1,61) 0,380 I GG 1,32 (0,53-3,29) 0,556
Rechazo agudo celular Grado 22 (Banff)

rs3116496 (T/C) cp28 | cc+CT | 0,62(0,34-1,13) 0,119 cc 0,75 (0,20-2,73) | 1,000*
rs1129055 (A/G) D86 | AA+AG  0,75(0,43-1,29) 0,301 AA 1,80 (0,79-4,10) = 0,160
rs231775 (A/G) CTLA4 GG+AG 0,81 (0,46-1,39) 0,445 GG 0,28 (0,06-1,24) 0,075
rs3087243 (G/A) CTLA4 GG+AG 0,59 (0,33-1,05) 0,069 GG 0,57 (0,28-1,17) 0,125

Rechazo mediado por anticuerpos

rs3116496 (T/C) CD28 CC+CT 0,59 (0,16-2,19) | 0,554* CcC Indefinido** 1,000*
rs1129055 (A/G) CD86 AA+AG 2,37 (0,71-7,88) 0,148 AA 2,93 (0,76-11,34) | 0,127*
rs231775 (A/G) CTLA4 I GG+AG 0,97 (0,32-2,97) 0,961 GG Indefinido** 0,608*

rs3087243 (G/A) CTLA4 I GG+AG 0,42 (0,14-1,29) @ 0,198* GG 0,62 (0,13-2,87) @ 0,739*
* Test exacto de Fisher
**Debido a que en un grupo de pacientes el valor de andlisis es 0 y no calcula la funcién para la OR.



Se analizaron, también, los haplotipos generados por los SNPs rs231775 y rs3087243
del gen CTLA4 y su asociacion con el rechazo inmunoldgico, tanto en los receptores de
forma global como en aquellos pacientes que hubieron recibido o no tratamiento de
inducciodn. Solo encontramos una tendencia a la asociacion protectora del haplotipo G/G
con el RAC de Grado <2 en la clasificacion de Banff en el grupo de pacientes que

habian recibido tratamiento de induccion (Tabla 13).

Tabla 13. Analisis univariable de los haplotipos de rs231775 y rs3087243 de CTLA4 para el
rechazo inmunoldgico.

Haplotipos o o o
CTiA OR (95% IC) p OR (95% IC) OR (95% IC)
Receptores con Receptores sin
Receptores totales . P . . . .
Timoglobulina Timoglobulina

Rechazo agudo celular total
A A 1,26 (0,79-2,00) 0,333 I 1,05 (0,49-2,23) 0,906 1,33 (0,72-2,45) 0,363
0,76 (0,51-1,14) 0,181 I 1,20 (0,62-2,32) 0,587 0,61 (0,36-1,04) 0,066
G G 0,78 (0,53-1,14) 0,197 I 0,71 (0,37-1,37) 0,305 0,88 (0,54-1,45) 0,613
Rechazo agudo celular Grado <2 (Banff)
A A 1,32 (0,57-3,07) 0,519 Indefinido** 0,072* 0,76 (0,30-1,90) 0,556
A |G 0,80 (0,39-1,62) 0,529 1,52 (0,43-5,34) 0,529* 0,62 (0,25-1,54) 0,303
G G 0,64 (0,32-1,27) 0,195 0,23 (0,05-1,09) 0,056* | 0,97 (0,43-2,18) 0,944
Rechazo agudo celular Grado 22 (Banff)
A A 1,24 (0,73-2,08) 0,425 0,68 (0,31-1,51) 0,339 1,74 (0,85-3,57) 0,125
A |G 0,79 (0,50-1,23) 0,297 1,09 (0,52-2,31) 0,818 0,69 (0,39-1,24) 0,215
G G 0,83 (0,54-1,28) 0,402 1,01 (0,48-2,11) 0,983 0,81 (0,47-1,39) 0,445
Rechazo mediado por anticuerpos
A A 1,49 (0,68-3,27) 0,318 1,51 (0,60-3,79) 0,382 1,61 (0,35-7,48) 0,739*
A |G 0,79 (0,42-1,51) 0,478 0.89 (0.42-1.89) 0.762 0,52 (0,14-1,92) 0,388*
G G 1,08 (0,59-1,98) 0,808 1,08 (0,52-2,23) 0,840 0,97 (0,32-2,97) 0,961

*Test exacto de Fisher.
**Debido a que en un grupo de pacientes el valor de andlisis es 0 y no calcula la funcién para la OR.

>
(9]

Por ultimo, realizamos el analisis multivariable mediante regresion logistica para las
variables de los polimorfismos que fueron significativas y las variables de interes
bioldgico al ser factores de riesgo o proteccion descritos en la bibliografia. Las variables
que se utilizaron para ajustar el modelo que evalud la incidencia de RAC fueron

donante>50, receptor>60, re-trasplante, sexo receptor, sexo donante, PRA>50 y terapia



BTN -esuitados

de induccién (Timoglobulina). Asi el SNP rs3087343 del gen CTLA4, mantuvo la
significacion estadistica, de forma que los portadores del alelo T tuvieron proteccion
frente a desarrollar RAC total (Tabla 14). Al igual, que seguia manteniendo la

significacion para la proteccion frente al RAC de Grado >2 en la clasificacion de Banff

(Tabla 15).

Tabla 14. Anélisis Multivariable para el rechazo agudo celular total.

Variable OR (95% IC) ]
Receptores totales’
PRA >50
Si 2,25 (1,01-5,01) 0,047
No 1
Sexo donante
Mujer 1,69 (1,07-2,67) 0,025
Hombre 1
Re-trasplante
Si 2,50 (1,34-4,66) 0,004
No 1
Terapia de induccidn (Timoglobulina)
Si 0,18 (0,11-,29) <0,001
No 1
rs3087343 (CTLA4)
GG + AG 0,54 (0,35-0,85) 0,007
AA 1
Receptores con tratamiento de induccién con TimoglobulinaR
Re-trasplante
Si 2,38 (1,02-5,53) 0,045
No 1
Sexo receptor
Mujer 1,98 (0,94-4,19) 0,074
Hombre 1
PRA >50
Si 2,42 (0,98-5,96) 0,055
No 1
Receptores sin tratamiento de induccion con Timoglobulinaa
Sexo donante
Mujer 1,83 (1,04-3,22) 0,036
Hombre 1
Receptor >60
Si 1,66 (0,98-2,91) 0,080
No 1
rs3087343 (CTLA4)
GG + AG 0,56 (0,32-0,98) 0,042
AA 1
* Ajustada por donante >50, receptor >60, re-trasplante, sexo receptor, sexo donante, PRA>50 y terapia de induccion

(Timoglobulina).

** Ajustada por donante >50, receptor >60, re-trasplante, sexo receptor, sexo donante, y PRA>50



Resultados

Tabla 15. Analisis Multivariable para el rechazo agudo celular Grado >2 (Banff)

Variable OR (95% IC) p
Receptores totales
PRA >50
Si 2,78 (1,15-6,73) 0,023
No 1
Sexo donante
Mujer 1,66 (0,99-2,77) 0,054
Hombre 1
Re-trasplante
Si 2,74 (1,39-5,40) 0,004
No 1
Terapia de induccion (Timoglobulina)
Si 0,19 (0,11-0,33) <0,001
No 1
rs3087343 (CTLA4)
GG + AG 0,55 (0,34-0,91) 0,019
AA 1
Receptores con tratamiento de induccion con TimoglobulinaH
PRA >50
Si 5,30(2,40-11,72) <0,001
No 1
Receptores sin tratamiento de induccion con Timoglobulinau
Sexo donante
Mujer 1,80 (0,95-3,40) 0,071
Hombre 1
Re-trasplante
Si 3,18 (1,20-8,43) 0,019
No 1
rs3087343 (CTLA4)
GG + AG 0.51 (0,28-0,93) 0,029
AA 1

* Ajustada por donante >50, receptor >60, re-trasplante, sexo receptor, sexo donante, PRA>50 y

(Timoglobulina).

** Ajustada por donante >50, receptor >60, re-trasplante, sexo receptor, sexo donante, y PRA>50

terapia de induccion



3. Andlisis de polimorfismos localizados en citocinas y receptores que
participan en la tercera sefial de activacion de linfocitos

En nuestra cohorte total de pacientes trasplantados (n = 632) se estudiaron varios
polimorfismos situados en genes de citocinas pro-inflamatorias o receptores de estas. En
este grupo el 20,6% de los sujetos presentaron algun tipo de RAC, de estos el 5,4% fue
de Grado <2 en la clasificacion de Banff y el 15,3% de los casos fue de Grado >2 en la
clasificacion de Banff. Analizamos también el rechazo humoral que se encontro en el

7,1% de los receptores.

Como se observa en la Tabla 16 encontramos asociacion con el rechazo en varios SNPs
tanto en el analisis de los modelos dominantes como en los recesivos; el primero que
hemos descrito es la variante polimdrfica rs4833837 del gen de IL21. La cual presentaba
para el modelo dominante en los portadores del alelo G una clara asociacién protectora
para el RAC de Grado <2 en la clasificacion de Banff. Para este mismo SNP
encontrabamos una tendencia de asociacion de riesgo para el RMA en el mismo
modelo. El siguiente polimorfismo rs3212227 del gen IL12B, presentaba una asociacion
de riesgo en el modelo dominante para el RAC total y una tendencia a la asociacion para
el RAC de Grado >2 en la clasificacion de Banff (Tabla 16). Por Gltimo, se observaron
varias asociaciones de los polimorfismos localizados en el gen de IL23R. En el modelo
dominante se observa una asociacion protectora entre rs12070470 y el RAC, ademas
vemos una tendencia a la asociacion de caracter protector entre rs7528924 y el RAC. Y
de perfil protector también se manifestaron las asociaciones con el RAC de Grado >2 en
la clasificacion de Banff tanto de rs12070470 como de rs7528924. Por otro lado, en el
modelo recesivo vimos que el rs10889677 presentaba una asociacion de riesgo para el

RAC total que posteriormente se evidenciaba con una tendencia de asociacién para el



RAC de Grado >2 en la clasificacion de Banff. También se observo en este modelo una

clara asociacion de carécter protector con el rs7528924 (Tabla 16).

Tabla 16. Estudio de asociacion de los SNPs con rechazo inmunoldgico mediante analisis

Modelo

OR (95% IC)

Modelo

bivariable.
Nombre

Locus
Rechazo agudo celular total
rs1800795 (G/C) IL6
rs2055979 (G/T) 121
rs4833837 (A/G) 21
rs2275913 (A/G) IL17A
rs3212227 (T/G) IL12B
rs10889677 (A/C) IL23R
rs12070470 (C/T) IL23R
rs7528924 (A/G) IL23R

dominante

GG+ GC
TT+TG
GG +GA
AA + AG
GG+ GT
AA + AC
CC+CT
GG + AG

Rechazo agudo celular Grado <2 (Banff)

rs1800795 (G/C) IL6
rs2055979 (G/T) 121
rsa833837 (A/G) 121
rs2275913 (A/G) IL17A
rs3212227 (T/G) IL128
rs10889677 (A/C) IL23R
rs12070470 (C/T) IL23R
rs7528924 (A/G) IL23R

GG+ GC
TT+TG
GG + GA
AA + AG
GG + GT
AA + AC
CC+CT
GG + AG

Rechazo agudo celular Grado 22 (Banff)

rs1800795 (G/C) IL6
rs2055979 (G/T) 1121
rsa833837 (A/G) 1121
rs2275913 (A/G) IL17A
rs3212227 (T/G) 1L128
rs10889677 (A/C) IL23R
rs12070470 (C/T) IL23R
rs7528924 (A/G) IL23R

Rechazo mediado por anticuerpos

rs1800795 (G/C) IL6
rs2055979 (G/T) 121
rsa833837 (A/G) 121
rs2275913 (A/G) IL17A
rs3212227 (T/G) 1L128
rs10889677 (A/C) IL23R
rs12070470 (C/T) IL23R
rs7528924 (A/G) IL23R

* Test exacto de Fisher

**Debido a que en un grupo de pacientes el valor de andlisis es 0 y no calcula la funcién para la OR.

GG +GC
TT+TG
GG +GA
AA + AG
GG+ GT
AA + AC
CC+CT
GG + AG

GG +GC
TT+TG
GG +GA
AA + AG
GG+ GT
AA + AC
CC+CT
GG + AG

1,14 (0,58-2,23)
0,89 (0,60-1,30)
0,87 (0,59-1,29)
1,12 (0,76-1,66)
1,57 (1,07-2,31)
1,01 (0,68-1,49)
0,55 (0,30-1,00)
0,65 (0,43-0,99)

1,07 (0,32-3,60)
0,89 (0,44-1,77)
0,46 (0,22-0,98)
0,75 (0,37-1,50)
1,41 (0,70-2,81)
0,95 (0,47-1,89)
1,09 (0,44-2,71)
0,87 (0,42-1,78)

1,17 (0,54-2,60)
0,93 (0,60-1,43)
1,10 (0,71-1,70)
1,33 (0,86-2,07)
1,51 (0,98-2,32)
1,01 (0,65-1,56)
0,41 (0,19-0,88)
0,60 (0,37-0,97)

1,48 (0,44-4,91)
1,19 (0,65-2,19)
1,80 (0,97-3,34)
0,89 (0,48-1,63)
1,11 (0,60-2,05)
0,61 (0,33-1,14)
0,62 (0,23-1,60)
0,79 (0,41-1,49)

0,701
0,542
0,493
0,545
0,022
0,944
0,050
0,043

1,000*
0,730
0,040
0,418
0,327
0,879
0,847
0,697

0,689
0,726
0,740
0,198
0,063
0,952
0,018
0,035

0,789*
0,566
0,060
0,708
0,723
0,117
0,316
0,464

recesivo

GG

GG
AA
GG
AA
cC
GG

GG

GG
AA
GG
AA
CcC
GG

GG

GG
AA
GG
AA
cC
GG

GG
T
GG
AA
GG
AA
CcC
GG

OR (95% IC) ‘ p

0,91 (0,62-1,34)
0,62 (0,27-1,42)
1,03 (0,54-1,96)
1,11 (0,59-2,09)
0,89 (0,38-2,09)
1,89 (1,07-3,34)
Indefinido**
0,48 (0,16-1,39)

1,24 (0,62-2,48)
0,73 (0,17-3,15)
0,27 (0,04-1,99)
1,60 (0,59-4,30)
1,60 (0,47-5,51)
1,56 (0,58-4,22)
Indefinido**
1,71 (0,49-5,90)

0,84 (0,54-1,30)
0,61 (0,23-1,57)
1,37 (0,70-2,68)
0,91 (0,43-1,91)
0,65 (0,23-1,89)
1,81 (0,97-3,39)
Indefinido**
0,15 (0,02-1,13)

0,81 (0,43-1,49)
0,53 (0,13-2,28)
1,46 (0,59-3,60)
0,19 (0,02-1,42)
1,16 (0,34-3,94)
0,62 (0,19-2,04)
Indefinido**
0,78 (0,18-3,36)

0,632
0,257
0,935
0,732
0,798
0,026
0,586*
0,169

0,542
1,000*
0,238*
0,371*
0,441*
0,375*
1,000*
0,426*

0,426
0,298
0,357
0,805
0,430
0,058
1,000*
0,035

0,490
0,566*
0,431*
0,074*
0,741*
0,608*
1,000*
1,000*



BTN resuitados

Al igual que en los anteriores anélisis, también se estratificaron los pacientes segun
hubiesen recibido o no tratamiento de induccion con Timoglobulina. En el grupo que si
recibié esta terapia (n = 355). Observamos una fuerte asociacion protectora del SNP
rs4833837 del gen de IL21 para el RAC de Grado <2 en la clasificacion de Banff
(Tabla 17). En relacién a las otras asociaciones que encontramos en la cohorte total, el
SNP rs3212227 del gen IL12B no mostré ninguna asociacion en ninguno de los grupos
ni en ninguno de los modelos (Tabla 17). Por lo que respecta al efecto protector de los
polimorfismos rs12070470 y rs7528924 situados en el gen IL23R, no se evidencid en
este grupo de pacientes. Ahora bien, ninguno de los portadores del alelo G del
rs7528924 que se asociaba significativamente con efecto protector para el RAC de
Grado >2 en la clasificacion de Banff en el grupo total, sufrié ningiin tipo de RAC

(Tabla 17).



Tabla 17. Estudio de asociacion de los SNPs con rechazo inmunoldgico mediante analisis
bivariable en pacientes con tratamiento de induccion con Timoglobulina.

Nombre Mo.delo OR (95% IC) Modclalo OR (95% IC) ‘ . ‘
Locus dominante recesivo

Rechazo agudo celular total
rs1800795 (G/C) L6 GG +GC 2,22 (0,51-9,64) 0,401* GG 1,22 (0,63-2,35) 0,556
rs2055979 (G/T) IL21 TT+TG 0,72 (0,36-1,40) 0,325 TT 0,27 (0,04-2,07)  0,344*
rs4833837 (A/G) 121 GG + GA 0,64 (0,33-1,30) 0,199 GG 1,18 (0,43-3,21) 0,787*
rs2275913 (A/G) IL17A AA + AG 1,01 (0,56-2,12) 0,784 AA 1,18 (0,39-3,59) | 0,766*
rs3212227 (T/G) IL12B GG +GT 1,56 (0,80-3,02) 0,183 GG 1,02 (0,30-3,60) 1,000*
rs10889677 (A/C) IL23R AA + AC 0,75 (0,39-1,45) 0,400 AA 1,88 (0,73-4,88) 0,241*
rs12070470 (C/T) IL23R CC+CT 0,55 (020-1,61) 0,268 cc Indefinido** 1,000*
rs7528924 (A/G) IL23R GG + AG 0,72 (0,36-1,45) 0,360 GG Indefinido** 0,236*
Rechazo agudo celular Grado <2 (Banff)
rs1800795 (G/C) IL6 GG+ GC Indefinido** 0,607* GG 1,20 (0,34-4,21) 1,000*
rs2055979 (G/T) IL21 TT+TG 0,47 (0,12-1,84) 0,344* TT Indefinido** 1,000%
rs4833837 (A/G) 121 GG+ GA 0,12 (0,02-0,95) 0,022 GG 0,90 (0.11-7,28) 1,000*
rs2275913 (A/G) IL17A AA + AG 0,88 (0,25-3,11) 1,000* AA 2,72 (0,55-13,43) = 0,214*
rs3212227 (T/G) IL12B GG+ GT 1,50 (0,43-5,28) 0,532* GG 3,34 (0,67-16,62) 0,161*
rs10889677 (A/C) IL23R AA + AC 0,95 (0,27-3,33) 1,000* AA 1,09 (0,13-8,85) 1,000*
rs12070470 (C/T) IL23R CC+CT 0,57 (0,07-4,62) 1,000* CcC Indefinido** 1,000*
rs7528924 (A/G) IL23R GG + AG 0,17 (0,02-1,33) 0,096* GG Indefinido** 1,000*
Rechazo agudo celular Grado 22 (Banff)
rs1800795 (G/C) IL6 GG + GC 1,58 (0,36-7,00) 0,753* GG 1,21 (0,57-2,56) 0,616
rs2055979 (G/T) IL21 TT+TG 0,84 (0,40-1,78) 0,647 TT 0,38 (0,05-2,90)  0,492*
rs4833837 (A/G) 121 GG+ GA 0,98 (0,47-2,10) 0,966 GG 1,28 (0,42-3,90) 0,758*
rs2275913 (A/G) IL17A AA + AG 1,18 (0,55-2,50) 0,671 AA 0,73 (0,16-3,21)  1,000%
rs3212227 (T/G) IL12B GG+ GT 1,54 (0,73-3,25) 0,257 GG 0,41 (0,05-3,16) 0,712*
rs10889677 (A/C) IL23R AA + AC 0,70 (0,33-1,50) 0,364 AA 2,12 (0,75-5,97) 0,179*
rs12070470 (C/T) IL23R CC+CT 0,56 (0,16-1,90) 0,443* cC Indefinido** 1,000*
rs7528924 (A/G) IL23R GG + AG 1,04 (0,48-2,23) 0,921 GG Indefinido** 1,000*
Rechazo mediado por anticuerpos
rs1800795 (G/C) IL6 GG + GC 1,10 (0,32-3,82) 1,000* GG 0,87 (0,42-1,78) 0,698
rs2055979 (G/T) 21 TT+TG 1,81 (0,87-3,76) 0,109 TT 0,73 (0,16-3,24)  1,000*
rs4833837 (A/G) 121 GG +GA 1,40 (0,68-2,86) 0,365 GG 0,79 (0,23-2,73) 1,000*
rs2275913 (A/G) IL17A AA + AG 1,07 (0,52-2,20) 0,848 AA Indefinido** 0,096*
rs3212227 (T/G) IL12B GG+ GT 1,26 (0,64-2,60) 0,525 GG 1,30 (0,37-4,58) 0,722*
rs10889677 (A/C) IL23R AA + AC 0,51 (0,24-1,07) 0,072 AA 0,61 (0,14-2,65) 0,754*
rs12070470 (C/T) IL23R CC+CT 0,93 (0,34-2,51) 0,882 CC Indefinido** 1,000*
rs7528924 (A/G) IL23R GG + AG 1,60 (0,56-2,40) 0,686 GG 1,32 (0,30-6,04) 0,665*

* Test exacto de Fisher

**Debido a que en un grupo de pacientes el valor de andlisis es 0 y no calcula la funcién para la OR.




BTN resuitados

En aquellos pacientes que no habian recibido tratamiento de induccién con
Timoglobulina (n = 277). También encontramos diversas asociaciones (Tabla 18). En el
modelo dominante observamos una clara asociacion del rs4833837 de IL21 con aquellos
pacientes que habia sufrido un RMA. Este mismo SNP presenté una tendencia a la
asociacion de riesgo para el RMA en el modelo recesivo (Tabla 18). De los SNPs
analizados en el gen IL23R, el rs12070470 se vio una tendencia de asociacién con el
RAC que se observa posteriormente con el RAC de Grado >2 en la clasificacion de
Banff del modelo dominante. También, el rs7528924 se asoci6 con el RMA y el RAC
de Grado >2 en la clasificacion de Banff en el modelo dominante (Tabla 18). En todos

los casos la asociacion fue de caracter protector.



Tabla 18. Estudio de asociacion de los SNPs con rechazo inmunol6gico mediante analisis
bivariable en pacientes sin tratamiento de induccion con Timoglobulina.

Nombre
Locus ‘

Rechazo agudo celular total
rs1800795 (G/C) IL6
rs2055979 (G/T) IL21
rs4833837 (A/G) 21
rs2275913 (A/G) IL17A
rs3212227 (T/G) IL12B
rs10889677 (A/C) IL23R
rs12070470 (C/T) IL23R
rs7528924 (A/G) IL23R

Modelo
dominante

GG+ GC
TT+TG
GG +GA
AA + AG
GG+ GT
AA +AC
CC+CT
GG + AG

Rechazo agudo celular Grado <2 (Banff)

rs1800795 (G/C) IL6
rs2055979 (G/T) IL21
rs4833837 (A/G) 1121
rs2275913 (A/G) IL17A
rs3212227 (T/G) IL12B
rs10889677 (A/C) IL23R
rs12070470 (C/T) IL23R
rs7528924 (A/G) IL23R

GG+ GC
TT+TG
GG + GA
AA + AG
GG + GT
AA + AC
CC+CT
GG + AG

Rechazo agudo celular Grado 22 (Banff)

rs1800795 (G/C) L6
rs2055979 (G/T) 1121
rs4833837 (A/G) 1121
rs2275913 (A/G) IL17A
rs3212227 (T/G) IL128
rs10889677 (A/C) IL23R
rs12070470 (C/T) IL23R
rs7528924 (A/G) IL23R

Rechazo mediado por anticuerpos

rs1800795 (G/C) IL6
rs2055979 (G/T) IL21
rs4833837 (A/G) 1121
rs2275913 (A/G) IL17A
rs3212227 (T/G) IL128
rs10889677 (A/C) IL23R
rs12070470 (C/T) IL23R
rs7528924 (A/G) IL23R

* Test exacto de Fisher.

GG +GC
TT+TG
GG +GA
AA + AG
GG+ GT
AA + AC

CC+CT
GG + AG

GG+ GC
TT+ TG
GG +GA
AA + AG
GG + GT
AA + AC
CC+CT
GG + AG

‘ OR (95% IC)

0,78 (0,33-1,86)
1,00 (0,61-1,66)
1,05 (0,63-1,74)
1,11 (0,67-1,85)
1,52 (0,92-2,53)
1,21 (0,73-2,00)
0,51 (0,24-1,07)
0,61 (0,35-1,04)

0,63 (0,17-2,30)
1,16 (0,50-2,68)
0,68 (0,29-1,62)
0,67 (0,29-1,56)
1,30 (0,56-3,00)
0,95 (0,41-2,18)
1,32 (0,47-3,73)
1,46 (0,62-3,38)

0,95 (0,36-2,51)
0,98 (0,57-1,70)
1,19 (0,69-2,07)
1,40 (0,80-2,47)
1,42 (0,82-2,48)
1,23 (0,71-2,14)
0,32 (0,12-0,85)
0,43 (0,23-0,81)

Indefinido**
0,37 (0,10-1,39)
3,73 (1,00-14,11)
0,57 (0,18-1,85)
0,90 (0,28-2,92)
0,95 (0,30-3,01)

Indefinido**
0,14 (0,02-1,12)

0,584
0,982
0,850
0,677
0,100
0,462
0,072
0,072

0,448*
0,725
0,390
0,352
0,539
0,897

0,574*
0,380

0,923
0,955
0,521
0,232
0,204
0,456
0,017
0,008

0,608*
0,126
0,038
0,347
0,865
0,929

0,229*

0,035*

Modelo
recesivo

GG

GG
AA
GG
AA
cC
GG

GG

GG
AA
GG
AA
CcC
GG

GG

GG
AA
GG
AA

CcC
GG

GG
T
GG
AA
GG
AA
CcC
GG

**Debido a que en un grupo de pacientes el valor de andlisis es 0 y no calcula la funcién para la OR.

OR (95% IC)

0,78 (0,47-1,30)
0,82 (0,31-2,18)
1,19 (0,45-2,74)
0,94 (0,42-2,07)
1,20 (0,34-4,20)
1,84 (0,86-3,93)
Indefinido**
0,56 (0,18-1,80)

1,30 (0,56-3,00)
1,12 (0,25-5,12)
Indefinido**
1,10 (0,31-3,92)
1,06 (0,13-8,62)
1,67 (0,53-5,26)
Indefinido**
2,26 (0,60-8,46)

0,69 (0,39-1,21)
0,72 (0,23-2,22)
1,76 (0,71-4,36)
0,86 (0,36-2,10)
1,18 (0,31-4,60)
1,58 (0,70-3,55)
Indefinido**
0,17 (0,02-1,31)

0,62 (0,18-2,11)
Indefinido**
4,08 (1,02-16,29)
0,69 (0,86-5,50)
Indefinido**
0,71 (0,89-5,71)
Indefinido**
Indefinido**

a

0,347
0,690
0,806
0,873
0,752*
0,110
0,553*
0,336

0,539
0,701
0,238*
0,747*
1,000*
0,324*
1,000*
0,196*

0,203
0,567
0,215
0,745

0,731*
0,266
1,000*

0,083*

0,445
0,609*
0,067*
1,000*
1,000*
1,000*
1,000*
1,000*



BTN Resuitados

También no propusimos analizar los haplotipos formados por los polimorfismos de los
genes 1L21 y IL23R. Estos haplotipos se estudiaron en relacion al rechazo inmunoldgico
tanto en pacientes de forma global, como en pacientes estratificados segun hubiesen
recibido o no tratamiento de induccion con el farmaco deplector de linfocito T. Asi en la
Tabla 19 se puede ver el anélisis de los haplotipos de los polimorfismos de 1L21, donde
se observaba que, para los receptores analizados de forma global, el haplotipo
rs2055979-rs4833837 G/G presentaba una asociacion de carécter protector con el RAC
de Grado <2 en la clasificacion de Banff. Mientras que ese mismo haplotipo presentaba
una tendencia a la asociacién de riesgo para el RMA (Tabla 19). En los receptores de
trasplante que habian recibido tratamiento de induccion se observé que el haplotipo
rs2055979-rs4833837 G/G presentaba una asociacion de caracter protector para el RAC
de Grado <2 (Tabla 19). Por altimo, en los pacientes que no habian recibido ese
tratamiento de induccion con Timoglobulina, pudimos observar una tendencia de

asociacion del mismo haplotipo con el riesgo de padecer un RMA.



Tabla 19. Analisis de haplotipos de 1L21:rs2055979 (G/T) / rs4833837 (A/G) para el rechazo
inmunoldgico.

Haploti
a'::l_°;'f°s OR (95% IC) OR (95% IC) OR (95% IC)
Receptores con Receptores sin
Receptores totales . P . . : .
Timoglobulina Timoglobulina

Rechazo agudo celular total
T A 0,89 (0,60-1,31) 0,542 0,72 (0,36-1,40) 0,325 1,00 (0,60-1,66) 0,982
0,95 (0,63-1,43) 0,799 1,50 (0,70-3,19) 0,289 0,76 (0,45-1,28) 0,304
G G 0,87 (0,59-1,29) 0,493 0,64 (0,33-1,26) 0,199 1,05 (0,63-1,74) 0,850
Rechazo agudo celular Grado <2 (Banff)
T A 0,89 (0,44-1,77) 0,730 0,47 (0,12-1,84) 0,344* 1,16 (0,50-2,68) 0,725
1,19 (0,56-2,53) 0,655 4,44 (0,55-35,50) 0,177* 0,82 (0,34-1,97) 0,670
G G 0,46 (0,22-0,98) 0,040 0,12 (0,02-0,95) 0,022* 0,69 (0,29-1,63) 0,390
Rechazo agudo celular Grado 22 (Banff)
T A 0,93 (0,60-1,43) 0,726 0,84 (0,40-1,78) 0,647 0,98 (0,56-1,70) 0,955
G A 0,89 (0,57-1,41) 0,626 1,13 (0,50-2,55) 0,770 0,80 (0,45-1,43) 0,457
G G 1,10 (0,71-1,69) 0,678 0,98 (0,46-2,08) 0,966 1,20 (0,69-2,07) 0,521
Rechazo mediado por anticuerpos
T A 1,19 (0,65-2,19) 0,566 1,80 (0,87-3,76) 0,109 0,37 (0,10-1,39) 0,126
G A 0,72 (0,39-1,34) 0,294 0,71 (0,34-1,49) 0,367 0,70 (0,21-2,25) 0,544*

G G 1,80 (0,97-3,34) 0,060 1,40 (0,68-2,86) 0,365 3,74 (1,00-14,11) 0,038
*Test exacto de Fisher

1)
>

(9]
>

Por lo que respecta a los haplotipos de IL23R, encontrabamos que para el andlisis de
todos los receptores de trasplante y para aquellos que no habian recibido tratamiento de
induccién con Timoglobulina habia asociaciones de caréacter protector entre el haplotipo
rs10889677-rs12070470-rs7528924 C/C/IG y el RAC. Ademas, también lo

observabamos con el RAC de Grado >2 en la clasificacion de Banff (Tabla 20).
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Tabla 20. Andlisis de haplotipos de IL23R: rs10889677 (A/C) / rs12070470 (C/T) / rs7528924
(AJ/G) para el rechazo inmunoldgico.

Haplotipos

IL-23

OR (95% IC)

p

Receptores totales

Rechazo agudo celular total

w

OR (95% IC)

Receptores con
Timoglobulina

0,76 (0,40-1,48)
1,30 (0,60-2,83)
0,55 (0,20-1,60)
0,81(0,37-1,77)

0,96 (0,27-3,37)

3,37 (0,42-27,00)

0,57 (0,07-4,61)
Indefinido**

0,72 (0,34-1,52)
1,00 (0,43-2,34)
0,55 (0,16-1,90)
1,25 (0,55-2,84)

0,51 (0,25-1,09)
1,40 (0,60-3,33)
0,93 (0,34-2,51)

A T A} 102(0,70-1,50) @ 0,912

A T G| 101(0,66-1,55) | 0,955

c C€C GJ|J 055(0,30-1,00) 0,050

c T G| 080(050-1,27) | 0,351
Rechazo agudo celular Grado <2 (Banff)

A T A} 095(048-1,91) 0,894

A T G| 075(0,36-1,55) | 0,441

C C G| 1,09(0,44-2,71) 0,847

C T G| 093(042-2,11) | 0,873
Rechazo agudo celular Grado 22 (Banff)

A T A} 102(0,66-1,57) @ 0,925

A| T G| 1,16(0,72-1,90) | 0,537

c C G| 041(0,19-0,88) 0,018

C T G| 076(0,45-1,29) | 0,313
Rechazo mediado por anticuerpo

A T A| 061(0,33-1,14) 0,122

A T G| 1,73(0,81-3,66) | 0,150

C C G| 061(0,24-1,60) 0,316

C T G| 1,12(0,56-2,22) | 0,749

*Test exacto de Fisher
**Debido a que en un grupo de pacientes el valor de andlisis es 0 y no calcula la funcién para la OR.

1,48 (0,691-3,20)

0,421
0,518
0,268
0,601

1,000*
0,300*
1,000*
0,069*

0,381
0,990
0,443*
0,594

0,078
0,450
0,882
0,307

OR (95% IC)

Receptores sin
Timoglobulina

1,20 (0,73-2,00)
1,04 (0,61-1,79)
0,50 (0,24-1,07)
0,84 (0,46-1,55)

0,95 (0,41-2,19)
0,55 (0,23-1,27)
1,32 (0,47-3,73)
1,76 (0,72-4,32)

1,23 (0,71-2,14)
1,45 (0,78-2,67)
0,32 (0,12-0,85)
0,58 (0,28-1,19)

0,95 (0,30-3,01)

2,52 (0,54-11,80)

Indefinido**

0,29 (0,37-2,30)

0,462
0,877
0,072
0,585

0,897
0,157
0,598
0,214

0,456
0,231
0,017
0,136

0,929

0,348*
0,229*
0,307*

Por ultimo, realizamos el analisis multivariable mediante regresion logistica para las

variables de los polimorfismos que fueron significativas y las variables de interés

bioldgico al ser factores de riesgo o proteccion descritos en la bibliografia. Para ajustar

el modelo que evalué la incidencia de RAC utilizamos las variables: donante>50,

receptor>60, re-trasplante, sexo receptor, sexo donante, PRA>50 y Terapia de induccion

(Timoglobulina). Asi el SNP del rs3212227 de IL12B, mantuvo la significacion

estadistica, de forma que los portadores del alelo T tuvieron méas riesgo de desarrollar

RAC (Tabla 21). Mientras que el resto de SNPs estudiados mantuvieron una tendencia
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de asociacion: a la proteccion en rs3212227 y de riesgo en caso de rs10889677
(Tabla 21). El polimorfismo rs7528924 fue el Unico que mostré una tendencia a la

proteccion en el RAC de Grado >2 en la clasificacion de Banff (Tabla 22).

Tabla 21. Analisis Multivariable para el rechazo agudo celular total.

\ELEL]S OR (95% IC) P
Receptores totales’
Re-trasplante
Si 2,47 (1,32-4,61) 0,005
No 1
Sexo donante
Mujer 1,72 (1,07-2,75) 0,024
Hombre 1
PRA >50
Si 2,27 (1,01-5,13) 0,048
No 1
Terapia de induccién (Timoglobulina)
Si 0,18 (0,11-0,30) <0,001
No 1
rs3212227 (IL128)
GG + GT 1,64 (1,08-2,49) 0,020
TT 1
rs12070470 (/L23R)
CC+CT 0,56 (0,30-1,06) 0,076
T 1
rs10889677 (/IL23R)
AA 1,83 (0,94-3,39) 0,058
CC+CA 1
Receptores con tratamiento de induccién con TimoglobulinaE
Re-trasplante
Si 2,50 (1,06-5,93) 0,037
No 1
PRA >50
Si 2,37 (0,94-5,95) 0,067
No 1
Receptores sin tratamiento de induccion con Timoglobulinaa
Donante >50
Si 1,89 (1,03-3,48) 0,039
No 1
Sexo donante
Mujer 1,81 (1,01-3,25) 0,048
Hombre 1
rs3212227 (/L12B)
GG + GT 1,71 (1,02-2,89) 0,043
cc 1

* Ajustada por donante >50, receptor >60, re-trasplante, sexo receptor, sexo donante, PRA>50 y Terapia de induccién

(Timoglobulina).

** Ajustada por donante >50, receptor >60, re-trasplante, sexo receptor, sexo donante y PRA>50.
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Tabla 22. Andlisis Multivariable para el rechazo agudo celular Grado >2 (Banff)

Variable OR (95% IC) p
Receptores totales
Re-trasplante
Si 1,84 (1,08-3,12) 0,024
No 1
Terapia de induccion (Timoglobulina)
Si 0,50 (0,33-0,75) 0,001
No 1
Receptores con tratamiento de induccion con Timoglobulinaﬂ
PRA >50
Si 2,12 (1,04-4,35) 0,040
No 1

==
Receptores sin tratamiento de induccion con Timoglobulina

Re-trasplante

Si 2,89 (1,11-7,52) 0,030
No 1

rs7528924 (/L23R)
GG +GA 0,57 (0,32-1,03) 0,062
AA 1

* Ajustada por donante >50, receptor >60, re-trasplante, sexo receptor, sexo donante, PRA>50 y Terapia de induccion
(Timoglobulina).
** Ajustada por donante >50, receptor >60, re-trasplante, sexo receptor, sexo donante y PRA>50.
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4. Analisis de replicacion de SNPs asociados con rechazo en trasplante renal

En nuestra cohorte de pacientes trasplantados de rifion analizamos dos SNPs:
rs10765602 y rs7976329 localizados en los genes DEUP1 (CCDC67) y PTPRO,
respectivamente. En esta cohorte de 641 pacientes, 135 (21,1%) sufrieron algun tipo de
rechazo celular, de los cuales en 36 (5,6%) fue de Grado <2 en la clasificacion de Banff
y en 101 (15,8%) fue de Grado >2 en la clasificacion de Banff. También se recogieron

los datos de rechazo humoral, que se constatd en 46 pacientes (7,2%) del total.

Cuando se analizaron estos polimorfismos en relacién al rechazo, encontramos una clara
asociacion con el riesgo de RAC de Grado <2 en la clasificacion de Banff. Asi,
podemos ver en la Tabla 23 que el genotipo CC del SNP rs7976329 se asocia con un
aumento del riesgo del RAC de Grado <2 en la clasificacion de Banff y también se

observa una tendencia a la asociacion con el RAC total.

Tabla 23. Estudio de asociacion de los SNPs con rechazo inmunoldgico mediante andlisis
bivariable.

Nombre Mo.delo OR (95% IC) Modt.alo
Locus dominante recesivo

Rechazo agudo celular total
rs7976329 (T/C) PTPRO CC+TC 1,15 (0,78-1,69) 0,477 cC 1,70(0,99-2,92) | 0,052
rs10765602 (G/T) DEUP1 || GG+TG | 0,89(0,60-1,30) @ 0,541 GG 0,97 (0,41-2,28) = 0,945

OR (95% IC) ‘ p ‘

Rechazo agudo celular Grado <2 (Banff)
rs7976329 (T/C) PTPRO CC+TC 1,68 (0,82-3,42) 0,150 cC 3,78 (1,78-8,06) ' 0,001*
rs10765602 (G/T) DEUP1 GG+TG 0,83 (0,42-1,66) 0,603 GG 2,40 (0,80-7,21) 0,116*

Rechazo agudo celular Grado 22 (Banff)
rs7976329 (T/C) PTPRO CC+TC 0,97 (0,63-1,49) 0,892 cC 1,04 (0,53-2,01) | 0,908
rs10765602 (G/T) DEUP1 GG+TG 0,93 (0,61-1,43) 0,745 GG 0,70 (0,24-2,04) 0,511

Rechazo mediado por anticuerpos
rs7976329 (T/C) PTPRO CC+TC 0,88 (0,48-1,61) 0,682 cC 0,71(0,25-2,05) | 0,530

rs10765602 (G/T) DEUP1 GG+TG 1,02 (0,56-1,87) 0,952 GG 0,38 (0,05-2,83) | 0,502*
* Test exacto de Fisher
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Por otro lado, cuando estratificamos a los pacientes segin hubieran recibido o no
tratamiento de induccion con Timoglobulina, como se ve en la Tabla 24, en aquellos
pacientes que habian recibido este tratamiento (n = 358), se observa una tendencia a la
asociacion de riesgo para el RAC de Grado <2 en la clasificacion de Banff por parte del
genotipo CC de PTPRO. Esta asociacion, también es claramente significativa para
ambos SNPs en aquellos pacientes que no habian recibido el tratamiento de induccién

con Timoglobulina (n=283) (Tabla 25).

Tabla 24. Estudio de asociacion de los SNPs con rechazo inmunolégico mediante analisis
bivariable en pacientes con tratamiento de induccion con Timoglobulina.

N M |
ombre odelo OR (95% IC) e OR (95% IC) Q

Locus dominante recesivo

Rechazo agudo celular total

rs7976329 (T/C) prPrO | cc+TC | 1,19(0,62-2,30) | 0,605 cc 1,33 (0,49-3,64) = 0,576*
rs10765602 (G/T) =~ DEUP1I | GG+TG = 1,11(0,58-2,14) 0,742 GG 1,06 (0,30-3,71)  1,000*

Rechazo agudo celular Grado <2 (Banff)

rs7976329 (T/C) PTPRO CC+TC 1,96 (0,50-7,72) 0,522* CcC 4,23 (1,04-17,17) | 0,064*
rs10765602 (G/T) DEUP1 GG+TG 1,16 (0,33-4,08) 1,000* GG 1,50 (0,18-12,34) = 0,520*

Rechazo agudo celular Grado 22 (Banff)
rs7976329 (T/C) PTPRO CC+TC 1,00 (0,48-2,11) 0,992 cC 0,61(0,14-2,69) | 0,754*
rs10765602 (G/T) DEUP1 GG+TG 1,09 (0,52-2,28) 0,814 GG 0,91 (0,21-4,06) 1,000*

Rechazo mediado por anticuerpos
rs7976329 (T/C) PTPRO I CC+TC 0,66 (0,32-1,36) 0,260 cc 0,92 (0,27-3,17) | 1,000*

rs10765602 (G/T) DEUP1 GG+TG 0,73 (0,35-1,52) 0,399 GG 0,39 (0,05-2,99) 0,716*
* Test exacto de Fisher
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Tabla 25. Estudio de asociacion de los SNPs con rechazo inmunoldgico mediante analisis
bivariable en pacientes sin tratamiento de induccion con Timoglobulina.

Nombre  Modelo 0 950 1) p Modelo oresxig) Q

Locus dominante
Rechazo agudo celular total
rs7976329 (T/C) pTPRO || CC+TC 1,13 (0,68-1,86) | 0,638 cC 1,68 (0,84-3,34) | 0,138
rs10765602 (G/T) =~ DEUP1I | GG+TG 0,90 (0,54-1,50) = 0,691 GG 1,64 (0,43-6,24) | 0,486*

recesivo |

Rechazo agudo celular Grado <2 (Banff)
rs7976329 (T/C) PTPRO I CC+TC 1,58 (0,68-3,67) 0,286 CcC 3,24 (1,30-8,08) | 0,015*
rs10765602 (G/T) = DEUP1 | GG+TG = 0,81(0,35-1,91) = 0,641 GG 5,46 (1,28-23,26) | 0,040*

Rechazo agudo celular Grado 22 (Banff)
rs7976329 (T/C) PTPRO CC+TC 0,94 (0,55-1,61) 0,817 CcC 1,06 (0,49-2,30) 0,888
rs10765602 (G/T) = DEUP1 [ GG+TG 0,98 (0,57-1,71) | 0,953 GG 0,86 (0,18-4,27) | 1,000*

Rechazo mediado por anticuerpos
rs7976329 (T/C) PTPRO CC+TC 1,86 (0,56-6,17) 0,307 cC 0,51(0,06-4,03) | 1,000*
rs10765602 (G/T) DEUP1 GG+TG 1,89 (0,62-5,78) 0,257 GG Indefinido** 1,000*

* Test exacto de Fisher.
**Debido a que en un grupo de pacientes el valor de andlisis es 0 y no calcula la funcién para la OR.

Por ultimo, realizamos el analisis multivariable mediante regresion logistica para las
variables de los polimorfismos que fueron significativas y las variables de interés
bioldgico al ser factores de riesgo o proteccion descritos en la bibliografia. Las variables
que se utilizaron para ajustar el modelo que evalu6 la incidencia de RAC fueron
donante>50, receptor>60, re-trasplante, sexo receptor, sexo donante, PRA>50 y Terapia
de induccion (Timoglobulina). Encontramos que se mantenia la significacion estadistica
en los dos SNPs, de tal forma que los portadores del genotipo CC de rs7976329 del gen
PTPRO tenia en torno a 3 veces mas de riesgo de presentar un RAC de Grado <2 en la
clasificacion de Banff, tanto en los receptores totales como en los pacientes
estratificados por Timoglobulina, mientras que los portadores del genotipo GG del SNP
rs10765602 del gen DEUP1 presentaban 4,6 veces mas riesgo de presentar un RAC de

Grado <2, solo en el grupo sin tratamiento de induccion con Timoglobulina (Tabla 27).
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Tabla 26. Analisis Multivariable para el rechazo agudo celular total.

Variable OR (95% IC) p
Receptores totales
Re-trasplante
Si 2,33 (1,26-4,34) 0,007
No 1
Sexo donante
Hombre 1,63 (1,03-2,57) 0,036
Mujer 1
PRA >50
Si 2,36 (1,07-5,24) 0,034
No 1
Terapia de induccién (Timoglobulina)
Si 0,18 (0,11-0,29) <0,001
No 1
rs7976329 (PTPRO)
cc 1,69 (0,95-3,02) 0,076
TT+TC 1
Receptores con tratamiento de induccién con Timoglobulinau
Re-trasplante
Si 2,38 (1,02-5,54) 0,045
No 1
Sexo receptor
Hombre 1,98 (0,94-4,19) 0,074
Mujer 1
PRA >50
Si 2,42 (0,98-5,96) 0,055
No 1
Receptores sin tratamiento de induccion con Timoglobulinaﬂ
Donante >50
Si 1,77 (0,99-3,19) 0,056
No 1
Sexo donante
Hombre 1,70 (0,96-2,98) 0,067
Mujer 1
* Ajustada por donante >50, receptor >60, re-trasplante, sexo receptor, sexo donante, PRA>50 y Terapia de induccion

(Timoglobulina).

** Ajustada por donante >50, receptor >60, re-trasplante, sexo receptor, sexo donante, y PRA>50.



Tabla 27. Analisis Multivariable para el rechazo agudo celular Grado <2 (Banff)

Resultados

Variable OR (95% IC) p
Receptores totales
Receptor >60
Si 2.11(0.90-4.99) 0.087
No 1
Terapia de induccién (Timoglobulina)
Si 0,34 (0,19-0,72) 0,005
No 1
rs7976329 (PTPRO)
cc 3,63 (1,67-7,90) 0,001
TT+TC 1
Receptores con tratamiento de induccién con TimoglobulinaH
rs7976329 (PTPRO)
cc 4,29 (1,05-17,44) 0,042
TT+TC 1
Receptores sin tratamiento de induccion con TimoglobulinaE
rs7976329 (PTPRO)
CC 3,10 (1,21-7,93) 0,019
TT+TC 1
rs10765602 (DEUP1)
GG 4,64 (1,03-20,90) 0,046
TT+TG 1

* Ajustada por donante >50, receptor >60, re-trasplante, sexo receptor, sexo donante, PRA>50 y terapia de induccién

(Timoglobulina).

** Ajustada por donante >50, receptor >60, re-trasplante, sexo receptor, sexo donante, y PRA>50.
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5. Anadlisis de polimorfismos asociados a funcion renal en enfermedad renal
cronica realizado en pacientes con trasplante renal

Al analizar los 11 SNPs que nosotros habiamos seleccionado en relacion con la tasa de
filtracién glomerular media expresada en eGFR y las medianas de los niveles de
excrecion de creatinina en orina mediante la ratio P/C pudimos ver dos SNPs asociados
con estos dos pardmetros. El rs1394125 localizado en el gen UBE2Q2 vy el rs12917707
situado en el gen UMOD. Ambos SNPs mostraban una asociacion en el analisis
univariable considerando el modelo recesivo para las medias de eGFR (Tabla 28) y las
medianas de la ratio P/C (Tabla 29). El genotipo AA del SNP rs1394125, se asociaba
significativamente con ambos pardmetros; mientras que el genotipo TT del SNP
rs12917707 presentaba una tendencia de asociacion en el estudio de eGFR (Tabla 28), y
una asociacion claramente significativa para la ratio P/C (Tabla 29).

Los pacientes con el genotipo AA del SNP rs1394125 presentaban menor tasa de eGFR
y mayor ratio P/C; en cambio los trasplantados homocigotos TT del SNP rs12917707 se

asociaron con una mayor tasa de eGFR y menor ratio P/C.

Tabla 28. Estudio de asociacion de los SNPs con la funcion renal para la media de eGFR
mediante t de Student.

SNP Nombre Mo.delo o Modc'elo .
locus dominante recesivo

rs12136063 (G/A) SYPL2 GG+AG 0,484 GG 0,593
rs1047891 (C/A) CPS1 AA+AC 0,667 AA 0,565
rs4667594 (T/A) LRP2 TT+AT 0,249 T 0,923
rs228611 (G/A) MANBA AA+AG 0,773 AA 0,468
rs17319721 (G/A) SHROOM3 AA+AG 0,146 AA 0,623
rs10774021 (C/T) SLC6A13 CC+CT 0,774 cC 0,369
rs1394125 (G/A) UBE2Q2 AA+AG 0,251 AA 0,022*
rs164748 (C/G) DPEP1 CC+CG 0,637 CC 0,263
rs12917707 (G/T) UMOD TT+GT 0,922 T 0,068**
rs8091180 (G/A) NFATC1 GG+AG 0,439 GG 0,121
rs6088580 (G/C) TP53INP2 CC+CG 0,891 CC 0,767

* 48,5+17,0 vs 53,2 +15,6 ml/min/1,73m3
** 49,4 +16,9 vs 41,3 £15,2 ml/min/1,73m3
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Tabla 29. Estudio de asociacién de los SNPs con la funcion renal para la mediana de la ratio
P/C mediante test de la mediana.
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SNP Nombre ‘ Mo_delo . Modt-.zlo .
locus dominante recesivo

rs12136063 (G/A) SYPL2 GG+AG 0,154 GG 0,433
rs1047891 (C/A) CPS1 AA+AC 0,844 AA 0,193
rs4667594 (T/A) LRP2 TT+AT 0,724 T 0,388
rs228611 (G/A) MANBA AA+AG 0,715 AA 0,073
rs17319721 (G/A) SHROOM3 AA+AG 0,271 AA 0,280
rs10774021 (C/T) SLC6A13 CC+CT 0,550 cC 0,907
rs1394125 (G/A) UBE2Q2 AA+AG 0,312 AA 0,015*
rs164748 (C/G) DPEP1 CC+CG 0,141 cC 0,767
rs12917707 (G/T) UMOD TT+GT 0,228 TT 0,011%*
rs8091180 (G/A) NFATC1 GG+AG 0,581 GG 0,888
rs6088580 (G/C) TP53INP2 CC+CG 0,779 cc 0,859

* 27,1%vs 14,1%
**24,4% vs 53,3%
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1. Influencia de polimorfismos localizados en factores de transcripcion

implicados en la primera sefial de activacion de linfocitos

En el proceso de presentacion antigénica para la activacion de los linfocitos, la primera
sefial de reconocimiento llevada a cabo por los receptores celulares (TCR y BCR) es
esencial para la respuesta inmunitaria'®. Por eso, el anélisis de los factores implicados
en este mecanismo puede ser de ayuda para abordar el rechazo en el trasplante.
Nosotros nos centramos en dos genes cuyos SNPs previamente han sido descritos como
A139, 140,

participantes en la respuesta inmunitaria frente al injerto y en el rechazo: NFKBI

211 y FOXP3141, 147,148, 212

1.1. NFKBIA

El SNP 15696 C/T se localiza en la region 3° UTR del gen NFKBIA. Esta implicado en
la estabilidad de la molécula de mRNA, en la exportacion fuera del ndcleo y en la
traduccion del mRNA de su proteina IkBo™* 1**1%°_ Esta proteina es responsable de la
inhibicion del factor de transcripcion NF-kB*3%*** Este represor, mantiene blogueado a
NF-kB impidiendo su translocacién al nucleo, asi IkBa puede modular la capacidad
transcripcional de NF-xB*%132 134 gong et al. describen mediante estudios funcionales
que el genotipo TT del SNP rs696 esta implicado en una mayor estabilidad del mRNA
lo que implica una mayor cantidad de proteina IxkBa en el citosol™*. En nuestro estudio
pudimos observar que los pacientes portadores del alelo T presentan una mayor
proteccion frente a algunos rechazos (Tabla 5). Asi, al analizar el rechazo inmunologico
en la Tabla 5 vemos una fuerte asociacion protectora en el RAC total, mientras que en
el RAC de Grado >2 el en la clasificacion de Banff vemos una tendencia de asociacion.

Estos datos subyacen a lo descrito por Song et al. en cuanto a la traduccion del gen; asi,
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el alelo T otorga proteccién frente a los rechazos debido a que proporciona una mayor
estabilidad del mRNA del gen NFKBIA en su region 3’ UTR lo que implica una mayor
produccién de proteina inhibidora (IkBo)) de NF-xB™°. Esto va a reflejarse de forma
directa en una disminucion de la inflamacién por la disminucién de la produccién de
citocinas pro-inflamatorias y una reduccion de la activacién/diferenciacion celular*®*
133 Nuestros datos coinciden también con lo publicado por el grupo de Misra et al., los
cuales describen que, en pacientes con trasplante renal, el alelo C estaba asociado a un
mayor riesgo de tener rechazo y una menor supervivencia™’. En cambio, el grupo de
Kramer et al. para una cohorte de pacientes trasplantados de higado, asegura que el
genotipo TT presenta un mayor riesgo de rechazos mdltiples*®°. Este riesgo solo lo
encuentran al comparar el “trasplante hepatico y multiples rechazos”, pero no al
comparar “rechazo frente no rechazo” en estos pacientes™*’. No obstante, ellos mismo
indican que se deben realizar estudios funcionales para comprobar que el alelo T genera
una reduccién de la proteina IkBa'®. Sin embargo, estudios funcionales realizados
previamente por Song et al., no fueron revisados por el grupo de Kramer; e invalidaria
el razonamiento que ellos presentan, ya que como hemos dicho antes, el alelo T presenta
una mayor estabilidad del mMRNA y con ello una mayor carga proteica™*°. Por otro lado,
también en nuestro estudio estratificamos a los pacientes segun habian recibido
tratamiento de induccion con Timoglobulina o no. De estos resultados se puede apreciar
que el efecto genético es mayor sobre el componente celular inmunitario en los
pacientes que no recibieron el farmaco deplector de linfocitos T, ya que vemos varias
asociaciones protectoras con una alta significacion (Tabla 7). Concretamente vemos ese
efecto para el RAC total, el RAC de Grado <2 y el RAC de Grado >2 en la clasificacion
de Banff (Tabla 7). Esto puede ser debido, a que los pacientes que presenten el alelo T

del SNP tienen una mayor produccion de la proteina IkBa la cual reprime al factor NF-
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kB y esto genere una caida de la actividad pro-inflamatoria. Esta caida puede estar
mediada por dos vias fundamentalmente, la primera es la falta de produccion de células
Th17 pro-inflamatorias®” #; y la segunda, por reduccién de la produccién de las
citocinas pro-inflamatorias dependientes del factor NF-«xB como son IL-2, IL-6, IL-12 y
TNF-o, las cuales conducen a una menor respuesta Th1 dependiente®® 4. En ambos

casos, al reducir el componente celular tenemos una mejor respuesta al rechazo mediado

por células.

Por altimo, al realizar el estudio de rs696 mediante analisis multivariable, se comprueba
que este SNP se comporta como factor independiente para el rechazo celular. De tal
manera, que los portadores del alelo T presentan proteccién frente al RAC de forma
global y especificamente en los pacientes que pueden sufrir un RAC de Grado >2 en la
clasificacion de Banff (Tablas 8 y 9). Se observa que los receptores que no reciben
tratamiento de induccion presentan una mejor proteccion (Tablas 8 y 9). Estos datos

vienen a apoyar lo anteriormente expuesto respecto al SNP rs696 de NFKBIA.

1.2. FOXP3

En este gen nos propusimos estudiar dos SNPs que se localizan en la regién promotora.
Uno de ellos, rs3761548 T/G, se asocia con la capacidad transcripcional del factor
FOXP3. Se ha descrito que esta variante polimorfica se encuentra en una secuencia
consenso de “GGGCGG” para la union del factor de transcripcion sp-1%" 1%, Este
factor, sp-1, es una proteina de expresion ubicua implicado en procesos de
diferenciacion celular, crecimiento celular y respuesta inmunitaria**’. Contiene un
dominio proteico basado en “dedos de zinc” que se une FOXP3 e incrementa su

transcripcion®®. El otro SNP, rs2232365 G/T también se asocia a la capacidad
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transcripcional del gen, concretamente se sitda en la regién cis de unién de NF-xkB™*

218 '|_a actividad transcripcional relacionada con estos polimorfismos se asocia de forma

directa con la produccion de células Treg que como se comentd anteriormente son

indispensables para mantener la tolerancia reduciendo la inflamacion, y con ello una
. -, .. 84, 86, 137

mejor adaptacion del injerto en el receptor . Para el SNP rs3761548 no

observamos ninguna asociacion con el rechazo inmunologico (Tablas 5, 6 y 7). En

nuestro estudio vemos lo mismo que los grupos de Adamek et al.**®, Verma et al.'* y

Qiu et al.*® que no encuentran significacion al analizar este SNP en el primer afio

147 141
l. l.

postrasplante. Sin embargo, los grupos de Thude et a y Khuja et a ven que el
alelo T es potencialmente de riesgo para el rechazo, posiblemente se debe a que estos
grupos tienen un menor numero de pacientes estudiados respecto a nuestro grupo,

presentando datos con menor potencia estadistica.

En relacion al otro SNP estudiado, rs2232365, observamos una asociacion protectora
para el RAC de Grado >2 en la clasificacion de Banff en aquellos pacientes que no
habian sido tratados con Timoglobulina (Tabla 7). Estos resultados se podrian explicar
por la capacidad transcripcional de la regién promotora en la que se sitia el SNP
rs2232365. Diversos autores demuestran que en la region promotora del gen FOXP3 se
encuentran unas secuencias potenciadoras de la transcripcion, a las cuales se puede unir
NF-kB estimulando la expresion de FOXP31%® 136.217 porello, el alelo T posiblemente
genere una mejor afinidad por NF-kB, y esto implique una mejor produccién de Treg'®.
Este efecto se observa fundamentalmente en los pacientes sin Timoglobulina y en el
RAC de Grado >2 en la clasificacion de Banff porque las células T no son eliminadas
por el farmaco v estas responden a los estimulos de agresién inflamatoria severa™:. De
esta manera, para compensar esta excesiva inflamacion se estimularia el factor FOXP3,

el cual genera las Treg para reducir dicha inflamacién a modo de feed-back. En nuestro
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estudio, al igual que el grupo de Misra et al. vemos una asociacion protectora del alelo
T; sin embargo, otros autores no encuentran ninguna asociacion de este SNP con el

rechazo**® 147

posiblemente porque presentan cohortes de pacientes mas pequefias, que
al estratificar entre rechazo y no rechazo, o como en el caso de Thude et al. entre

rechazo temprano o tardio, pierden la potencia estadistica.
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2. Implicacién de polimorfismos localizados en genes de moléculas que

participan en la segunda sefial de activacion de linfocitos

El sistema inmunitario necesita una precisa regulacion que le permita estar en optimas
condiciones para responder a las agresiones externas. Para ello, mdltiples sistemas
participan controlando su activacion o su represion, dependiendo de las condiciones a
las que se vea expuesto®. Uno de los mayores retos es conocer de forma exhaustiva las
vias que conllevan a esa activacidon/desactivacion del sistema inmunitario y de la
genética implicada. En el proceso de activacion de los linfocitos T, la segunda sefial es
una via indispensable para el correcto funcionamiento del sistema inmunitario. Estas
sefiales se reciben en moléculas de superficie, tales como CD28, CD86 y CTLA-4, que

participan transduciendo los mensajes, modulando asf la respuesta inmunitaria®®® ***.

2.1.CD28 y CD86

CD28 es un receptor activador cuya funcién es transmitir mensajes de progresion de la
respuesta inmunitaria, generando sefiales estimuladoras?'®. Esta segunda sefial es
producida tras la primera induccién que se genera por el contacto TCR-HLA. La
molécula CD28 se une a dos ligandos distintos de la familia de las inmunoglobulinas de
B7: CD80 (B7-1) y CD86 (B7-2). El primero se expresa poco en superficie, pero
aumenta su expresion después de ser inducido tras la activacion celular. Sin embargo,
CD86 es una molécula constitutiva de la membrana celular que rapidamente es sobre-
expresada en respuesta a la primera sefial activadora. Este desequilibrio entre ambas
moléculas implica que CD86 sea mas necesario en la culminacion de la activacion
celular inicial mientras que CD80 estaria encargada del mantenimiento de la respuesta

inmunitaria®’®. Estos ligandos estan muy restringidos en su localizacion ya que sélo se
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expresan en las APCs en la respuesta inmunitaria™ y participan de forma activa en el
desarrollo de la respuesta aloinmune. Se ha visto como CD28 en el trasplante se expresa
hasta dos veces mas cuando la célula es activada mediante la primera sefial®. Por ello,
la sobre-expresion que se sufre en el trasplante debido a la estimulacion constante del
injerto lleva al incremento de la produccion de 1L-2, a la activacion y diferenciacion de
células T (Thly Th2)¥% ¥,

En nuestro estudio analizamos dos SNPs, uno relacionado con CD28 (rs3116496) y otro
localizado en CD86 (rs1129055). La variante polimorfica rs3116496 esta localizada en
el tercer intrén del gen CD28'. Respecto a su relacion con el trasplante, hay cierta
controversia al consultar los estudios, algunos autores afirman que el alelo C otorga
riesgo frente al rechazo® % También, se ha descrito que el genotipo CT puede
asociarse a con mayor riesgo de rechazo®’®. Sin embargo, otros trabajos no encuentran
asociacion?2?%, Al igual que estos Gltimos grupos, no encontramos asociacion del SNP
con el rechazo, tanto celular como humoral (Tabla 10), ni cuando se estratifican a los
pacientes por su tratamiento de induccion con Timoglobulina (Tablas 11y 12).

El otro SNP, rs1129055 se localiza en el exén 8 del gen de CD86'%, Martin et al. han
evidenciado que el genotipo AA y el alelo A se relacionaban con un mejor prondstico
en la supervivencia del injerto hepético™. También se ha encontrado la asociacion entre
el SNP y un menor riesgo de rechazo renal*®* *** 4 Sin embargo, Reuver et al. han
descrito que el rs1129055 no se asocia con rechazo en poblacion caucasica, siendo
confirmado por Liu et al. en su meta-analis*” . Nosotros, al igual que Reuver et al. y
Liu et al., no encontramos asociacion del SNP con el rechazo renal, ni celular ni
humoral (Tabla 10), ni cuando se analiz6 estratificando por aquellos pacientes que

habian recibido tratamiento de induccion (Tablas 11y 12).
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Estos controvertidos resultados, tanto en el caso del polimorfismo de CD28 como el de
CD86, pueden ser explicados debido al bajo nimero de pacientes analizados, ya que los
estudios que encuentran una asociacion, su cohorte esta entorno a los 200 pacientes. En
nuestro caso, poseemos una mayor potencia estadistica que respaldaria el hecho de que

no hay asociacion.

2.2. CTLA-4

La otra molécula implicada en la segunda sefial es CTLA-4. En este caso se trata de un
coestimulador negativo que posee la capacidad de unirse con alta afinidad, hasta 100
veces mas que CD28 a sus ligando CD80 y CD86™°. Debido a esta capacidad supresora
de la segunda sefial estimuladora no se expresa de manera constitutiva. Su actividad es
esencial para frenar la activacion del sistema inmunitario ya sea por medio de la
reduccion de la inflamacién, como la induccién a la tolerancia, o la deplecion de células
T después de un evento dafiino para el organismo como puede ser un rechazo del
injerto'’. La capacidad de generar tolerancia es una caracteristica interesante de CLTA-
4, ya que las células T diferenciadas que velan por la tolerancia periférica, las Treg,
expresan altas concentraciones de este receptor’®® ', Ademés, actda reduciendo la
expresion de moléculas coestimuladoras mediante la transendocitosis de sus moléculas

complementarias®®2%

y reduciendo las citocinas pro-inflamatorias, como IL-6 y
TNF-a**. Como CTLA-4 se expresa en células T activadas, en el trasplante renal su rol
es actuar bloqueando la segunda sefal impidiendo la unién CD28«+B7 lo que conlleva
una reduccion de la activacion, proliferacion y la supervivencia de células T
activadas™® 229230,

En nuestro estudio nos propusimos analizar dos SNP en el gen CLTA4 que se han visto

relacionados con trasplante, rs231775 y rs3087243. El primero se encuentra en el exon
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1 del gen de CTLA4™® el cual genera un desequilibrio en la expresion en la membrana
celular de CTLA-4%" 22 Asi, los linfocitos T que tienen el genotipo AA expresan un
nivel normal de CTLA-4 en sus membranas, sin embargo, aquellos que tienen el
genotipo GG expresaban un tercio menos?** %%,

Fue interesante observar que los portadores del alelo G del SNP rs231775 en nuestra
cohorte de pacientes que habian recibido tratamiento de induccidon seguian una
tendencia a la asociacion con un menor RAC de Grado <2 de la clasificacion de Banff
(Tabla 11). Se puede llegar a pensar que al expresar menos CTLA-4 en membrana esto
condujera aun mayor rechazo celular, sin embargo, segin nuestros resultados el alelo G
de menor expresion es protector frente al RAC, al estratificar los pacientes por su
tratamiento. Se han descrito varios trabajos sobre la asociacion del rechazo en el
trasplante y el SNP rs231775 donde se pone de manifiesto cierta controversia entre los
autores. Unos, al igual que nuestro grupo, encuentran que el alelo G otorga proteccion
frente a rechazo®® 2**. Otros en cambio le dan validez a que el alelo A es el protector™?
211,28 También, se ha descrito que el genotipo AG era protector™®*. En cambio, otros
autores no han evidenciado asociacion entre el rs231775 y el rechazo agudo®” 222 223 23>
81 Hay que destacar que el nimero de pacientes en todos los trabajos mencionados
estaba en torno a 200 pacientes. Nuestros resultados, con una mayor potencia
estadistica, vienen a confirmar el hecho ya sefialado que la funcién de CTLA-4 no es
solo transmitir sefiales inhibitorias sino regular en cierta forma la accion de CD28. Asi
una menor expresion en membrana de CTLA-4 va a hacer que el acceso de CD28 a sus
ligandos sea més efectiva y se activen mejor los linfocitos Treg?’. Se sabe que la
proliferacion de los Treg es mas eficiente cuando CD28 esta libre y no se bloquea su

expansion por la via de CTLA-4%% diversos autores apoyan que al bloquear CTLA-4

mediante anticuerpos, la expansion de Treg es mas pronunciada®® 2*°. Esto, también es
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apoyado por el grupo de Paterson que vieron este incremento de la proliferacion de Treg
cuando generaban deleciones en CTLA4 y se expresaba menos en la membrana
celular®®. Por eso, este efecto protector que describimos lo vemos en el grupo que
recibe tratamiento de induccion con RAC de Grado <2 en la clasificacion de Banff
(Tabla 11) ya que como bien se conoce el uso de Timoglobulina derivada de conejo
tiene un efecto de expansion sobre las células Treg y no sobre el resto de linfocitos T?%%,
Ademas, estas celulas T al tener menos CTLA-4 en la superficie se activan por la via

constitutiva de CD28, proliferando y fomentado la proteccién mediante Treg.

Por otro lado, el SNP rs3087243, también Ilamado en la literatura CT60, se localiza en
+6411 G/A en la region 3° UTR. El genotipo GG de este SNP se ha correlacionado con
la secrecion de bajos niveles de la forma soluble de CTLA4 (sCTLA-4)"% 9 Esta
molécula, tiene la capacidad de unirse con mayor afinidad a CD80 y a CD86 que el
CTLA-4 de membrana (;CTLA-4)**®, modulando de esta manera la capacidad de

supresion de la forma completa, {CTLA-4%** 2%

. Ademas, se expresa de forma
constitutiva en las células T no activadas, sin embargo, baja su produccién en los
linfocitos T activados®*®. También, se ha descrito que puede unirse a las moléculas B7
de las APCs evitando asf la transduccién de la segunda sefial por via de {CTLA-4?*!, En
relacién al trasplante, algunos estudios han descrito que el alelo A confiere riesgo para
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el rechazo agudo®®*, otros asocian el riesgo de rechazo con el alelo G***?*®. En cambio,

en un meta-analisis sobre CT60 no encontraron asociacién con el rechazo agudo™?,

En nuestra cohorte de pacientes trasplantados, el alelo G de este SNP, rs3087243,
parece mostrar un efecto protector en el rechazo celular total y en el RAC de Grado >2
en la clasificacion de Banff (Tabla 10). Ademas, encontramos el mismo efecto protector

en aquellos pacientes que no habia recibido tratamiento de induccion con

Timoglobulina (Tabla 12). Esto nos indica que el efecto genético del alelo G recae



Discusion

principalmente sobre las células T, ya que en aquellos pacientes a los que se les
administrd tratamiento de induccién no vemos el efecto protector. Esto puede deberse,
segun lo que dice el grupo de Oaks a que el CTLA-4 se secreta en principalmente por
las células T naive®*’, y por lo tanto, al tener expandidas y diferenciadas las Treg en
mayor medida, no lo vemos. Es decir, las células Treg, ya han sufrido el proceso de
activacion y por lo cual van a producir menos sCTLA-4 dejando mas funcional
el {CTLA-4 de sus membranas, lo que no nos permite valorar en estos pacientes que han
recibido tratamiento de induccién el SNP regulador de sCTLA-4 (rs3087243), no
viéndose ninguna significacion. Sin embargo, el efecto que causa rs3087243 en los
pacientes que no han recibido tratamiento de induccion con Timoglobulina puede ser
visible, ya que segtn lo que dice el grupo de Saverino et al.**®, CTLA-4 puede estar
favoreciendo bloqueos de la activacion mediante la interrupcion de CD28 en las etapas
tempranas del proceso pero posteriormente puede estar interfiriendo en la inhibicién de
la respuesta mediante el bloqueo de la via de {CTLA-4, ya que se ha encontrado altos
niveles de SCTLA-4 en pacientes con enfermedades autoinmunes respecto a controles
sanos, lo que le indica a Saverino et al. que niveles elevados de ;CTLA-4 pueden estar
impidiendo la homeostasis y fomentando la inflamacién®*. Asi, este efecto protector
puede ser explicado por dos hechos que se producen en los pacientes trasplantados que
no han recibido tratamiento de induccion. Por un lado, al ser portadores del alelo G de

rs3087243 se genera una menor expresion de sCTLA-4"% 1%

por lo que no va a impedir
el bloqueo de la via desactivadora de {CTLA-4 en células T activas (tanto Th como Tc).
Por otro lado, en el trasplante la mayoria de los linfocitos T de los pacientes se
encuentran en constante activacion y como hemos dicho, en las células T activadas se

produce menos CTLA-4?*®. Estos dos fenémenos hacen que la forma soluble de

CTLA-4 se una menos a sus ligandos CD80 y CD86, con lo que {CTLA-4 puede unirse
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libremente a ellos y retirarlos de la superficie de las APCs mediante transendocitosis por
parte de las Treg™" ?*”. Ademas, de permitir la desactivacion intrinseca de las células T
efectoras (Th y Tc) por la via de {CTLA-4. Optimizando asi la reduccién de la

activacion celular generando un efecto protector en el paciente.

También, hemos estudiado la asociacion de los haplotipos formados por estos dos
SNPs, rs231775 y rs3087243. En los trabajos publicados hay de nuevo controversia, en
algunos se asocia al haplotipo A/A como factor de riesgo para el rechazo agudo®* y en
cambio otros apuntan al haplotipo G/G como factor de riesgo®'*. Por otro lado, Cassoni

et al. plantea que el haplotipo A/G es protector®*

mientras que el haplotipo A/A protege
segtin el grupo de Misra?'. El grupo de Cassoni et al. y Misra et al. analizaron un total
de 68 y 190 pacientes respectivamente y se caracterizan por haber recibido tratamiento
de induccidn, pero no estratifican por tipos de rechazo. En nuestro trabajo observamos
una tendencia a la asociacion de caracter protector en el grupo de pacientes que
recibieron tratamiento de induccion con el haplotipo G/G para el RAC de Grado <2
segun la clasificacién de Banff (Tabla 13), en contraste de lo que dicen Cassoni et al. y
Misra et al. Esta asociacion en realidad parece ser debida al efecto protector del alelo G

del SNP rs231775, el cual sélo puede ir acompafiado del alelo G de rs3087243 por

desequilibrio de ligamiento.

Por ultimo, al realizar el estudio mediante analisis multivariable, se comprueba que el
SNP rs3087343 se comporta como factor independiente para el rechazo celular. De tal
manera, que los portadores del alelo G presentan proteccién frente al RAC de forma
global y especificamente en los pacientes que pueden sufrir un RAC de Grado >2 en la
clasificacion de Banff (Tablas 14 y 15). Estas asociaciones se observan también en los

receptores que no reciben tratamiento de induccién (Tablas 14 y 15). Estos hallazgos, en
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definitiva, vienen a apoyar lo que anteriormente se ha comentado respecto al SNP

rs3087343 de CTLA4.
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3. Papel de polimorfismos localizados en citocinas y receptores que participan

en la tercera sefial de activacion de linfocitos

Las citocinas, también conocidas como linfocinas o interleucinas, son proteinas de bajo
peso molecular glicosiladas que acttan como eje central de la comunicacion entre las
células del sistema inmunitario y otros tejidos*. La sintesis de estas citocinas tienen
diversos fines una vez secretadas al medio extracelular; asi, participan en procesos de
inmunidad e inflamacién (crecimiento, proliferacion y diferenciacion celular) o
regulando la amplitud y la duracién de las respuestas* 2*. La accién de estas proteinas
es muy potente, son secretadas a razon de picogramos, pero a pesar de estas bajas
concentraciones tienen la capacidad de unirse a sus receptores y alterar el patron en la
expresion del material genético. Esto implica cambios de regulacion en el sistema
inmunitario y en la homeostasis, modificando comportamientos celulares subyacentes a

41,249, 250 | a5 citocinas interaccionan en una red extremadamente

esos cambios
compleja, de manera que, una o varias de ellas inducen a otra u otras, también pueden
modular la expresidn de sus receptores, asi como interactuar de forma sinérgica, aditiva

0 antagonica sobre la misma célula* %% #° Lo que hace complejo su estudio e

investigacion.

En este estudio nos propusimos analizar la repercusion de ciertos polimorfismos
genéticos en los genes que codifican estas citocinas en los pacientes trasplantados por
sus implicaciones en la tercera sefial de activacion en los linfocitos y otras células
inmunitarias. El trasplante es un fenédmeno que implica una fuerte agresion al sistema
inmunitario y a la homeostasis. Este hecho genera una liberacion de muchas citocinas

que influyen de forma directa e indirecta en el rechazo/tolerancia del érgano, que va a
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condicionar a corto y largo plazo la supervivencia del injerto. Las citocinas que

estudiamos fueron IL-6, IL-21, IL-17A, IL-12B y el receptor de IL-23.

3.1. IL-6

La IL-6 es una citocina pro-inflamatoria que tiene efectos pleiotrépicos tanto locales
como sistémicos™®. Induce la proliferacién de neutréfilos, la secrecién de anticuerpos y
la diferenciacion a linfocitos Th17 °. En este trabajo estudiamos el polimorfismo
rs1800795, este SNP se encuentra localizado a -174 G/C en la region promotora de IL6.
Se ha visto que la transicion del alelo G al C provoca una reduccion de los niveles de
mRNA y con ello una bajada de la produccién de IL-6 in vivo®®™ *° Asi, siendo el

genotipo GG un potenciador de la expresion de 1L-6'%* #*

, podria incrementar la
inflamacion devenida del proceso del trasplante, generando un posible rechazo
inmunolégico®?. Sin embargo, al realizar los estudios de asociacién no vimos ningtn
resultado concluyente (Tablas 16, 17 y 18). En nuestra cohorte de pacientes caucasicos
no encontramos asociaciones significativas entre rs1800795 y el rechazo al igual que
varios estudios realizados por diversos autores'®> **%*8 En contra, Karimi et al.”*
afirman que en su cohorte irani el genotipo GG se asocia con tener tres veces mas riesgo
de rechazo agudo. Esto puede ser debido al nimero de pacientes analizado, este grupo
contd con 100 pacientes trasplantados iranies. Al contar con una cohorte caucasica

mucho mas extensa, nos permitio tener mayor potencia estadistica y validar los trabajos

realizados anteriormente que describen lo mismo que nosotros encontramos.

3.2. IL-21

La IL-21 es una interleucina pro-inflamatoria producida por los linfocitos T activados,
especialmente Th2, Th17 y células Th foliculares (Tfh). Sus efectos son pleiotropicos

tanto en la respuesta innata como adaptativa®®®. Esta citocina ejerce su funcién sobre las
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células linfocitarias generalmente activandolas y de forma dual sobre las células de la
proteccion innata. Asi, mientras que a los macrofagos los activa, a las celulas
dendriticas (las mejores células presentadoras de antigenos), las inhibe'®® % 20 por
otro lado, es importante destacar que la secrecion de esta citocina por parte de las
celulas Tfh, estimula la diferenciacion de los linfocitos B a celulas plasméticas en los
centros germinales y facilita el cambio de isotipo a 1gG™ ™. De esta manera, en el
trasplante puede facilitar un RMA por la produccion de anticuerpos derivada del
estimulo de IL-21"® ™. Nos propusimos analizar dos SNPs en el gen de esta citocina. El
primero, rs2055979, se localiza a +1472 G/T en una region intronica. El otro SNP,
rs4833837 G/A se localiza en el exdn 3, este genera un cambio sinébnimo de una

cisteina'® que puede estar afectando a la estabilidad del mRNA, alterando su

expresion'’®.

En nuestro estudio de asociacion entre el SNP rs2055979 y el rechazo en pacientes
trasplantados renales no encontramos ninguna asociacion significativa. De la misma
forma que Karimi et al. y Hejr et al. en sus estudios realizados en pacientes
trasplantados'®® 2% Sin embargo, con el otro SNP estudiado, rs40833837, si
encontramos asociaciones con el rechazo (Tablas 16, 17 y 18), en contra de lo que
afirman en sus estudios los grupos de Karimi y Hejr*®® %! Esto, posiblemente, sea
debido a la potencia estadistica que poseemos al contar con una cohorte mucho mayor

de pacientes trasplantados, ya que ellos analizan 250 y 200 pacientes, respectivamente.

La variante polimorfica rs40833837 ha sido descrita como un potencial modificador de
la expresion génica. Asi, Chatterjee et al.'’® usando un programa de analisis de
estabilidad de mRNA in silico comprobd que el alelo A era méas inestable debido a la
formacion de estructuras secundarias del mRNA, como ya se habia visto en otros genes

con cambios sinénimos en sus codones?®®> 2%, Por lo tanto, el alelo G provoca una
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mayor estabilidad del material genético y con ello una mayor produccion de IL-21. Este
fendmeno nos ayuda a comprender los datos que hemos obtenido en nuestro estudio de
asociacion. Ciertamente, al analizar los pacientes que tenian RAC de Grado <2 segun
los criterios de la clasificacion de Banff encontramos una asociacion de caracter
protector tanto en los pacientes analizados de forma global como en aquellos que habian
recibido tratamiento de induccién (Tablas 16 y 17). Esto se podria explicar por el efecto
de la sobreproduccion de IL-21 sobre las células dendriticas. Ya que como se ha
comentado con anterioridad, 1L-21 produce una inhibicion de la activacién de las
células dendriticas. De tal forma, que pierden sus capacidades de APCs de alta
eficiencia. Ya que se ha descrito que reducen en gran medida la capacidad presentadora
mediante la inhibicién del HLA de clase Il en la superficie, ademas reducen las
moléculas co-estimuladoras por excelencia CD80 y CD86°°. También se ha descrito
que provoca la retencion de los antigenos en el interior de las células dendriticas
evitando su presentacion y la caida de secrecién de citocinas pro-inflamatorias®®. Estos
factores hacen presagiar que el poder protector visto en los pacientes que han sufrido un
RAC leve y han recibido tratamiento de induccidn, es debido al efecto de la IL-21, mas
la suma de la deplecién de los linfocitos T por parte de la Timoglobulina (Tablas 16, 17
y 18). Cabe explicar, que no se puede apreciar esta asociacion protectora en los RAC de
mayor gravedad ya que cuando el sistema se desborda y sufre un rechazo de mayor
magnitud, los linfocitos presentes en el sistema inmunitario tienen una capacidad de
respuesta mucho mas eficiente y severa®. Estos linfocitos y otras células inmunitarias
generan un remanente de citocinas, como IL-15 y IL-2, que probablemente anulan las

capacidades de 1L-21 sobre las dendriticas’® 2°% 2%,

La otra asociacion que hemos descrito se da entre el SNP rs40833837 y el RMA, en este

caso el alelo G, implicado en una mayor produccion de IL-21, confiere riesgo para este
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tipo de rechazo. Esto puede ser debido, basicamente, al fenémeno de produccién de
anticuerpos IgG estables frentes antigenos no propios que se da a nivel de los centros
germinales en los ganglios™ !, En este paso se necesita la coordinacion entre las
células Tfh y los linfocitos B, para ello IL-21 tiene un papel decisivo en ambas
células™. Por un lado, la IL-21 aumenta la proliferacion, la diferenciacion y la actividad
de la funcion de los Tfh en los centros germinales lo cual va a aumentar de forma
directa la activacion y cambio de isotipo en los linfocitos B*®® %> 2%¢ Al mismo tiempo,
en las células B, IL-21 genera una mayor expresion del BCR, facilita la expresiéon de
CDA40, aumenta la diferenciacién a células plasmaticas y lo més interesante al nivel que
nos ocupa, IL-21 genera una mayor produccién antigénica enfocada al isotipo 1gG*®® %>
266 Se ha demostrado en estudios anteriores que bloqueos del gen de IL21R, el gen del
receptor de IL-21, mediante tecnologia genética knock-out generaba una caida de los
valores de 1gG*° por lo que, en pacientes con una genética normal, el SNP
rs40833837 G de mayor produccion de IL-21*"° puede generar una mayor secrecién de
IgG reactiva al injerto y con ello un aumento de los RMA en los pacientes. Nosotros, en
nuestro estudio, apreciamos una tendencia de asociacion de riesgo entre el alelo G del
SNP y el RMA en los pacientes analizados de forma global pero no se ve esa asociacion
en los que habian recibido tratamiento de induccion (Tablas 16 y 17). Esto es debido a
que segun lo que anteriormente se ha comentado, el riesgo se manifiesta en aquellos
pacientes que poseen el alelo G y presentan células Tfh para responder al rechazo y no
en los pacientes que tienen deplecionada la linea celular de los linfocitos T. En cambio,
encontramos una asociacion clara en los que no habian recibido esa pauta terapéutica, lo

que explica por qué en la cohorte global solo veamos una tendencia (Tablas 16 y 18).

Por ultimo, estudiamos las asociaciones entre los haplotipos formados por los

polimorfismos rs2055979-rs4833837 y los distintos rechazos inmunoldgicos
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(Tabla 19). Observamos los mismos patrones de asociacion que presentaba en SNP
rs4833837, y esto era asi porque los haplotipos que daban susceptibilidad para el riesgo
o la proteccion en el SNP rs4833837, asociados con el alelo G, siempre se heredan por
desequilibrio de ligamiento con el alelo G del SNP rs2055979, y no genera ninguna otra

posibilidad de herencia.

3.3. IL-17A

La IL-17A es una citocina que actla como puente entre la inmunidad innata y la
adaptativa’’* cuya principal mision es fomentar un estado pro-inflamatorio en el sistema
inmunitario”™ ™. Es secretada principalmente por las células Th17, aunque también
puede ser sintetizada por otras células del sistema inmunitario, como células NK,

neutr6filos, macréfagos y células dendritas”™ " '™,

Se estudio el SNP de IL17A, rs2275913 A/G, el cual se sitla en la region promotora del
gen IL17A en la posicion -197. Al analizar los resultados para el rechazo no pudimos
encontrar ninguna asociacién en nuestra amplia cohorte de pacientes trasplantados
(Tablas 16, 17 y 18). Esta variante habia sido descrita asociada a cambios en la
expresion de IL-17A, concretamente el alelo A% ' por lo cual el grupo de
Romanowski et al. la habifa estudiado encontrado una asociacion con el RA®. Sin

1.8 no encontraron ninguna asociacién

embargo, en estudios posteriores Haouami et a
significativa entre el rechazo y este SNP. Ambos grupos contaban con cohortes de
estudio mas discretas en cuanto al namero de individuos que nosotros, de esta manera a
la vista de nuestros resultados podemos suponer que este SNP no presenta una clara

asociacion con el rechazo inmunolégico, a pesar de que pueda aumentar los niveles de

IL-17A.
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3.4. 1L-12B

IL-12 es una citocina pro-inflamatoria secretada por las células de la inmunidad innata,
macréfagos y células dendriticas, que activa a las células T y NK!®. Su mision es
generar la diferenciacion celular de ThO a Thl mediante la tercera sefial, bloqueando a
su vez la diferenciacion de las células Th2 y ademas generar un incremento de
interfern-y en las células secretoras de este'’. Estos fendmenos tienen como objetivo

potenciar las vias dependientes de eliminacion de patgenos intracelulares'”.

En este trabajo estudiamos el SNP rs3212227, el cual se situa en la region 3° UTR del
gen IL12B que codifica para la subunidad IL-12p40. Se encuentra a +1188 T/G y se
sabe que el cambio de T por G genera una disminucién de la produccién de esta
citocina’®. Se ha visto que reduce la estabilidad de los MRNA en células transfectadas y
la produccion de IL-12 en células mononucleadas de sangre periférica (PBMC, del
inglés peripheral blood mononuclear cell)'®. Al realizar el analisis de este SNP en
nuestra cohorte total de pacientes trasplantados, encontramos en el modelo dominante
una asociacioén de riesgo con el RAC total y una tendencia a la asociacion para el RAC
de Grado >2 en la clasificacion de Banff (Tabla 16). Estos resultados pueden ser
debidos al que el alelo G del SNP rs3212227 producia una reduccion de los niveles de
IL-12 y con ello una caida de los niveles de INF-y asociados a la respuesta de IL-12. A
priori, podemos pensar que este puede ser beneficioso para el trasplante, pero a la vista
de nuestros resultados suponemos que hay que tener en cuenta el papel de las vias
downstream que derivan de IL-12, concretamente en la via del INF-y. Se ha evidenciado
que caidas en la produccion de INF-y provocaban aumentos en la diferenciacion de
células Th1l7 con incrementos en la sintesis de sus respectivas citocinas®® 20827,

Ademas, es conocido que se necesita el INF-y para mantener y desarrollar el remanente

de células Treg®* 2’2, Estos fendmenos nos hacen pensar, que una caida de la I1L-12
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provocaria un efecto cadena en sus citocinas derivadas que modularian la respuesta
inmunitaria hacia las células Thl7 y hacia la caida de las células reguladoras de la
tolerancia (Treg)?®® 272 |o que potenciarfa un efecto pro-inflamatorio sistémico en el

trasplante.

3.5. IL-23R

IL-23 es una citocina importante en la respuesta inmunitaria producida por macréfagos
y células dendriticas que tiene un efecto activador de la diferenciacion hacia las células
Th17% '8 Como ya hemos mencionado con anterioridad, estas células Th17 tienen la
capacidad de producir 1L-217", lo cual es necesario para la generacién de linfocitos
foliculares y el desarrollo de anticuerpos mediante la estimulacion de los linfocitos B en
los centros germinales™ "® ™. Por eso, se estudié el efecto de algunas variantes
polimérficas de su receptor (IL-23R) en trasplante. Asi, estudiamos rs10889677, que se
encuentra a +2199 A/C en la region 3°UTR del gen IL23R*®* ¥ También investigamos
otros dos polimorfismos de este gen, rs12070470 C/T y rs7528924 A/G, que se

encuentran en el intron 7 de 1L23R?&1%

La variante polimdrfica rs10889677 ha sido descrita por varios autores como un
modificador de la expresién génica®* 1187278 ' A estar localizada en la region 3° UTR
afecta a la estabilidad del transcrito genético. Ya que, en esta regidon pueden interactuar
diversos factores reguladores que condicionan de forma directa la expresion de la
molécula. En este caso, rs10889677 es clave para la unién del microRNA, let-7f 184 18
187:218 \Un microRNA es una pequefia molécula de RNA enddgena, de cadena sencilla y

no codificante, que actla post-trascripcionalmente regulando la traduccion proteica,

generalmente inhibiéndola®™* 2”. Se ha descrito que el alelo C de la variante polimérfica
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rs10889677 tienen una mayor capacidad de unién al microRNA let-7f, lo que
desemboca en una mayor desestabilizacién del mRNA de IL23R y con ello una menor
expresion del receptor en la superficie'®* 1% 823 'y de forma contraria, el alelo A al
tener menor afinidad molecular permite una mayor expresion del gen. En nuestro
estudio observamos que el genotipo AA de este polimorfismo tenia una clara asociacion
de riesgo con aquellos pacientes que habian sufrido RAC y una tendencia a la
asociacion en aquellos que habian sufrido un RAC de Grado >2 en la clasificacion de
Banff (Tabla 16). Esto puede ser debido al microRNA, como antes se ha mencionado.
Ya que como se ha visto el alelo A genera una mejor y méas eficiente expresion del

184,185, 187, 273

receptor en superficie , esto permite desembocar en un mejor mantenimiento

de la respuesta Th17. En éstas células la citocina IL-23 es la encargada de mantener y
expandir las células estabilizando el factor de diferenciacion RoRyT *'%; ademas, tiene la
capacidad de potenciar la respuesta celular mediante la produccion de INF-y en las
NK?"®2"8 Estas dos vias son fundamentales para el rechazo mediado por células pues
van a mantener el estado de inflamacién lesiva y a su vez van a fomentar la destruccién
del injerto™. También se sabe la capacidad que tiene 1L-23 de mantener un estado de
inflamacion constante y de potenciar la proliferacion de los linfocitos T CD4" de
memoria, que dependen de la via de secrecion del INF-y y que correlaciona de forma
directa con el receptor de 1L-23%"9?! Esto podria explicar la tendencia observada en el
RAC de Grado >2 en la clasificacion de Banff, ya que en el rechazo de mayor gravedad
se han consolidado los mecanismos propios de la inmunidad frente al injerto, generando
células T de memoria y con ello un estado de agresién constante®®. Posiblemente no

veamos datos significativos en las Tablas 17 y 18 debido a la pérdida de poder

estadistico al estratificar a los pacientes por su tratamiento. Esta asociacion ha sido
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descrita por el grupo de Ciliao et al. y el de Karimi et al. que observaron en sus cohortes

la asociacion del SNP con el rechazo®®® ¥,

Por otro lado, también estudiamos los SNPs rs12070470 y rs7528924. Estos SNPs no
han sido estudiados por otros autores en referencia al trasplante. Nosotros nos
propusimos investigar su asociacion con el rechazo inmunolédgico en los pacientes
trasplantados renales y observamos que ambos presentan un caracter protector tanto en
los pacientes analizados de forma global, como en aquellos que fueron estratificados por
no haber recibido tratamiento de induccion (Tablas 16 y 18). Esto nos indica que las
asociaciones y tendencias que vemos se deben a efectos genéticos derivados de los
SNPs estudiados. En los portadores del alelo C del SNP rs12070470 encontramos una
asociacion protectora en el RAC de Grado >2 en la clasificacion de Banff de todos los
pacientes y de aquellos que no recibieron tratamiento de induccion (Tablas 16 y 18).
Del mismo modo en los portadores del alelo G del SNP rs7528924 presenta una
asociacion protectora para RAC total en los grupos mencionados anteriormente, asi
como en el RAC de Grado >2 en la clasificacion de Banff'y en el RMA en los pacientes
qgue no habian recibido tratamiento de induccién (Tablas 16 y 18). Los datos podrian

indicar que estos SNPs localizados en regiones intrénicas profundas'®® %

podrian estar
afectando de alguna manera a la expresion de la molécula, de tal forma, que se
expresara menos en la superficie. Esto explicaria que en los rechazos celulares una
disminucion de este receptor en las células que median este rechazo las impidiera
activarse y mantener su actividad como anteriormente se ha citado. Por este principio,
vemos que tenemos proteccion de los SNPs en los pacientes sin tratamiento de
induccion y este desaparece en aquellos que han sufrido deplecion celular, evitandonos

ver el efecto protector. En el caso de la asociacién protectora del alelo G del SNP

rs7528924 para el RMA en los pacientes que no han recibido tratamiento de induccion,
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puede ser debido por lo que anteriormente se comento, es decir, que al manifestar
posiblemente menos IL-23R en la superficie de las células Th17, éstas tienen menos
capacidad de activacion y con ello menos capacidad de produccion de IL-21. Esto
reduciria el cambio de isotipo y la produccion de 1gG®® 2> % |0 que protegeria frente

al RMA.

Por ultimo, se analizaron los haplotipos formados por los polimorfismos rs10889677
AJC, rs12070470 C/T y rs7528924 A/G (Tabla 20). Se observo en los receptores totales,
los cuales eran portadores del haplotipo C/C/G, una asociacion de caracter protector
para los RAC total y el RAC de Grado >2 en la clasificacion de Banff. Posiblemente
este venga marcado por los alelos C y G de los SNPs rs12070470 y rs7528924,
respectivamente. Ademas de la ausencia del alelo A del rs10889677 que daba riesgo de
padecer RAC de Grado >2. Lo mismo evidenciamos en aquello paciente que no habian
recibido tratamiento de induccidn. Lo que nos indica que aquellos portadores de este
haplotipo tendran menor riesgo de desarrollar un RAC de Grado >2 en la clasificacion

de Banff a pesar de no haber recibido tratamiento de induccion.

3.6. Analisis multivariable de los SNPs

Al realizar el estudio de los distintos SNPs de las citocinas mediante analisis
multivariable, se comprueba que varios SNPs se comportan como factores
independientes para el rechazo celular. De tal manera, que los portadores del alelo G de
rs3212227 de IL12B presentan un mayor riesgo frente al RAC de forma global y
especificamente en los pacientes que no reciben tratamiento de induccion (Tabla 21).
También, los portadores del genotipo AA de rs10889677 del gen IL23R poseen un

mayor riesgo de padecer RAC de forma global (Tabla 21). Mientras, que se observa que
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los portadores del alelo C de rs12070470 del gen de IL23R se encontraban protegidos de
padecer un RAC (Tabla 21). También el SNP rs7528924 de IL23R se presenta como
factor independiente de proteccion frente al RAC de Grado >2 en la clasificacion de
Banff (Tabla 22). Estos datos dan mayor peso a lo anteriormente comentado respecto a

los SNPs de las citocinas estudiadas.
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4. Efecto de SNPs previamente asociados con rechazo en trasplante renal

En el afio 2017 un estudio GWAS identificd dos polimorfismos localizados en los genes
PTPRO y DEUP1 (CCDC67) asociados con RAC en pacientes trasplantados renales'?.
Este grupo, se concentré en una cohorte de pacientes europeos caucésicos con bajo
riesgo inmunologico descartando aquellos pacientes que tuvieran mas de un trasplante
renal y que presentasen anticuerpos anti-HLA'®. Nosotros nos propusimos replicar este
estudio en nuestra poblacion caucésica espafiola aplicando nuestros criterios de

seleccion.

4.1. PTPRO

El primer SNP, rs7976329 T/C de PTPRO, se encuentra en el primer intron del gen y se
asocia a un incremento del riesgo de RAC'?. Este gen expresa en la membrana
plasmatica un receptor con dominios fosfatasa'®* que puede presentar dos isoformas que
se regulan por splicing alternativo: la isoforma completa (PTPROs) se encuentra en los
podocitos renales, mientras que la truncada (PTPROy) se localiza en los linfocitos B

125192 y otras células inflamatorias innatas, como los macréfagos™® 2%, La forma

naive
truncada regula la transduccion de sefiales mediante la desfosforilacion de las tirosinas
modulando la respuesta celular mediada por las proteinas tirosina cinasa, como SYK,
Lyn y ZAP-70?> 1% 283: ademés puede participar en las vias de NFkB'® ***. En nuestra
cohorte de pacientes pudimos observar una asociacion de riesgo asociado a aquellos
pacientes que presentan un RAC de Grado <2 en la clasificacion de Banff, tanto en el

analisis de los pacientes totales como en aquellos que han sido estratificados por recibir

0 no tratamiento de induccion con Timoglobulina. Si bien es cierto, en aquellos que han
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recibido el tratamiento observamos una tendencia de asociacion indicativa de riesgo
aumentado (Tabla 24). Esto se podria explicar mediante el analisis de la forma PTPRO;
que se encuentra en linfocitos B y macréfagos'® %% 193 1% | os macréfagos estan
gobernados por varias sefiales metabolicas que regulan su activacion y su funcién en el
trasplante®® ?®°; una de estas vias pro-inflamatorias est4 regulada por PTPRO;, la cual
genera un feed-back con el factor inflamatorio de transcripcion NFxB que los mantiene
activos provocando sobre-expresion de citocinas pro-inflamatorias activadoras de la via
celular de los linfocitos Thi, tales como TNF-a, IL-1 y IL-6"** %2 De esta manera, el
alelo C del SNP rs7976329 podria provocar un aumento de la expresion del receptor
PTPROy, ya que en la forma truncada este SNP queda en la region 5° reguladora del
transcrito’®> ?%®, Esto generaria una mayor inflamacién en las primeras etapas del
proceso lo cual conduciria a un mayor riesgo de rechazo celular, que en este caso, se
deberia fundamentalmente a los macréfagos responsable de un rechazo celular mas leve,
al no estar implicados los Linfocitos T*° (Tablas 23, 24 y 25). Por otro lado, aunque
PTPRO; esta presente en los linfocitos B no vemos una esperable asociacion con el
RMA debido a que este receptor mantiene las células B en quiescencia'®* 1% 283 287 g
ha documentado que en los linfocitos B naive inactivos o0 en quiescencia, presentan
altos valores de esta proteina mientras que los linfocitos B de memoria y los de los
centros germinales la expresion de PTPRO; es préacticamente inexistente™®* 227, Por lo
tanto, segun los datos recogidos, se avalaria nuestra teoria de que el SNP aumenta la
expresion del receptor PTPRO; favoreciendo la no aparicion del RMA. Ya que PTPRO;
ayuda a la desactivacion de las sefiales de transduccion del BCR dependientes de SYK
cortando su ruta metabolica, lo que implica una caida de la activacion y proliferacion de

12
|12

los linfocitos B naive® 194 28 En definitiva, tanto el estudio de Ghisdal et al.**® como

el nuestro confirman la asociacion de este polimorfismo del gen PTPRO con el riesgo
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de rechazo, concretamente con el RAC de Grado <2 en la clasificacion de Banff. Este
aumento del riesgo lo observamos también en los pacientes que han recibido
tratamiento de induccion con Timoglobulina ya que nuestra hipétesis es que el rechazo

es debido a los macrofagos y estas células no se ven influenciadas por el farmaco.

4.2. DEUP1

El otro SNP asociado con rechazo, rs10765602 G/T se encuentra up-stream del inicio
del gen DEUP1 (CCDC67), que esta involucrado en la generacion de microtubulos
derivados del centriolo™®> 1% 197 Ademas, se ha descrito como necesario para la

33, 34

generacion de la sinapsis inmune en linfocitos T citotoxicos , la secrecion de

proteinas citolesivas en los CD8" 2

y la correcta polaridad celular, con un adecuado
posicionamiento en la membrana plasmatica de las moléculas asociadas al sistema
inmunitario®. En nuestro estudio pudimos ver como en los portadores del alelo G de
este SNP del gen DEUP1 presentaban una significativa asociacion de riesgo para el
RAC de Grado <2 en la clasificacion de Banff en aquellos pacientes que no habian sido
tratados con Timoglobulina (Tabla 25). Esto nos condujo a pensar que dicho SNP
podria influenciar en la sinapsis inmunoldgica, de tal forma, que al estar en posicién up-
stream del ATG del gen podria estar participando como un centro de intensificacién
(enhancer) de la produccion y estabilizacion de microtabulos. Si bien esto no esta

descrito, si estd demostrada la participacion del gen en la formacion microtubular® 3*

19. 197 ‘nosotros creemos que cuanto mejor sea la polarizacion del linfocito hacia la

célula del injerto®

, Y mejor sea la eficiencia de transporte de las citocinas y proteinas
citotoxicas por los microtibulos para su secrecién lesiva®®® mayor sera el riesgo de
rechazo celular. Que este hallazgo se produzca en aquellos pacientes con un rechazo de

menor levedad no es tan extrafio. Nuestra hipotesis es que, al usar principalmente la

sinapsis inmunoldgica, la via fundamental de actuacién son los linfocitos citotdxicos
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activados los cuales estan presentes en menor concentracion en la sangre humana®® y su
representacion en el rechazo no es tan significativa como la de los linfocitos CD4"
seglin concluye Cobbold®*. Nuestra teorfa, que apoya esta eficiencia celular por parte
de los linfocitos CD8" en los pacientes portadores del alelo G para rs10765602, se ve
reafirmada al estratificar a los pacientes por el uso o no del tratamiento de induccion
(Tabla 24 y 25). Ya que cuando estratificamos a los individuos y comparamos ambos
grupos, aquellos que ha recibido el farmaco no presentan riesgo de asociacion con el
gen. Esto nos indica claramente que el componente genético estd actuando sobre las

células implicadas en el rechazo y no otros factores exdgenos.

4.3. Andlisis multivariable de los SNPs

Al realizar el estudio de los dos SNPs de PTPRO y DEUP1 mediante analisis
multivariable, se comprueba que ambos SNPs se comportan como factores
independientes para el rechazo celular. De tal manera, que los portadores del genotipo
CC de rs7976329 de PTPRO presentan un mayor riesgo frente al RAC de Grado <2 en
la clasificacidn de Banff en todos los receptores, reciban o no tratamiento de induccién
(Tabla 27). También, los portadores del genotipo GG de rs10765602 del gen DEUP1
poseen un mayor riesgo de padecer RAC de Grado <2 en la clasificacion de Banff
cuando no reciben tratamiento de induccién con Timoglobulina (Tabla 27). Estos datos
dan mayor peso a lo anteriormente comentado respecto a los SNPs de las citocinas
estudiadas y confirman los estudios de asociacién multivariable que realiz6 Ghisdal et
al.’®. Aunque se debe destacar que en las asociaciones de estos dos genes con el
aumento del riesgo de RAC descritas por el grupo de Ghisdal et al. no se especificaba el

grado de rechazo segn la clasificacion de Banff 12> 2%,
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5. Efecto de polimorfismos asociados a funcién renal en enfermedad renal

cronica realizado en pacientes con trasplante renal

En nuestra cohorte de pacientes trasplantados caucasicos estudiamos una serie de loci
seglin lo descrito en el GWAS realizado por Pattaro et al.’®>. De todos los SNPs que
seleccionamos, dos polimorfismos mostraron una asociacion significativa con la

funcién renal al valorar eGFR vy la ratio P/C en los pacientes.

5.1. UBE2Q2

El primero, rs1394125 esté localizado en el gen de la enzima conjugadora de ubiquitina
E2 Q2 (UBE2Q2)?* en el cromosoma 15q24.2. Este gen, codifica para una protefina de
la familia de las enzimas de marcaje para degradacion por el proteosoma dependiente de
ubiquitina cuya ruta metabdlica juega un papel esencial en el control del ciclo celular y
la proliferacion celular. De hecho, el 80% de las proteinas que se degradan en la célula
lo hacen por esta via por lo que tiene un papel destacado en la regulacion de la
homeostasis celular’* #**. Se ha descrito la asociacion del SNP rs1394125 con la
funcién renal y la enfermedad renal cronica®® > #*° Al analizar los pacientes
trasplantados de rifién, encontramos este SNP asociado con la eGFR y con la ratio P/C
al estudiar el modelo recesivo (homocigotos AA). Estos pacientes, al igual que ocurria
en el GWAS, presentaban una tasa de filtracion glomerular mas baja (eGFR) (Tabla 28)
y una proteinuria méas elevada (ratio P/C) (Tabla 29) frente a los pacientes portadores
del alelo G. Esto podria explicarse, debido a que el alelo A generase una mayor
expresion de la proteina UBE2Q2 lo que conduciria a una mayor degradacion de

proteinas de forma sistémica que podrian provocar una peor funcion del injerto. Al igual
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que ocurre en el sindrome de desgaste proteico-energético donde un aumento del eje de
activacion del sistema proteolitico ubiquitina-proteasoma en pacientes con enfermedad
renal cronica genera una peor respuesta con mayores tasas de proteinuria y mayor
inflamacion sistémica®" 2*. Y debido a esto, sumado a la inflamacién ya existente en
este tipo de pacientes trasplantados, creemos que quizds es debida la caida de la
filtracién medida en los valores de eGFR y un aumento de la proteinuria medida en la

ratio P/C.

5.2. UMOD

El otro SNP, rs12917707, se encuentra en el promotor del gen UMOD?? en el
cromosoma 16p12.3. Este gen codifica para la uromodulina o proteina de Tamm-
Horsfall, la proteina mas abundante en la orina de individuos sanos*®*. Es una proteina
que se expresa de manera exclusiva en el rifién, concretamente en la region apical del
epitelio del tubulo del asa ascendente de Henle y el primer segmento del tubulo distal
donde es excretada®*’; aunque en inflamacién también se ha descrito en el intersticio®.
En el estudio GWAS, el alelo T de la variante polimorfica rs12917707 del gen UMOD,
fue asociado con un 20% menos de riesgo de padecer enfermedad renal crénica®®. En
nuestra cohorte de pacientes trasplantados, encontramos que los homocigotos TT de
este SNP se asociaban con una mejor tasa de eGFR (Tabla 28) y menor ratio P/C (Tabla
29); que es la misma tendencia que encontraron varios trabajos de asociacion por
GWAS de Kéttgen et al. para la funcién renal®® 2 2 |a expresion restringida de la
uromodulina en rifién podria hacer pensar que la genética del receptor no tuviese un

papel destacado. Creemos que no es asi por dos motivos: el primero es que Algharably

et al. han demostrado que el polimorfismo rs12917707 de UMOD analizado en
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donantes no tiene papel en la funcion renal del receptor®®. En este trabajo se estudiaron
393 pacientes caucésicos trasplantados tratados con ciclosporina, en el que no
encontraron asociacion con el alelo T de rs12917707 del donante con los niveles de
creatinina sérica. Estos datos parecen indicar que otros factores generados fuera del
rifidn pueden influir en su sintesis, ya que nosotros encontramos asociacion del genotipo
TT del receptor con la funcién renal y en cambio Algharably et al. no la encuentran con
el alelo T del donante. Por otro lado, este efecto podria deberse a que la regeneracion
celular del tejido epitelial de los tibulos puede ser intrinseca al rifion y/o por células
progenitoras provenientes de la médula 6sea del receptor’®>*®. Ademés, Olden et al.
describieron en un meta-andlisis que los portadores del alelo G de la variante
rs12917707 presentaban menores tasas de eGFR y dos veces mas niveles de
uromodulina en orina que los no portadores®®. Este dato ha sido corroborado
recientemente en un trabajo en el que estudiaron mas de un millén de pacientes con
enfermedad renal cronica y en el que observaron que en la region tabulo-intersticial una
mayor expresion genética de UMOD se asociaba con menor eGFR®*. En nuestro
estudio parece que el genotipo TT podria tener un efecto beneficioso para el paciente
trasplantado en cuanto a la funcion renal, ya que presentaban mayor tasa de eGFR y
menor ratio P/C. Esto podria atribuirse a la regeneracion celular por parte de las células
de la médula 6sea que revisten y proliferan en los tabulos del rifion, que al presentar el

alelo T de este SNP presumiblemente producirian menos uromodulina.



Discusion EEEE]

6. Figuras resumen de la implicacion de los polimorfismos analizados

IL21 rs4833837
JRAC < 2 (con timoglobulina)
MRMA (sin timoglobulina)

IL12B rs3212227
CTLA4 rs3087243 ™ RAC
JURAC
JRAC22
2% Sefal
Transeqdbcmo;l? 12 Seial
c*ruu.cocb/aa o
o Inhibicion  Activacién (se) iferenciacion [| | op ) ioegeas IL23R rs12070470
y e Proliferacion 2 RAC J RAC
g JRAC22
NFKBIA rs696 IL23R 57528924
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Figura 11: Resumen de los SNPs implicados en la primera, segunda y tercera sefial inmunoldgica y las asociaciones significativas que tienen
con el rechazo inmunoldgico.
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Figura 12: Resumen de los SNPs que hemos replicado y las asociaciones significativas que tienen con el rechazo inmunoldgico en el
caso de PTPRO y DEUP1 o en la funcién renal en pacientes trasplantados en el caso de UBE2Q2 y UMOD.
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1. Los polimorfismos rs696 del gen NFKBIA, rs2232365 de FOXP3, rs3087343 y
rs231775 de CTLA4, rs4833837 de IL21, rs3212227 de I1L12B y rs12070470,
rs10889677 y rs7528924 de 1L23R implicados en la activacion de los linfocitos T,
estan asociados con distintos grados de rechazo inmunoldgico segun la clasificacion
de Banff, en funcion de que los pacientes hayan recibido o no tratamiento de

induccién con Timoglobulina.

2. Se confirma en nuestra cohorte de pacientes caucésicos espafioles con trasplante
renal, que los SNPs, rs7976329 de PTPRO y rs10765602 de DEUP1 estudiados por
el grupo de Ghisdal et al, estan asociados con el rechazo inmunoldgico en concreto
en aquellos pacientes que presentan rechazos celulares de Grado <2 en la
clasificacion de Banff independientemente del tratamiento de induccion con

Timoglobulina.

3. Los SNPs rs696 de NFKBIA, rs3087343 de CTLA4, rs3212227 de IL12B,
rs12070470, rs10889677 y rs7528924 de IL23R son factores que parecen asociarse
independientemente con el RAC total y el RAC de Grado >2 en la clasificacion de
Banff. Mientras que el rs7976329 de PTPRO, y el rs10765602 de DEUP1 son
factores que se asocian independientemente con el RAC de Grado <2 en la

clasificacion de Banff.

4. De los loci descritos como implicados en funcidn renal en pacientes con enfermedad
renal crénica no trasplantados, solo los polimorfismos rs1394125 de UBE2Q2 y
rs12917707 de UMOD parecen tener importancia en trasplante. ElI polimorfismo
rs1394125 de UBE2Q2 se asocia con peor funcion renal y mayor proteinuria,
mientras que el polimorfismo rs12917707 de UMOD se relaciona con mejor

filtracion glomerular y menor proteinuria en los pacientes con trasplante renal.
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Anexo 1. Aprobacion del Comité Etico del Hospital (codigo 14/438-E).

Informe Dictamen Favorable
Proyecto Investigacion Biomédica
CP. - CL 14M38-E

21 de odubre de 2014

E} Blospital €3inkon Ran Cadles !

CEIC Hospital Clinico San Carlos

Dira. Mar Garda Arenillas
Presidenta del CEIC Hospital Clinico San Carlos

CERTIFICA

Que el proyecto de investigacion titulado "ESTUDID DE POLIMORFISMOS
GENETICOS EN PACIENTES TRASPLANTADOS RENALES™ con codigo
interno n® 14/438-E del que es Investigadora Principal la Dra. Ana Sanchez
Fructuoso del Servicio de Nefrologia del Hospital Clinico San Carlos, ha sido
estudiado por este Comite, no habiéndose realizado objecdn alguna al
MiSmo.

Es por ello gue el Comité informa favorablemente sobre la realizacidn de
dicho proyecto.

Lo que firmo en Madrid, a 21 de octubre de 2014
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Dra. Mar Garcia Arenillas
Presidenta del CEIC Hospital Clinico San Carlos

Hospital Qinkco San Carkos
Doctor Martin Legos, 5/n.  Madrid 28040 Madrd Espaifia

Tel 91 330 34 13 Faot 91 330 32 99 Comen elacindnion celc hesofaalid madrid. ong
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Anexo 2. Consentimiento Informado aprobado por Comité Etico del Hospital.

M Hospital Clinizo San Carlos Cﬂll?-fll“mlfllfﬂ
—— Informado
Hoja de Informacion al Paciente y Consenfimiento
Antes de proceder a la firma del consentimiento Espacio para la etiqueta
informada le rogamos lea la siguiente informacion. identificativa del paciente
Aspectos Generales

La participacion en el estudio es completamente voluntaria

y su decision no afectara a su atencion medica

Los objetvos del estudio, resgos, incomvenientes, molestias o cualguier otro fipo de
informacian sobre el mismo que usted requiera le seran facilitados por su médico.

5i usted da su consentimiento, en cualguier momento puede revocarlo e incluso solicitar la
destruccion de las muesiras obtenidas.

Titulo del Estudio
Estudio de polimorfismos genéticos en pacientes trasplantados renales.

Obieti jel E i
El objetivo principal es poder establecer marcadores geneticos que puedan ser predictores
eficaces de la evolucion del trasplante.

Para el estudio, solo se precisa la obiencion de una muestra de sangre.

Beneficios Esperados
Se espera poder profundizar en el conocimiento de las bases genéficas que puedan estar
implicadas en supervivencia del injerto renal.

En elcaﬁudelaem'anc:m deunamueahade sangre, so0lo se esperan las molestias y riesgos
menores gue puedan derivarse de su obiencion mediante venopuncion.

D ammﬂumn Ia nu{matma EEp-H.I"HJIE ydelﬂ GulnLnldad EmeF_-a 50 rruﬁtladeADN ¥ suU
informacion clinica sera guardada de forma independiente de su informacion personal, es dedir,
sus datos del estudio estaran codificados. La informacion gque usted nos proporcione sera
manejada siguiendo las recomendaciones de la ley de proteccion de datos vigente (Ley
organica de proteccion de datos de cardcter personal (LOPD) 1501999 de 13 de diciembre].

Sus datos seran incluidos en unfunos fichero's cuyols responsableds son el Biobanco yio el
Hospital Clinico San Caros. Usted podrd ejercer los derechos de acceso, rectificacion,
camcelacion u oposicion, poniéndose en contacto con el Biobanco o con el Servicio de
Nefrologia.

En el caso gque estas investigaciones proporcionen datos que pudieran ser relevantes para
su salud o la de su familia, tiene derecho a gue le sean comunicados, si asi lo desea. Sila
informacion es relevante para su familia, le comespondera a usted decidir si quiere o no

Cesidn d
Los remanentes de su muesira, podran ser empleados en otros estudios de la misma linea de
investigacion del Servicio de Mefrologia.

Si NO desea ceder los remanentes al Servicio de Mefralogia marque la siguients casiaD



‘;M Hogpital Clinico San Carlos Cﬂnsenﬁmientﬂ
Saledidandnn S torrupldnd de Maerid I]lfﬂll'mﬂdﬂ

1= NnLu} iIZClonalesIniemacion e

Sum a o los remanentes, poedran ser cedidos para estudios nacionales/intemacionales de
la misma linea de investigacion.

5i ND desea ceder su muestra'remanente para estudios nacionalesiinternacionales margue la
siguiente casilla |:|

Anexo

Yo, (Mombre y Apallidos ) . e e e

Manifiesto que he leido con detenimiento el documento, he entendido todas las explicaciones y
he podido realizar cuantas preguntas he estimado oportunas. Por ello doy mi consentimiento
para participar en el estudio y para donar la muestra comes pondiente.

Fecha y Firma

Firmado por del padrefmadre o tutor en el caso de menores de edad D

Mombre y firma del responsable que le ha proporcicnado la informacion:

Le agradecemos su desinteresada colaboracion con el avance de la ciencia y la medicina
SE LE PROPORCIONARA UNA COPIA DE ESTE DOCUMENTO §1 L0 SOLICITA
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Anexo 3. Clasificacion de Banff 2018 (en inglés).

| Banff Diagnostic Categories form the core of the Banff Classification of Renal Allograft Pathology

Category 1: Normal Biopsy Or Nonspecific Changes
Requires exclusion of any diagnosis from the Banff Diagnostic Categories 2-4, 6 below.

Category 2: Antibody-mediated changes

Use the Diagnostic Criteria Groups (right column) to reach 1 diagnosis (left column)

Diagnoses

Diagnostic Criteria Groups

C4d Staining Without Evidence of Rejection

Banff Lesion Score C4d > 1 (IF on fresh frozen tissue) OR
C4d>0 (IHC on paraffin-embedded tissue) AND

Banff Lesion Scores t0, v0, no arterial intimal fibrosis with
mononuclear cell inflammation in fibrosis and formation of
neo-intima, no criterion from group 1 (AMR activity), no
criterion from group 4 (histologic features of AMR
chronicity), no increased expression of thoroughly
validated gene transcripts/classifiers in the biopsy tissue
strongly associated with AMR.

Criteria Group 1 AMR activity:

- Banff Lesion Score g>0 in the absence of
glomerulonephritis and/or Banff Lesion Score.

- ptc > 0 in the absence of TCMR or Borderline.

- Banff Lesion Score v>0.

- Acute Thrombotic Microangiopathy In The Absence
Of Any Other Cause.

- Acute Tubular Injury In The Absence Of Any Other
Apparent Cause.

Active AMR

No criterion of AMR chronicity (Criteria Group 4)

AND

At least 1 criterion from Criteria Group 1 (AMR activity)
AND

At least 1 criterion from Criteria Group 2 (antibody
interaction with tissue)

AND

At least 1 criterion from Criteria Group 3 (DSA or
equivalents)

Criteria Group 2 Antibody interaction with tissue:

- Banff Lesion Score C4d > 1 (IF on fresh frozen tissue) or
C4d >0 (IHC on paraffin-embedded tissue).

- At least moderate MVI (g+ ptc> 1) in the absence of
recurrent or de novo glomerulonephritis; Borderline
(Diagnostic Category 3) or acute T cell-mediated
rejection (TCMR; Diagnostic Category 4). If Borderline,
acute TCMR, or infection are present, (Banff Lesion
Scores g+ ptc)>1 is not sufficient and Banff Lesion
Scoreg>1 isrequired.

- Increased Expression Of Thoroughly Validated Gene
Transcripts/Classifiers In The Biopsy Tissue Strongly
Associated With AMR

Chronic Active AMR

At least 1 feature of AMR chronicity (Criteria Group 4)
AND

At least 1 criterion of antibody interaction with tissue
(Criteria Group 2)

AND

At least 1 criterion of DSA or equivalents (Criteria
Group 3)

Criteria Group 3 DSA or equivalents:

- DSA (anti-HLA or other specificity)

- Banff Lesion Score C4d > 1 (IF on fresh frozen
tissue) or C4d > 0 (IHC on paraffin-embedded tissue)
- Increased Expression Of Thoroughly Validated Gene
Transcripts/Classifiers In The Biopsy Tissue Strongly
Associated With AMR

Chronic AMR

Banff 2017 permits the use of this term for biopsy
specimens showing TG and/or peritubular capillary
basement membrane multilayering in the absence of
criterion of current/recent antibody interaction with the
endothelium (Criteria Group 2) but with a prior
documented diagnosis of Active or Chronic Active.

Criteria Group 4 Histologic features of AMR
chronicity:

- Banff Lesion Score cg > 0 (by LM or EM, if
available), excluding biopsies with evidence of chronic
thrombotic microangiopathy

- 7 or more layers in 1 cortical peritubular capillary and
5 or more in 2 additional capillaries, avoiding portions
cut tangentially by EM, if available (Severe Peritubular
Capillary).

- Basement Membrane Multilayering

- Arterial Intimal Fibrosis Of New Onset, Excluding
other Causes; Leukocytes Within The Scleratic Intima
Favour Chronic AMR If There Is No Prior History Of
Biopsy-Proven TCMR but are not required
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Banff Diagnostic Categories form the core of the Banff Classification of Renal Allograft Pathology (Contin.)

Category 3: Suspicious (Borderline) For Acute TCMR:

Foci of Banff Lesion Score t>0 AND Banff Lesions Score i <1 (retaining the Banff Lesion Score il threshold from
Banff 2005 is permitted but it must be made transparent in the methods section of reports and publications) OR Foci of
Banff Lesion Score t1 AND Banff Lesion Score i >2.

Category 4: TCMR

Acute TCMR IA

Banff Lesion Score i > 2

AND

Banff Lesion Score t2

Acute TCMR IB

Banff Lesion Score i > 2

AND

Banff Lesion Score t3

Acute TCMR I1A

Banff Lesion Score v1 regardless of Banff Lesion Scores i or t

Acute TCMR 1IB

Banff Lesion Score v2 regardless of Banff Lesion

Acute TCMR 111

Banff Lesion Score v3 regardless of Banff Lesion Scores i or t
Chronic Active TCMR Grade 1A

Banff Lesion Score ti > 2

AND

Banff Lesion Score i-IFTA > 2, other known causes of i-IFTA (e.g. pyelonephritis, etc.) ruled out
AND

Banff Lesion Score t2

Chronic Active TCMR Grade 1B

Banff Lesion Score ti > 2

AND

Banff Lesion Score i-IFTA > 2, other known causes of i-IFTA ruled out
AND

Banff Lesion Score t3

Chronic Active TCMR Grade 11

Arterial intimal fibrosis with mononuclear cell inflammation in fibrosis and formation of neo-intima.

Category 5: IFTA

Grade | (Mild)

Banff Lesion Score cil
OR

Banff Lesion Score ctl
Grade Il (Moderate)
Banff Lesion Score ci2
OR

Banff Lesion Score ct2
Grade 111 (Severe)
Banff Lesion Score ci3
OR

Banff Lesion Score ct3

Category 6: Other changes not considered to be caused by acute or chronic rejection

BK-Virus Nephropathy

Post-transplant Lymphoproliferative Disorder Calcineurin Inhibitor Toxicity
Acute Tubular Injury Recurrent Disease

De Novo Glomerulopathy (Other Than TG) Pyelonephritis

Drug-Induced Interstitial Nephritis
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