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Introduccion

I ANTECEDENTES

1.1  INTRODUCCION

1.1.1  BREVE INTRODUCCION DEL TRASPLANTE CARDIACO.

Como consecuencia de una mejora en el tratamiento de los sindromes
coronarios agudos y de la mayor longevidad de la poblacién en los paises mas
desarrollados, el nuimero de pacientes con fallos cardiacos estd aumentando
considerablemente. La prevalencia e incidencia en los paises desarrollados se estima
que esta alrededor del 1% y 0.15% respectivamente (1), hasta el 10% de las personas
con fallo cardiaco estan en una edad avanzada. En paralelo, el desarrollo de nuevas
técnicas ha conducido al concepto del reemplazo cardiaco mediante trasplante. El
primer trasplante de corazon con éxito ocurri6é en 1967 en el Groote-Schuur-Hospital,
Kapstadt, Sudafrica (2). Poco mas tarde, en 1968, un comité ad-hoc de la universidad
de Harvard estableci6 los criterios de muerte cerebral, desde entonces mas de 55 000
trasplantes cardiacos se han realizado en mas de 200 hospitales de todo el mundo. La
combinacion de altos indices de éxito quirargico y la presencia de un nimero
creciente de programas de transplante bien equipados ha creado un enorme flujo de
pacientes con fallo cardiaco entre estos centros. Aunque el nimero de trasplantes en
nuestro pais y en el resto del mundo crece considerablemente es evidente que el
trasplante cardiaco continuara jugando un papel limitado cuantitativamente en el
tratamiento del fallo cardiaco avanzado. Todavia, su importancia residira como una
opcioén de ultimo resorte para los pacientes con fallo cardiaco avanzado.

Una vez realizada la operacion del trasplante cardiaco el primer problema que
encontramos es el rechazo al injerto, para evitar esto el paciente ha de ser
inmunodeprimido, principalmente durante los primeros meses. Actualmente y gracias
al desarrollo de nuevos farmacos se ha podido controlar hasta cierto punto la enorme
respuesta inmune que supone el colocar un corazoén alogénico en un organismo.

Todo esto conlleva otro tipo de complicaciones (3) (4), las mas importantes

son:
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- Infeccion. Las complicaciones infecciosas son la principal causa de
mortalidad después del trasplante cardiaco. Por ello, es necesario mantener un

estrecho equilibrio entre tratamiento inmunosupresor y el riesgo de infeccion.

- Enfermedad vascular del injerto o arteriopatia del injerto. A diferencia
de los episodios de rechazo agudo, es una patologia lentamente evolutiva,
caracterizada por una afectacion coronaria, cuyas manifestaciones clinicas aparecen

tardiamente.

- Neoplasias. La utilizacion de farmacos inmunosupresores ha condicionado la
aparicion de una serie de neoplasias en los pacientes trasplantados. Su incidencia
varia segun el area geografica que se considere, debido a la elevada incidencia de
canceres cutaneos en algunas zonas, consideradas de elevado riesgo. Excluido el
cancer de piel, la incidencia media es del 4 % de los pacientes trasplantados,
incidencia 100 veces mayor que la esperada en el resto de la poblacion con edad
similar. Dentro de estas neoplasias, después del cancer de piel le siguen en frecuencia

los linfomas, que se desarrollan en el 2 % de los pacientes trasplantados.

- Toxicidad por farmacos. A las complicaciones infecciosas y desarrollo de
neoplasias relacionadas con el tratamiento inmunosupresor, es necesario afiadir la
toxicidad producida por estos farmacos. Asi, algunos de estos farmacos pueden
producir hipertension arterial, insuficiencia renal o insuficiencia hepatica. 1.1.2

RECHAZO EN TRASPLANTE CARDIACO

El rechazo envuelve dafios hacia el o6rgano trasplantado mediados por células
del sistema inmune y anticuerpos como un resultado del reconocimiento del alo-
injerto como no propio. Este proceso estd categorizado histologicamente ¢
inmunoldgicamente en tres grandes tipos: hiperagudo, agudo, y cronico. El rechazo
hiperagudo se produce cuando aparece una gran perdida de la funcion del injerto en

minutos u horas después de que la circulacion fuese establecida en el o6rgano, es un
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proceso que esta mediado por anticuerpos preexistentes especificos para alo-antigenos
de las células endoteliales del organo del donante. Estos anticuerpos fijan
complemento promoviendo trombosis intravasculares y formando rapidas oclusiones
en los vasos del injerto y por lo tanto un rechazo del mismo (5). El cross-matching
para los antigenos HLA y para los grupos sanguineos (ABO) se utiliza actualmente
para prevenir el rechazo hiperagudo.

El rechazo agudo es principalmente un proceso mediado por células que
normalmente ocurre desde la primera semana hasta varios afios después del
trasplante. Estd caracterizado por necrosis de las células parenquimales del 6rgano
trasplantado. Después del trasplante (6), el 61% de los pacientes estan libres de
rechazo durante el primer mes, el 38% de los pacientes no tienen rechazo hasta 6
meses después del trasplante, el 34% de los pacientes estan libres de rechazo durante
el primer afio. El mayor riesgo para padecer un episodio de rechazo agudo esta sobre
el mes post-trasplante. El rechazo crénico, o fallo tardio del injerto, es un deterioro
gradual e irreversible de la funcion del injerto que ocurre desde meses hasta afios
después del trasplante. Esta caracterizado por fibrosis produciendo una oclusion
luminar de los vasos del 6rgano (7). La vasculopatia del trasplante cardiaco se detecta
por angiografia en el 44% de los receptores de trasplante de corazon a los 3 afios (8).
De esta manera el rechazo esta envuelto por una gran cantidad de componentes del
sistema inmune: Células T, citoquinas, macrofagos y moléculas de adhesion (9). En
este sentido, tanto factores inmunologicos como no inmunoloégicos parecen estar
envueltos en el dafio a las funciones del o6rgano. El rechazo agudo tratado
inadecuadamente, un gran numero de episodios de rechazo agudo, una
inmunosupresion insuficiente a largo plazo, anormalidades lipidicas e infecciones se

han asociado con una mayor incidencia de rechazo cronico (10).

1.1.3  INMUNOSUPRESION EN TRASPLANTE CARDIACO

Los regimenes de inmunosupresion comprenden la terapia de induccidn,

terapia de mantenimiento y terapia de rechazo. La terapia de induccion es una
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inmunosupresion en el peri-operatorio. Originalmente se disefi6 para inducir
tolerancia hacia el injerto, aunque todavia no se ha alcanzado este objetivo (11). Atin
asi, el concepto de induccion es util porque resalta el hecho de que las respuestas
contra el donante son tipicamente mas potentes poco tiempo después del trasplante,
donde los estimulos como muerte cerebral, isquemia/reperfusion y traumas debidos a
la operacion aumentan la expresion de antigenos por parte del donante lo que conduce
a un aumento de la respuesta inmune del receptor. Los beneficios de la terapia de
induccion es una reduccion del rechazo en los dias proximos al post-operatorio donde
la disfuncion del injerto y la disfuncidon renal son muy problematicos. La terapia de
induccion también permite la introduccion de inhibidores de la calcineurina mas
tardia los cual retrasaria el empeoramiento de la funcion renal. La desventaja de las
terapias de induccion es el incremento de los riesgos de infeccidon, aparicion de
tumores y el incremento del coste econdmico. Los agentes linfoliticos (ATGAM, y
timoglobulina), se dan generalmente en los primeros dias post-operatorios y suelen
ser los estandares en este tipo de terapia. Recientemente se estan utilizando los
antagonistas del receptor de la IL-2 (IL-2R). Con la introduccion de drogas mas
potentes, las terapias de induccion y especialmente los agentes linfoliticos estan
reservados para pacientes con alto riesgo de rechazo o fallo renal.

La terapia de mantenimiento consiste generalmente en una combinacion con
un antimetabolito, un inhibidor de la calcineurina y esteroides. El régimen de
mantenimiento esta diseflado para disminuir la nefrotoxicidad de los inhibidores de la
calcineurina y la toxicidad metabdlica de los esteroides. Por lo tanto muchos
regimenes afiaden sirolimus y everolimus (inhibidores TOR) y menos dosis de
inhibidores de la calcineurina reduciendo los inhibidores de la calcineurina y/o los
esteroides. Las terapias actuales combinan varias dianas en distintos pasos de la
activacion de las células T, permitiendo bajar las dosis de cada droga individual
(Figura 1.1). La terapia de mantenimiento de cada centro es especifica y varia segin
la edad, presensibilizacion y episodios de rechazo previos, ya que estos determinan el
riesgo de rechazo posterior por parte del paciente. La terapia de mantenimiento
temprana consiste en esteroides, inhibidores de la calcineurina con ciclosporina (nivel

en sangre, 300 a 350 ng/mL) o tacrolimus (nivel en sangre, 10 a 15 ng/mL), y

32



Introduccion

micofenolato mofetil (1g). La mayoria de los centros han sustituido la azatriopina por
el MMF. Esta terapia se va reduciendo con el tiempo y los niveles diana para la
ciclosporina estan alrededor de los 200ng/mL y para el tacrolimus los niveles estan
sobre los 5 a 10 ng/mL a los dos afios después del trasplante. Debido los efectos
adversos a largo plazo, se estan haciendo esfuerzos para minimizar la terapia de
mantenimiento con corticoides. Pequefios estudios en receptores de trasplante
cardiaco sugieren que una retirada en los esteroides se puede realizar en el 30% de
los pacientes a los seis meses tras el trasplante, y hasta en un 80% de los pacientes a
los dos afios del trasplante sin riesgos sustanciales ni un empeoramiento en los efectos
negativos a largo plazo (12). Por lo tanto, los pacientes trasplantados de corazén que
sobreviven mas de un afio estan tomando dosis menores de inhibidores de la
calcineurina y MMF, junto con una pequefia dosis de prednisona o sin esteroide
alguno. Mayores reducciones en la inmunosupresion son posibles en pacientes que
han presentado poco rechazo. Ademas, se ha sugerido que las drogas
inmunosupresoras que previenen del rechazo agudo también cortan la posibilidad de
tolerancia especifica hacia el trasplante (13). Datos preliminares en trasplantados de
rindn indican que la tolerancia puede ser alcanzable en un porcentaje no despreciable
de pacientes con una reduccion significativa de los niveles de inmunosupresion
cronica (14). La terapia de rechazo (o rescate) se refiere a la terapia inmunosupresora
que se la al paciente para paliar un episodio de rechazo. La intensidad de la terapia de
rechazo depende del tipo, la severidad y las consecuencias hemodinamicas del
rechazo, si es mediada por células T o es humoral, asi como de las diferencias entre

los distintos protocolos de los centros.
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CélulaT CD4

FIGURA 1.1: Esquema de las dianas de los farmacos inmunosupresores actuales.
Adaptada de Xavier M et al (15)
Entre los distintos farmacos inmunosupresores que se utilizan actualmente se

pueden destacar varios tipos.

Inhibidores de la calcineurina.

Los inhibidores de la calcineurina actualmente utilizados son la ciclosporina
(CsA), que es un undecapéptido lipofilico y el Tacrolimus (TAC), que es un
macroélido (antes conocido como FK506). Ambos son la piedra angular de la terapia

de mantenimiento inmunosupresora

Mecanismos de Accion

Tanto la CsA como el TAC actian bloqueando la calcineurina activada por
calcio (16), (17). La CsA y el tacrolimus entran en la célula por difusién y se unen a
diferentes inmunofilinas: La CsA se une a la ciclofilina y el TAC se une a la proteina
de union FK12 (FKBP-12). El complejo droga/inmunofilina se va a unir a la
calcineurina, que es una fosfatasa que va a desfosforilar diversas moléculas,
incluyendo el factor nuclear de las células T activadas (NF-AT). El NF-AT

desfosforilado se trasloca al ntcleo de las células T, el cual se une a secuencias

34




Introduccion

especificas del ADN las cuales estan situadas en las regiones promotoras de distintas
citoquinas, entre las cuales se encuentra la IL-2. De esta manera, tanto la CsA como
el TAC inhiben la transcripcion de la IL-2 y otras citoquinas, la CsA también estimula
la produccion de TGF-B, el cual contribuye a su acciéon inmunosupresora (18) (Figura
1.1).

Monitorizacion de la ciclosporina

El analisis de los niveles de CsA a las dos horas después de la dosis (C2) se ha
mostrado eficaz para una inmunosupresion adecuada basada en los ensayos clinicos
en adultos receptores de trasplante cardiaco, con una mejor profilaxis de rechazo
agudo y una mejor correlacion con la exposicion total al farmaco (19). Asimismo, los
niveles medidos a una y a dos horas (niveles C2) proporcionan informacién acerca de
la absorcion de CsA. En definitiva, los niveles C2 pueden ser los mejores en predecir
la eficacia de los inmunosupresores de CsA en comparacion con la monitorizacion

clasica en los valores de CO, es decir, antes de la dosis.

Los estudios farmacodinamicos indicaron cuales eran los niveles maximos que
mejor se correlacionan con la inhibicion de la calcineurina y, en general, con la
inmunosupresion. Graves consecuencias clinicas pueden ocurrir en el trasplante a
causa de una baja dosis o sobredosificaciones en los niveles de CsA. Por lo tanto, la
individualizacion de la dosis de CsA es indiscutible. La estrategia 6ptima de la terapia
con CsA alin se estda debatiendo. Recientes estudios sobre la farmacocinética y
farmacodinamica de CsA han demostrado que la CsA induce una mayor inhibicion de
la calcineurina y produccion de IL-2 en la primera hora y dos horas después de la
administracion del inmunosupresor (20). El ajuste de dosis de CsA para cumplir la
meta de alcanzar los niveles C2 ha dado lugar a bajas tasas de rechazo en trasplante,

sin disminucion de la tolerabilidad a la CsA.

Antimetabolitos: Micofenolato mofetil (MMF)

El MMF es un inhibidor no competitivo de la inosina monofosfato

deshidrogenasa, una enzima clave en la sintesis de novo del nucledtido guanina. Los
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linfocitos que van a proliferar son dependientes de la ruta de sintesis de novo de la
guanina porque es la unica ruta para la sintesis de purinas y la replicacion de ADN.
Otras células usan tanto la ruta de novo como la ruta de salvamento para la sintesis de
purinas. Por lo tanto el MMF es un inhibidor selectivo de la proliferacion de
linfocitos. Tanto in vivo como in vitro el acido micofenoélico inhiben la proliferacion
de linfocitos en respuesta a una estimulacion alogénica sin inhibir el crecimiento de

otras células (21). (Figura 1.1)

Corticoides

Los corticoides se encuentran entre las primeras drogas inmunosupresoras
utilizadas en trasplante, han quedado como un componente importante en las terapias
de induccién, mantenimiento y rechazo. Los glucocorticoides son unos potentes
agentes antiinflamatorios e inmunosupresores. Estos difunden libremente por las
membranas celulares y se unen a receptores de glucocorticoides citoplasmaticos de
alta afinidad. El complejo glucocorticoide-receptor se transloca al nucleo, donde este
se une a un elemento de respuesta a glucocorticoides en el ADN (22) (Figura 1.1).
Este complejo también se puede unir a otros elementos reguladores, inhibiendo su
union al ADN. Ambas cosas producen regulacion transcripcional, de ese modo alteran
la expresion de genes implicados en la respuesta inflamatoria. Los glucocorticoides
afectan al nimero, distribucion y funcion de todos los tipos de leucocitos (linfocitos T
y B, granulocitos, macréfagos y monocitos), asi como las células endoteliales. El
efecto principal en los linfocitos parece ser mediante la inhibicion de dos factores de
transcripcion, el activador de la proteina 1 y el factor nuclear (NF) x-B (23), (24).
Esto afecta a la expresion de un gran un nimero de genes entre los que se incluyen
factores de crecimiento, citoquinas, el ligando de CD40, GM-CSF asi como de
moléculas de adhesion. En células no linfoides, los esteroides causan un descenso en
la produccién de factores vasoactivos, quimio-atrayentes, enzimas lipoliticas y
proteoliticas. Lo que lleva a una inhibicion de la adhesién de neutrdfilos con las
células endoteliales y de la diferenciacion a macréfagos, y subregulacion de la

funcion endotelial, incluyendo el descenso en la expresion de la miosina de cadena
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pesada. Algunos de los efectos antiinflamatorios de los esteroides estan regulados a
través de la liberacion de la lipocortina, la cual actia inhibiendo a la fosfolipasa A,

esto conllevaria a la inhibicion de la produccion de leucotrienos y prostanglandinas
(22).
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1.2 INMUNOLOGIA DEL TRASPLANTE

1.2.1  BREVE INTRODUCCION HISTORICA

Peter Medawar fue el primero en demostrar que el sistema inmune era el
responsable del rechazo de 6rganos sélidos. Medawar empezo sus trabajos pioneros
en Glasgow con injertos de piel en un modelo murino, en estos trabajos pioneros
encontré que la piel del raton donante era rechazada en unos diez dias, pero un
segundo injerto de piel era rechazado inmediatamente. Medawar sugirié que el
rechazo era un proceso inmunoldgico, indicando ademés que esto era debido a que el
sistema inmune recordaba la presencia de un intruso lo cual aceleraba el proceso de
rechazo en el segundo trasplante (25). A principio de los afios 50 Medawar, en otros
experimentos, inoculd embriones de raton con células de raton pertenecientes a otra
cepa. Después de su nacimiento se le realizé un injerto con piel de la cepa de raton a
la cual habia sido expuesto en el tutero, estos injertos no fueron rechazados,
introduciendo el concepto de tolerancia inmunologica adquirida. Posteriormente,
Frank Burnet sugiri6 que las células inmunes del cuerpo aprenden muy
tempranamente a aceptar a los tejidos como parte del cuerpo y solo atacan y rechazan
el material que se presenta mas tarde (26). Esta teoria desarrollo mas tarde la nocién
de seleccion clonal y la seleccion de lo propio y no propio por el sistema inmune de
los vertebrados (27). En 1958, Jean Dausset describe por primera vez el primer
antigeno leucocitario, MAC (Ahora conocido como HLA-A2) (28). Este
conocimiento permitié estudiar la compatibilidad de tejidos. El estudio en los afios
posteriores de estas moléculas de histocompatibilidad ha permitido un avance
espectacular en el campo de trasplantes de o6rganos soélidos. En capitulos posteriores
se describira la estructura y los diferentes tipos de moléculas de histocompatibilidad

que s€ conocen.
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1.22 RECONOCIMIENTO DE ALOANTIGENOS

El sistema inmune ha desarrollado mecanismos sofisticados para evadir o
destruir a los patogenos. La adquisicion de la capacidad para reconocer no so6lo
organismos completos sino pequeios péptidos derivados de una digestion parcial, es
un éxito bioldgico importante, después de la respuesta innata, para poder mejorar la
capacidad y eficiencia de la respuesta contra microorganismos, se ha de desarrollar un
concepto inmune completo con células presentadoras de antigenos (APC), para
indicar la presencia de patogenos invasores, y células T capaces de recibir las sefiales
y organizar una respuesta inmune efectiva.

En el centro del didlogo de células APC y células T estdn las moléculas HLA
que son codificadas por el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). El alto
grado de de polimorfismo observado en estas moléculas las hace individualmente
Unicas, lo cual representa una ventaja importante en la lucha contra los patégenos no
solo como individuo sino también como especie.

Cuando un organo es trasplantado, éstas moléculas HLA polimoérficas son
reconocidas como extrafias por el receptor. Este fenomeno se denomina
aloreconocimiento. Como consecuencia de este proceso una respuesta inmune es
organizada y destruirda el oOrgano trasplantado si no se toman medidas
inmunosupresoras rapidas y especificas. Por tanto, las moléculas HLA representan
una ventaja a la hora de combatir patdégenos pero un perjuicio para la practica del
trasplante, de hecho estas moléculas se descubrieron en experimentos de trasplante de
tejidos entre individuos incompatibles realizados por Gorer a finales de los afios 30.

Ha sido ampliamente observado que los MHC aloantigénicos del donante
pueden ser presentados al sistema inmune del receptor por distintas rutas (29), (30).
Ademas, el modo de la presentacion antigénica parece estar relacionado con el tipo de
rechazo que tiene lugar. Esto da luz sobre la importancia de explorar las rutas de
presentacion antigénica, en este sentido existen actualmente descritos tres

mecanismos de presentacion alo-antigénica.
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En la presentacion directa (Figura 2) las moléculas MHC-1 y MHC-II intactas
presentes en la superficie de las APC del donante son reconocidas directamente por
las células T CD8+ y CD4+ del receptor, respectivamente.

En la presentacion indirecta (Figura 1.2) las moléculas MHC-I y II del
donante son recogidas, procesadas y presentadas por APC del receptor a células T

CD8+ y CD4+ del receptor, respectivamente.

Aloreconocimiento indirecto  Aloreconocimiento directo

CcD8 CD4

IL-2
MU

I

APC receptor

@ Péptidos derivados del donante
e CLIP

FIGURA 1.2. Tipos de reconocimiento de aloantigenos. Adaptada de Jiang S. et al.

(29).

El repertorio del receptor de la célula T contiene una tnica y alta frecuencia de
células T aloreactivas a la presentacion directa y una relativa baja frecuencia de
células T aloreactivas para la presentacion indirecta. Esto sugiere que el
reconocimiento directo es el mayor responsable de los episodios de rechazo agudo
temprano mientras que el reconocimiento indirecto cobra mas importancia para los
episodios de rechazo tardio.

Esto va en consonancia con la nociéon de que las APC del donante en el 6rgano
trasplantado van desapareciendo con el tiempo, haciendo progresivamente al

reconocimiento directo inoperante. Por otra parte, la adquisicion, procesamiento y
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presentacion de moléculas MHC del donante por APCs del receptor es un proceso
mas lento pero mas eficiente en periodos mas tardios después del trasplante.

Una tercera ruta se ha propuesto recientemente, la presentacion semi-directa.
Esta ruta sirve para unir los otros tipos de reconocimiento. En esta ruta, las células
dendriticas del receptor pueden adquirir moléculas MHC de células del donante y

asumir la presentacion directa sobre las células T del receptor.

1.2.3  RESPUESTA INMUNE ALOGENICA

El rechazo al injerto estd mediado de una manera antigeno independiente
(sistema inmune innato) y de una manera antigeno dependiente (respuesta inmune

adquirida)

El sistema inmune innato (ej. Monocitos, células NK, neutréfilos) comprende
tipos celulares que carecen de mecanismos especificos de reconocimiento antigénico,
pero los cuales reconocen un amplio espectro de antigenos consistentes en motivos
conservados de patogenos. Estos motivos se denominan “patrones moleculares
asociados a patogenos”. El reconocimiento de patégenos por monocitos (diferente al
de linfocitos, como veremos mas tarde) no requiere de una expansion clonal. Existen
evidencias de que los componentes del sistema inmune innato es responsable del dafio
al injerto en las etapas mas tempranas de la operacion de trasplante cardiaco (Ej.
durante la fase de muerte cerebral y el dafio por isquemia reperfusion). Ademas, el
injerto es infiltrado por monocitos y neutr6filos muy precozmente justo después de la
implantacion del o6rgano, dando como resultado la expresion de nuevas moléculas,
que incluyen moléculas de adhesion, citoquinas pro-inflamatorias y quimioquinas, lo
que promueve la infiltracion en el injerto por parte de los linfocitos. El complemento
puede activarse en ausencia de anticuerpos, por lo que se considera parte del sistema
inmune innato. La activacién del complemento ocurre durante el proceso de dafo por
isquemia-reperfusion y causa dafios tisulares amplificando a su vez la respuesta

Inmune.
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La respuesta inmune adquirida es la respuesta mediada por linfocitos antigeno-
especificos frente a los aloantigenos del 6rgano del donante. El rasgo mas importante
de la respuesta inmune adquirida es su habilidad para responder rapidamente a
antigenos extrafios con los cuales se ha encontrado anteriormente y se consigue

mediante la seleccion clonal y la expansion de linfocitos antigeno especificos.

El punto inicial de la alorespuesta es la unién del complejo TCR/CD3 y los
correceptores CD4 o CD8 en conjuncion con las senales coestimuladoras, que van a
provocar la sefial de transduccion con la activacion de segundos mensajeros como las
proteinas kinasas (31). Las concentraciones de calcio citoplasmatico aumentan debido
al flujo de entrada de calcio extracelular. Las enzimas dependientes del calcio, entre
ellas la calcineurina, se activan (32). La calcineurina, desfosforila los factores
nucleares de las células T activadas (NF-AT), lo que permite a estos factores entrar en
el nucleo, donde se unen especificamente al promotor del gen de la IL-2, facilitando
la transcripcion del gen de la IL-2 (32). La interaccion de la IL-2 con su receptor (IL-
2R) en la superficie de membrana de las células induce la proliferacion celular y la

produccion de citocinas especificas de las células T (33).
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1.24 RECHAZO AGUDO. BASES INMUNOLOGICAS

El rechazo agudo es dependiente de las células T. En este sentido, ratones a los
cuales se le han reducido o son deficientes en células T son incapaces de provocar un
rechazo del injerto.

El Papel de las células T CD4 positivas esta estudiado en experimentos en los
cuales las subpoblaciones de células T se han transferido a animales T deficientes
(para ver si eran capaces de rechazar un trasplante) mostraron que las células T CD4
juegan un papel principal en la destruccion del injerto (34), estas células pueden
causar dafo al injerto de diferente forma:

Colaborador- Estas células podrian actuar como células T “ayudantes” en la
activacion de los linfocitos B y su diferenciacion a células plasmaticas. Ellas pueden
actuar de esta manera solo si se han activado mediante la via indirecta de
aloreconocimiento ya que estas deben interaccionar con las moléculas MHC II de los
linfocitos B del receptor. La ayuda para la activacion de las células B esta mediada
por citoquinas secretadas por las células T colaboradoras, las cuales se dividen en dos
subpoblaciones dependiendo de las citoquinas que producen. La subpoblacion T
colaboradora 2 (Th2) es la que produce las citoquinas necesarias para la produccion

de anticuerpos; estas citoquinas incluyen la interleuquina -4,-5 y -6.

Citotdxica- Las células CD4 pueden actuar como células T citotoxicas.
Aunque no causan gran dafio parenquimal ya que reconocen directamente MHC de
clase II que esta presente en endotelio activado o epitelio (virtualmente inexistente en

organos trasplantados). Estas podrian ser las responsables de la endotelitis.

Interferdn — Las células T CD4 colaboradoras pueden ser del tipo 1 (Thl) las
cuales producen IFN-y e IL-2. Estas células se pueden activar por la via directa e
indirecta de aloreconocimiento. El IFN-y tiene diversos efectos en el trasplante.
Incrementa la expresion de las moléculas de adhesion en el endotelio del injerto,
facilitando la adhesion de linfocitos circulantes a las paredes de los vasos sanguineos

y su migracion hacia el injerto. La infiltracion en el injerto es una de las
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caracteristicas del rechazo agudo, el IFN-y activa a los macrofagos y les induce a
secretar enzimas, radicales libres y agentes oxidantes (con la intencion de eliminar la
“infeccion™), asi como citoquinas inflamatorias (IL-1, TNF-a). En esta ruta, las
células T especificas para antigenos del injerto que activan macréfagos son muy
importantes en el dafio que se va a producir en el 6rgano trasplantado (Figura 1.3). En
particular los pacientes trasplantados de corazén que han mostrado concentraciones
mas altas de TNF-a in vitro o que tienen un genotipo asociado a una mayor
produccion de TNF-a tienen mas posibilidades de perder el injerto por rechazo
agudo. El IFN-y también incrementa la expresion de las moléculas HLA de clase Il en
el parénquima y endotelio del injerto, también incrementa la habilidad de las APC
para activar a las células T incrementando su habilidad para procesar y presentar

moléculas coestimuladoras.

IL-12

Anticuerpos IFN-y IFN-y
Citotoxicidad

FIGURA 1.3. Respuesta inmune alogénica. Adaptada de Rose ML. et al. (35)

La IL-2 tiene una influencia vital en el rechazo agudo. Es un factor de
crecimiento para células T y B, incrementando su proliferacion y supervivencia. Uno
de los tipos celulares dependientes de la IL-2 para su activacion es el linfocito T CDS§

citotoxico (Figura 1.3). El papel que juega la célula T CD8 en el rechazo es polémico
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(35), pueden ser activados por la via directa para dafar al injerto. Causan dafio a las
células diana induciendo muerte apoptotica o litica. Se piensa que ambas formas de
actuar juegan un papel en el rechazo al injerto y la ruta apoptotica explicaria como los
CTLs pueden atacar al injerto sin causar evidencias histologicas de lisis en tejidos o
células. La muerte por lisis celular esta causada directamente por la liberacion de dos
moléculas sobre la superficie de las células diana:

-Perforina: Permeabiliza la membrana de la células diana.

-Granzima: Entra en la célula e inicia el proceso litico.

La expresion de estas moléculas en biopsias de trasplante cardiaco y en sangre
periférica ha sido estudiada como un marcador molecular del rechazo agudo. La
muerte por lisis es un proceso patoldgico y no es parte de los mecanismos normales
de muerte en los tejidos. La muerte apoptética en cambio es un proceso fisiologico
normal que regula el tamafio de las poblaciones celulares y remodela los tejidos (Ej.
embriogénesis). Las células T CD8+ citotoxicas inducen apoptosis en las células

dianas mediante la unién Fas-Fas ligando.
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1.3 MOLECULA DE HISTOCOMPATIBILIDAD NO
CLASICA HLA-G

131 COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD MHC

El complejo mayor de histocompatibilidad se localiza en la porcion distal de la
banda 6p21.3, en el brazo corto del cromosoma 6, y supone aproximadamente un
0.1% del genoma humano. Se han conseguido identificar unos 400 genes en el MHC
humano o murino, y se piensa que se han podido conservar unidos en grupos
(clusters) durante la evolucion.

El sistema MHC, en humanos, se conoce con el nombre de HLA y se puede
subdividir en tres subregiones: clase I, clase Il y clase III. La region de clase I, mas
cercana al telomero, contiene los loci HLA-A, -B, -C que agrupan genes que
codifican series de antigenos definidos de manera serologica y, posteriormente,
confirmados por técnicas moleculares y son conocidos como los antigenos HLA
clasicos de trasplante, estos genes se conocen como de clase MHC la. Otros tres
genes de clase I, denominados MHC Ib, HLA-E, -F, -G codifican moléculas
funcionales (36) cuya funcion hasta hace poco no era muy clara, pero ya se le
conocen funciones muy interesantes en el caso de HLA-E y HLA-G. Mas cercanos al
centromero se encuentra la region de clase III que originariamente se creia
circunscrita a los genes del complemento C4, C2 y Bf, ¢ incluye también genes tan
importantes como los del factor de necrosis tumoral (TNF-a y TNF-B), los de la
enzima 21-hidroxilasa y los que codifican para tres miembros de la familia de las
“proteinas de choque térmico” (Heat shock protein). La region de clase II esta situada
en posicion mas centromérica y engloba los genes: HLA-DR, -DQ y —DP (Figura
1.4). Uno de los hechos mas relevantes del complejo HLA es su polimorfismo
extremo. Ya que se conocen al menos 414 alelos para HLA-B, 209 para HLA-A, 101
para HLA-C y 273 para HLA-DRBI1 (37). Debido a esto la heterocigosidad es de un
90%, y la mayoria de los alelos tienen una frecuencia menor de 0,15. Los antigenos
HLA se heredan de una forma mendeliana dominante. Debido a la cercania de los

diferentes loci del complejo mayor de histocompatibilidad y la resultante baja
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frecuencia de “cross over”, los genes son heredados juntos la mayoria de las veces.
Esta combinacion de determinantes genéticos es referida como haplotipo. Ya que el
cromosoma 6 es un autosoma, todos los individuos tienen dos haplotipos HLA (uno

para cada cromosoma).
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FIGURA 1.4. Ordenacién génica del complejo mayor de histocompatibilidad. Adaptada de
Trowsdale,J. et al (38)

1.3.1.1 Estructura de las moléculas de histocompatibilidad de clase |

clasicas

Los antigenos de histocompatibilidad son antigenos de superficie celular
capaces de inducir una respuesta inmune en un receptor genéticamente diferente
(alogénico), lo que resulta en un rechazo de los tejidos o células que tengan asociados
estos antigenos. Los antigenos MHC de tipo I se presentan en todas las células
nucleadas y estan cada una compuesta de una cadena pesada o de 45 Kd codificada
por los genes de los loci HLA-A, HLA-B o HLA-C del cromosoma 6 y estan
asociadas no covalentemente con una proteina de 12 Kd, B2 microglobulina, que esta
codificada de un gen del cromosoma 15 (figura 1.5) y cuya funcion principal es dar

estabilidad a la estructura, la unién se realiza a través del dominio a3 de la cadena
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pesada, y es necesaria para la expresion de la molécula HLA de clase I en la
superficie celular.

Las cadenas a son glicoproteinas de membrana tipo I (el extremo carboxilo
terminal se encuentra en el citoplasma, mientras que el amino terminal se sitia en el
exterior de la membrana celular). La region extracelular tiene unos 300aas, la porcion
hidrofobica transmembrana (TM) de 25 aas, que es muy parecida a la de otras
proteinas expresadas en membrana, y la region citoplasmatica que tiene unos 30aas.
Los tres dominios extracelulares tienen, cada uno, cerca de 90 aas y se extienden
desde la region a3, adyacente a la membrana, a las regiones mas distales a2 y al, las
cuales tienen restos de carbohidratos. La mayor cantidad de polimorfismo en la
secuencia de estas moléculas se encuentra en unas regiones hipervariables (HVR)
dentro de los dominios al y a2 (39). El dominio a3 tiene un plegamiento del tipo de
Igs, es menos polimérfico que los anteriores, y en su estructura se encuentra el sitio

de uniodn a la molécula CDS8 del linfocito T.

Hendidura de uddn

al peptide Wista superior de

hendidura vdn péptido

FIGURA 1.5. Estructura de las moléculas de histocompatibilidad humanas e imagen
de la hendidura del péptido donde se presentan los péptidos. Imagen adaptada de Chien YH y
col. (40)
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Los sitios de union con el péptido estan formados por una hoja de 8 cadenas B,
envuelta por 2 regiones de hélices a. Los péptidos se unen en el surco que se sitia
entre las 2 hélices o, y en contacto con la cara superior de la hojas B (40), quedando
dos dominios de inmunoglobulina por debajo del sitio de union del péptido. Los
péptidos que se pueden unir a las proteinas de clase I suelen tener una longitud de 8 a
10 aas, que generalmente son de origen endogeno (41). La localizacion de los sitios
antigénicos polimorficos (epitopos) en la hendidura de union con el péptido, cerca del
sitio de unién con el TCR, ha conducido a especular sobre el papel de estos
polimorfismos en los trasplantes de 6rganos y la susceptibilidad ciertas enfermedades

(42).

1.3.1.2 Expresion de los antigenos HLA

La respuesta del sistema inmune hacia un injerto es mayoritariamente inducida
por antigenos presentes en el injerto, pero ausentes en el receptor. Los antigenos
codificados por el MHC son los principales desencadenantes del proceso inflamatorio
que conduce a la activacion de células capaces de dafiar al injerto y son, ademas la
diana de la respuesta alogénica. Otros antigenos que pueden jugar un papel en la
aceptacion o rechazo del injerto son, los del grupo sanguineo ABO, los antigenos
menores de histocompatibilidad y antigenos especificos de tejido.

Los antigenos HLA son la mayor diana que puede conducir a un rechazo del
injerto, existiendo dos hechos claves respecto a la expresion de estas moléculas MHC.
Primero, la expresion no es constante en las células, sino que puede se aumentada por
citoquinas y disminuida por sustancias que bloqueen o inhiban la funcion de estas
citoquinas. Segundo, los cambios cuantitativos en la expresiéon van a alterar la

magnitud y tipo de la respuesta alogénica.
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132 ESTRUCTURA DE LA MOLECULA HLA-G Y SUS
DIFERENTES ISOFORMAS FUNCIONALES.

El transcrito primario de HLA-G sufre un splicing alternativo, dando como
resultado siete ARNm alternativos que codifican para cuatro isoformas de membrana
(HLA-G1,-G2, - G3, -G4) vy tres isoformas solubles (HLA-GS, -G6, -G7) (Figura 1.6)
(43;44). A continuacion se describen las peculiaridades de las distintas isoformas.

. 26 6
| |

HLA-G1 HLA-GZ2  HLA-G3  HLA-G4 HLA-GS  HLA-GE HLA-G7

E1 E2 E3 E4 E5 EG Ed  3UT
[ 1 [ 1L | s | e e | — Y
 m— 1 ll e e — —
—J /) Tt r I N 1 HLA-G3
[ 1 [ 1L 10 N I ———— HLA-GY
[ 1 I 11 || s | | 1L 1 I ] HLA-GS
I/ Rl s | | 11 1 I 1 HLA-GA
— [ ] [ 1L 1 L 1 I 1 HLA-GT
Intron 2 Intron 4 *¥r :stop codon

FIGURA 1.6. Estructura y ordenacion génica de las isoformas de HLA-G-. Tomada de
M. L. Torres (45)

1.3.2.1 Proteina HLA-G1

ARNm HLA-G1 codifica una proteina de 39 kDa que contiene los dominios
al, a2 y o3 unidos al dominio transmembrana codificado por el exon 5 y a una
reducida cola citoplasmatica, debido a la existencia de un prematuro codon de parada
en el exon 6. Esta isoforma presenta una estructura similar a otras moléculas HLA de
clase I en que esta asociada con B2-microglobulina y une un péptido de 9 aas (46)

(Figura 1.6).
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Varias lineas de evidencia indican que la funcion primaria de HLA-G1 es
servir como un ligando inhibidor para células immunocompetentes, contribuyendo al
establecimiento de una tolerancia periférica. HLA-G1 es reconocido por los
receptores, ILT2 (Immunoglobulin-like transcript) expresado en células
mielomonociticas (47), ILT4 expresado en monocitos, macrofagos y células
dendriticas y p49/KIR2DL4 (CD158d) expresado en células NK y células T (48). En
cualquier caso la naturaleza de las interacciones entre HLA-G y KIR2DL4 necesita
explorarse con mas detalle ya que se han obtenidos resultados divergentes sobre este
punto (48) (49). A través de estos receptores HLA-G1 puede interactuar directamente
con las células NK, T, B, y APC

Por otra parte, Gao et al (50) ha descrito la union de HLA-G1 con CD8aa con
una afinidad (150puM) comparable con la que CD8aa presenta con HLA-A2. Por lo
tanto, es posible que esta interaccion pueda facilitar el reconocimiento HLA-G-
restringido por CTLs. Aunque HLA-G1 se une a CD8 y presenta nona-péptidos,
queda por determinar si HLA-G1 es capaz de presentar péptidos bacterianos y virales
a las células T y provocar una respuesta citotoxica HLA-G restringida de una manera

similar a otras moléculas HLA de clase I.

Finalmente, células transfectadas con HLA-G1 han mostrado que modulan Ia
produccion citoquinas de células mononucleares tanto deciduales como de sangre
periférica. Las cantidades de TNF-a e INF-y liberadas por células mononucleares
deciduales y de sangre periférica se vieron descendidas, mientras que la cantidad de
IL-4 secretada se aument6 (51). También se ha asociado una respuesta Th2 (supra-
regulacion de IL-10 e IL-4, y subregulacion de TNF-a e INF-y) con la exposicion a
altas concentraciones de HLLA-G1 purificada (52). Recientemente se ha descubierto
que HLA-GI1 afecta la produccion general de citoquinas en linfocitos granulares de la
decidua de una forma no consistente en el paradigma Thl/Th2 (descenso de la

produccioén de IL-10, IL-13, TNF-a, INF-y y GM-CSF) (53).

1.3.2.2 Proteinas HLA-G2.-G3 y -G4
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Los transcritos primarios de HLA-G2, G3 y G4 que respectivamente excluyen
exon 3, exon 3 y 4, y exoén 4, generan isoformas truncadas que poseen solo el dominio
ol en HLA-G3, los dominios a1l y a3 para HLA-G2, y los dominios ol y a2 para
HLA-G4, unidos a la region transmembrana (Figura 1.6). Sus conformaciones
estructurales “no convencionales”, exhibiendo uno o dos dominios extracelulares

(mondmeros, dimeros, heterodimeros, o polimeros) queda todavia por elucidarse.

Al contrario que HLA-GI1, el analisis de los patrones de expresion de estas
otras isoformas de HLA-G resulta complicado, debido escasez de reactivos capaces
de reconocer especificamente a cada una de ellas y en concreto de anticuerpos
monoclonales que distingan entre las distintas isoformas. Compilando datos sobre la
expresion de estas proteinas truncadas, varias conclusiones pueden destacarse: (i)
Estas isoformas son expresadas fisiologicamente en el citotrofoblasto (54) y
patologicamente en células tumorales, como las de melanoma (55), y coriocarcinoma
(56), asi como en células transfectadas (57). Se ha observado que estas isoformas
inhiben la citdlisis tanto de las células NK como la mediada por las células CTL
especificas mediante una ruta HLA-E especifica (58). Quizas estas isoformas
truncadas tengan mayor relevancia en situaciones en las que la expresion de HLA-G1
esté impedida, como en células deficientes en P2-microglobulina, ya que HLA-G2,-
G3 y -G4 no requieren una asociacion con ésta para su expresion (59), y en
individuos homocigotos para el alelo nulo HLA-G*0105N (60). La funcionalidad
potencial de este alelo, el cual puede producir moléculas HLA-G truncadas

funcionales en la interfase materno-fetal, ha sido recientemente discutida (61).
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1.3.2.3 Proteinas HLA-G5, G6y G7

Las isoformas solubles de HLA-G estain desprovistas de las partes
transmembrana y citoplasmica, debido a las presencia de un codon de parada en el
intrén 4 (-G5, y —G6) o en el intrén 2 (-G7) dejando una cola especifica C-Terminal
para estas formas solubles (Figura 1.6). La isoforma completa HLA-GS5 es una
glicoproteina de 37 kDa que guarda idénticos dominios lider, al, a2 y a3 pero
incluyendo una secuencia del intréon 4 que produce una region de lectura abierta que
codifica para 21 aas unidos al dominio a3 y excluye el dominio transmembrana (62).
De igual manera, la isoforma HLA-G6 mantiene la secuencia del intron 4, dando
lugar a una proteina soluble la cual carece del dominio a2 (63). HLA-G7 es la
isoforma que ha sido descrita mas recientemente, es una proteina soluble de 17 kDa
producida por una variante de splicing en la cual la secuencia de lectura abierta
continta en el intrén 2, el cual contiene un codon de parada. HLA-G7 esta formada
por el dominio al unido a dos aas codificados por el intrén 2 (63).

Debido a la disponibilidad de anticuerpos, como el anticuerpo monoclonal
16G1, el policlonal PAG5-6 y actualmente con el monoclonal 5A6G7 que son
especificos para el extremo C-terminal (residuos codificados por el intron 4) tanto de
HLA-G5 como HLA-G6, se ha podido investigar estas moléculas. También, los
anticuerpos descritos que reconocen la isoforma de membrana HLA-G1 también

reaccionan con la proteina soluble HLA-G5 como el anticuerpo MEM-G/09.

La isoforma HLA-G5 ha sido descrita en varios fluidos corporales, como el
liquido amniético y suero de mujeres embarazadas (64-66), pacientes con cancer
(67;55) pacientes trasplantados de corazén (68;69). También ha sido descrito en
trofoblasto (70;71), Timo (72), oocitos (73), embriones pre-implantados (74;75) y
durante la reactivacion del citomegalovirus humano (76). Se ha sugerido que la
isoforma soluble HLA-G6 esta presente en la sangre materna durante el embarazo
(77), y hasta ahora ha sido claramente detectada in vivo en suero de pacientes

trasplantados de corazon (69). La presencia de HLA-G7 como una proteina secretada
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tanto en los sobrenadantes de células transfectadas como en fluidos corporales no ha

sido aun detectada.

Mientras que las propiedades funcionales de las isoformas solubles HLA-G6 y
—G7 quedan todavia por elucidar, las de HLA-G5 han sido estudiadas, utilizando la
proteina recombinante HLA-G5 producida por células procariotas (78) o células
eucariotas (79-81), o por otra parte HLA-G5 producida naturalmente por células del
trofoblasto (82;52). La proteina HLA-G5 recombinante exhibe propiedades
inhibitorias y se une a CD8 y receptores inhibidores, como lo hace HLA-G1. De
hecho, la isoforma HLA-GS inhibe la lisis mediada por células NK y células T CD8+
(81;83) y la respuesta alogénica de los CTLs. Por otra parte, la isoforma HLA-G5
producida naturalmente por células T CD4+ aloreactivas inhibe su respuesta
proliferativa, a través de de efectos inhibitorios por feedback (82). También se ha
observado que la proteina recombinante HLA-G5 influencia la liberacion de

citoquinas por las PBMCs estimulando su liberacion de IL-10, TNF-a, e INF-y (84).
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1.3.3 RESPUESTA ALOGENICA Y HLA-G

La investigacion sobre el papel que desempefia HLA-G en la respuesta
alogénica, y su potencial uso para la prevencion del rechazo ha ido incrementandose
en los ultimos afios. Las razones para este interés son que mientras que HLA-G
difiere de las moléculas clasicas HLA en su bajo polimorfismo y en su ampliamente
descrito efecto no alo-estimulatorio. HLA-G es un ligando para receptores inhibidores
de la respuesta inmune, lo que hace tan atractiva a esta molécula es que todas las
poblaciones celulares envueltas en el rechazo poseen al menos un receptor para HLA-
G. Por lo tanto HLA-G tiene el potencial de ser tolerogénico, mediante su accion
sobre los receptores inhibidores de las células responsables del rechazo impidiendo la

activacion de la respuesta alogénica.

La implicacion de HLA-G en el establecimiento y mantenimiento de la
tolerancia al injerto ha sido ampliamente estudiada in vitro y ha habido algunos
estudios también in vivo, en el contexto de alo- y xenotrasplante, en humanos y
modelos animales. También se ha estudiado su funcién es expresada por diferentes

tipos celulares.

1.3.3.1 Papel de HLA-G en el trasplante. Estudios in vivo.

HLA-G es una molécula que en circunstancias normales no esta expresada,
excepto en la interfase materno fetal y en las células epiteliales timicas. Por otra parte
se ha demostrado que hay expresion de HLA-G en pacientes trasplantados de
corazon, higado y rifion (85). Dos estudios de Lila et al han mostrado que el 18% de
los pacientes trasplantados de corazén. A su vez ha sido detectado la presencia de las
isoformas HLA-G5 y HLA-G6 en suero de estos pacientes HLA-G positivos.
Finalmente la expresion de HLA-G por los miocardiocitos en los pacientes
trasplantados parece ser estable en el tiempo. Interesantemente la presencia de HLA-

G en pacientes trasplantados de corazdn parece estar unida a un nimero reducido de
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episodios de rechazo agudo (1.2+ 1.1 en pacientes HLA-G positivos frente a 4.5+2.8
en pacientes HLA-G negativos) y no presentan rechazo crénico, mientras que los
pacientes con niveles bajos de HLA-G presentaron rechazo cronico en un 27% de los
casos (69). En recientes trabajos se ha identificado la expresion de HLA-G en
biopsias de trasplantados de higado-rifion, en concreto en las células epiteliales
biliares (BEC), y esta correlacionado con la ausencia de rechazo de estos dobles

trasplantados (86;87).

Los mecanismos por los cuales la expresion de novo ocurre en los pacientes
trasplantados son todavia desconocidos, pero hasta la fecha existen datos que sugieren
que la misma alo-reaccion lo podria estar promoviendo. De hecho, Lila et al (82) ha
mostrado in vitro que HLA-G es producida y secretada por células T CD4+ alo-
reactivas en reacciones linfocitarias mixtas. Ademas, este HLA-G5 procedente de
éstas células T era funcionalmente activo y capaz de inhibir otras células T CD4+

durante la alo-proliferacion in vitro.

Estos datos fueron los primeros que unieron la expresion natural de HLA-G
con la aceptacion a largo tiempo del injerto in vivo en humanos. En modelos murinos
hay resultados similares (88) los cuales muestran que HLA-G humana se puede unir
al homologo murino de ILT-4, el receptor PIR-B, y esta uniéon promueve la
supervivencia del alo-injerto de piel. También muestran que los ratones HLA-G
transgénicos exhiben respuestas inmunes celulares reducidas. De hecho la
supervivencia del injerto en ratones HLA-G+ se prolonga el doble de tiempo,
comparado con los controles no transgénicos, incluso cuando la funcion de las células
T en los ratones transgénicos era normal. Los autores demuestran que la
supervivencia mas prolongada era debida a un defecto en la maduracion inducido por
HLA-G en las APC de los ratones transgénicos, produciendo una estimulacion
defectuosa de las células T alo-reactivas. Siguiendo esta linea y trabajando con
animales no transgénicos Liang et al (89) confirmé que HLA-G induce un defecto en
la maduracion de las APC, y demostrd que la inmunizacién de animales receptores

con bolas de latex unidas a HLA-G un dia antes, y 4 dias después de un trasplante de
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piel incrementaba la supervivencia del injerto el doble de tiempo. Estos datos son
cruciales porque muestran por primera vez que la inmunizacion in vivo con HLA-G

humana es efectiva y conlleva supervivencia del injerto.

Los mecanismos por los cuales HLA-G puede alterar el proceso del trasplante
no se han investigado in vivo. Sin embargo, hay estudios in vitro con resultados
suficientemente claros para dar un poco de luz a lo que realmente podria estar
ocurriendo, indicando que HLA-G esta actuando sobre multiples parametros y células

que son vitales en el proceso del rechazo al injerto.

1.3.3.2 Inhibicién de la respuesta alogénica por HLA-G

El rechazo de un alo- o xenotrasplante es un proceso con muchos pasos y
complejo. Si las células potencialmente reactivas son las NK, necesitaran alcanzar el
injerto, adherirse al tejido, y finalmente lisarlo. Por otra parte, si las células
potencialmente reactivas son las T, la respuesta alogénica debe ser iniciada a través
de (i) captura de aloantigenos y la presentacion por APCs infiltradas; (ii) maduracion
de estas APCs; (iii) estimulacion mutua de células T CD4 y CD8 aloespecificas y
APCs; (iv) migracion de las células citoliticas hacia el injerto; y finalmente, (v) lisis.
Estudios in vitro indican que HLA-G es capaz de interferir con cada uno de estos

pasos, provocando una proteccion multiple del injerto (Figura 1.7).
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FIGURA 1.7. Efecto de las diferentes isoformas de HLA-G sobre la respuesta alogénica.

1.3.3.2.1 Inhibicidn de la adhesion y la migracion transendotelial

Una buena adhesion de las células NK a sus dianas es un prerrequisito para su
funcidn citolitica. La influencia de HLA-G en la adhesion y a migracion de las células
NK ha sido estudiada en el contexto del xeno-reconocimiento, donde juegan un papel

crucial en el rechazo.

Forte et al (90;91) mostré que la expresion en superficie de HLA-G en células
endoteliales monocapa porcinas (CEP) inhibe la adhesion de células NK humanas
activadas. En este estudio, la adhesion de lineas celulares NK humanas a CEP
transfectadas con HLA-G fue inhibida en un 50%, comparada con CEP no
transfectadas. El efecto no fue totalmente mediado por el receptor ILT2, ya que el
bloqueo de este receptor solo disminuye parcialmente la inhibicion de la adhesion
producida por HLA-G. Esto podria sugerir que KIR2DL4 podria estar envuelto
principalmente en la inhibicion de la adhesion NK, o cualquier otro receptor no

descubierto aun.
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Dorling et al (92) demostré que HLA-G retrasa la migracion transendotelial de
células NK humanas a través de PEC en al menos una hora y media. Este efecto

puede ser totalmente revertido al bloquear el receptor ILT2 en las células NK.

1.3.3.2.2 Inhibicion de las interacciones entre APCs y células T CD4, CD8

La generacion de una alo-respuesta comprende al menos tres subpoblaciones
de células diferentes: Células T CD4 alo-reactivas, células T CDS8 alo-reactivas y
APCs. Una activacion y maduracion correcta de las APCs y células T CD4 alo-
especificas es necesaria para la generacion de CTLs alo-especificas. HLA-G puede
actuar sobre las células T CD4 alo-especificas y APCs produciendo una inhibicion de

la alo-respuesta in vitro.

La inhibicién de la proliferacion de las células T CD4 por HLA-G1 ha sido
investigada en varios estudios (93;94) los cuales demostraron que células MHC 11
positivas transfectadas con HLA-G1 inhiben la proliferacion de éstas en un 80%
comparadas con células no transfectadas. Resultados similares se han observado
cuando células K562 (no expresan moléculas HLA) fueron transfectadas con HLA-
G1, o cuando HLA-G5 soluble estaba presente (94). Es importante resaltar que en
estos experimentos HLA-G puede unirse potencialmente a las células T CD4 (a través
de ILT2) asi como a las APCs (a través de ILT2 y/o ILT4). Por lo tanto es dificil
determinar como actia HLA-G, en células T CD4 y las previene de ser activadas,
sobre las APCs previniendo su completa maduracion y una correcta estimulacion de

células T CD4, o en ambas poblaciones de células.

La cuestion sobre si HLA-G tiene un efecto directo en las células T CD4 no
esta todavia resuelto, pero recientes trabajos han dado algo de Iuz sobre los efectos de
HLA-G en APCs. Uniéndose al receptor murino PIR-B, HLA-G induce un defecto en
la maduracion de las células dendriticas in vivo en ratones HLA-G transgénicos

(88;82). Este efecto funcional sobre las APCs ha sido observado también en el estudio
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de Ristich et al (95) el cual muestra que una sobreexpresion de ILT-4 en APCs no
induce proliferacion de células T CD4 alo-especificas. Si observamos los datos de
estos dos grupos, juntos en un sistema humano, parece que si HLA-G se une a su
receptor en células dendriticas ILT-4, podria ser capaz de prevenir una maduracion
funcional de las APCs y la generacion de una respuesta alogénica. Este mismo efecto
podria ser potenciado por el efecto directo de HLA-G en los linfocitos T. Por otro
lado, la inhibicién de la funcion NK por células xenogénicas transfectadas con HLA-
G esta bien documentada. Las células NK humanas son capaces de lisar dianas tanto
alogénicas como xenogénicas. Como HLA-G es una molécula HLA tipo I muy poco
polimérfica puede actuar como un ligando de los receptores inhibidores ILT2 y/o
KIR2DLA4 de células NK, y protegerlas de la lisis mediada por las células NK (Figura
1.7)

La transfeccion de ADNc o ADN genomico de HLA-G en PEC o en células
ovaricas de hamster chino (CHO) permiten un inhibicion desde parcial hasta completa
de la funcion citolitica de células policlonales NK humanas y de la mayoria de las
lineas celulares NK humanas (90;95-97). Fortaleciendo estos argumentos hay dos
estudios que muestran una correlacion entre los niveles de HLA-G1 en superficie de

células CEP y el alcance de la inhibicion funcional de las células NK (90;96).

En resumen, estos estudios muestran que HLA-G de membrana y soluble estan
expresadas en el contexto del alo-trasplante y son capaces de inhibir la funcioén
citolitica de las células NK, asi como la alo-respuesta de células T CD4 y CD8
(Figura 1.7). Sin poder excluir el posible efecto que HLA-G puede tener sobre los
linfocitos B, en este sentido se ha publicado recientemente un trabajo que indica una
menor presencia de anticuerpos citotoxicos en individuos trasplantados de rifion (98)
esta asociada a la presencia de HLA-GS5 en suero. Lo que no se conoce es ¢l efecto de
HLA-G funcionalmente mas importante, pero el hecho de que inmunizacién in vivo
con HLA-G prolonga la supervivencia de injertos en ratones es en si bastante

prometedor.
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I HIPOTESIS Y JUSTIFICACION DEL TRABAJO

2.1 HIPOTESIS DE TRABAJO

El trasplante de corazdn ortopico es un excelente modelo para el estudio de la
induccién o ruptura de la tolerancia especifica frente a la estimulacion alogénica,
puesto que la alta presencia de episodios de rechazo agudo durante el primer afio, asi
como la incidencia de rechazo cronico, indican que las caracteristicas inmunoldgicas
de este son fundamentales para el desarrollo normal del injerto. De hecho, aunque se
ha descrito la presencia de la molécula HLA-G en individuos trasplantados de
corazon, en la actualidad no se conoce claramente el papel de la molécula HLA-G en
este tipo de trasplante, esto hace muy interesante profundizar en el conocimiento y la

funcion de ésta molécula de histocompatibilidad en este tipo de trasplante.

En este sentido, seria de interés tener en cuenta dos aspectos principales, el
primero ver la relacion que tiene esta molécula durante el primer afio en la aparicién
de episodios de rechazo agudo y en segundo lugar que papel juega el tratamiento
inmunosupresor que estan recibiendo estos pacientes en la expresion de dicha
molécula. Por tanto y bajo éstas premisas, nos planteamos las siguientes hipotesis de

trabajo:

1. Si existe relacion entre la presencia de ésta molécula, tanto en su

forma soluble como de membrana, y una mejor o peor aceptacion del injerto.

2. Si variaciones en la expresion de HLA-G, especialmente en suero y
biopsias de miocardio afectan a una mayor incidencia de episodios de rechazo

agudo en individuos trasplantados de corazon.
3. Si el tratamiento inmunosupresor gque estan recibiendo estos pacientes
estd modulando la expresion de HLA-G en los pacientes trasplantados de

corazén
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2.2 JUSTIFICACION DEL TRABAJO

La respuesta inmune de un paciente receptor de un corazén alogénico es
dependiente de la respuesta de células T. Esta dirigida parcialmente en el contexto de
presentacion alogénica del antigeno a células T y puede derivar en apoptosis, anergia,
0 activacion completa. El desarrollo de los inmunosupresores actuales actia
inhibiendo los diferentes pasos de las rutas de activacion de las células T. Aunque el
tratamiento para los episodios de rechazo agudo temprano esta teniendo resultados
bastante satisfactorios, no estd exento de importantes efectos perjudiciales, entre los
gue se pueden destacar infecciones, nefrotoxicidad asi como el desarrollo de
neoplasias. Los farmacos méas recientes (El receptor antagonista de la IL-2,
micofenolato mofetil, rapamicina, inhibidores de la calcineurina) se han introducido
en un intento de reducir o eliminar estos efectos no deseados. La induccion de
tolerancia hacia el injerto y un periodo de supervivencia a largo plazo libre de
inmunosupresores es el objetivo principal de los inmunélogos dedicados al trasplante
de 6rganos solidos.

Los mecanismos descritos para HLA-G incluyen tolerancia inmunolégica
inhibicion de la respuesta alogénica y redireccion inmunoldgica. Aungue gran
cantidad de métodos de induccion de tolerancia se han probado experimentalmente,
ninguno de ellos ha probado una induccién de tolerancia capaz de aplicarse en la
rutina clinica. La inmunosupresion sigue siendo la piedra angular del éxito de los
trasplantes de 6rganos, hasta que se ponga en marcha un método fiable para inducir
tolerancia especifica en los individuos receptores o al menos un método para medir la
tolerancia potencial de un paciente trasplantado. Esto nos permitiria reajustar la
terapia inmunosupresora individualmente y en muchos pacientes nos permitiria
reducirla de manera significativa lo cual reduciria enormemente los efectos no
deseados de la terapia inmunosupresora.

En resumen, la profundizacién sobre los mecanismos de tolerancia especifica,
la expresion de moléculas con funciones tolerogénicas asi como de las células con
capacidad de controlar la respuesta alogénica, abre nuevas vias para la

individualizacion de la terapia inmunosupresora en los pacientes trasplantados de
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corazén. Esto permitird en un futuro cercano, junto con la mejora de los farmacos
actuales, una reduccidon considerable de los efectos adversos de la terapia
inmunosupresora, con la consiguiente mejora en la calidad de vida de los pacientes

trasplantados de corazon.
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Objetivos

Il OBJETIVOS

Para tratar de demostrar las hipotesis formuladas, se propone los siguientes

objetivos concretos:

1. Analizar la expresion de HLA-G en biopsias de miocardio de

individuos trasplantados de corazon durante el primer afio post-trasplante

2. Cuantificar los niveles de HLA-G soluble durante el primer afio post

trasplante.

3. Valorar si la presencia de HLA-G tanto en biopsia como en suero

puede tener implicacion en la buena o mala aceptacion del injerto.

4. Valorar si las posibles variaciones en los niveles de HLA-G de un

mismo paciente pueden tener una relacién con el desarrollo del injerto.

5. Relacionar los niveles de HLA-G soluble con el tratamiento
inmunosupresor que estan recibiendo estos pacientes en el primer mes post-

trasplante

6. Analizar el polimorfismo de insercion /deleccién de las 14 pb del
extremo 3’UTR del exdn 8 del gen HLA-G en pacientes con trasplante cardiaco
en el periodo previo al trasplante (pre-trasplante) y posterior al mismo durante

el primer mes (post-trasplante), tras instaurarse la inmunosupresion

7. Determinar si las frecuencias de los genotipos HLA-G estan en

equilibrio Hardy-Weinberg
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8. Determinar el papel que ejerce la presencia o ausencia de las 14 —bp
en el trasplante cardiaco, en relacion con el rechazo y con la inmunosupresion

(Ciclosporina).
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IV MATERIAL Y METODOS

4.1 METODO Y GRUPOS DE ESTUDIO

Se seleccionaron pacientes con trasplantes ortopicos de corazén realizados en
el Hospital Universitario Reina Sofia de Cérdoba (n=55) y del Hospital Universitario
Virgen de la Arrixaca de Murcia (n=19), durante su primer afio post-trasplante. A lo
largo del estudio, se revisaron las historias clinicas de cada uno de los trasplantados
de corazon, recogiendo de ellas la siguiente informacion: Edad, causa del trasplante,
presencia 0 no de rechazo agudo, tratamiento inmunosupresor que reciben. Los
individuos trasplantados de corazon tenian una media de edad de 49+23.3 (rango de
16 a 64 afios) y el 67.34% eran de sexo masculino, mientras que solo el 32,68%
fueron de sexo femenino. Las causas del trasplante fueron: Cardiomiopatia Isquémica
en el 37.3% de los pacientes; Cardiomiopatia dilatada en el 23.5% de los pacientes;
Cardiomiopatia ideopatica en el 18.6% de los pacientes; Cardiomiopatia congénita en

el 13.7% de los pacientes; Otras en el 6.9% de los pacientes.

Ademés se seleccionaron individuos sanos al azar voluntarios no relacionados como
poblacidn control para los niveles de expresion de HLA-G soluble en sangre.
En funcién de la aparicion de, al menos un episodio de rechazo agudo en el

periodo de seguimiento, los pacientes se clasificaron en dos grupos:

- Grupo A: Pacientes que no presentaron episodios de rechazo agudo severo
recurrente
- Grupo B: Pacientes que presentan episodios de rechazo agudo severo

recurrente
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4.2 TERAPIAS INMUNOSUPRESORAS Y ANTIRRECHAZO

La terapia inmunosupresora utilizada habitualmente en los protocolos de
trasplante cardiaco es un régimen farmacologico triple a base de ciclosporina (CsA) o
tacrolimus (FK506), metilprednisona (MP) y micofenolato mofetil (MMF). La
ciclosporina comienza con una dosis de 4 mg/kg/dia (administrada en dos dosis), en
las primeras 24h después del trasplante, después la dosis se ajusta para mantener los
niveles de C, (antes de la dosis diaria de inmunosupresion) en: Durante el primer mes
200-400ng/ml; 4-6 meses 150-250ng/ml; 6-12 meses 100-200 ng/ml. Los niveles de
ciclosporina en sangre se cuantificaron usando FPIA (Fluorescente Polarization
Immunoassay, Axsym). La inmunosupresion adicional consistio en corticoides:
Metilprednisona 500 mg IV intra-operatoria, 125 mg por 3 dosis 1V en el dia 1,
seguido por Deflazacort oral en el orden de 0.2-0.3 mg/kg/dia durante un mes, 0.15-
0.20 mg/kg/dia los tres siguientes meses, 0.1-0.2 mg/kg/dia a partir de los meses, y
0.05mg/kg/dia posteriormente; EI MMF comienza con una dosis de 1g b.i.d y se
ajustara de acuerdo con el rango terapéutico del acido micofendlico (MPA): 2.5-4.5
ug/ml. Los niveles MPA se medirdn por EMIT  (Homogeneous enzyme
immunoassay). El tacrolimus se administrd en una dosis de 0.3 mg/kg/dia en los dias
1-3 post trasplante en dos dosis con el objetivo de alcanzar unos niveles en sangre de
FK506 de 10-20ng/ml.

4.3 METODO DE DIAGNOSTICO DE RECHAZO AGUDO

El diagnostico de rechazo agudo se establecié por el servicio de anatomia
patoldgica, y se basd en criterios convencionales clinicos, y anatomopatoldgicos. El
examen histopatolégico para el diagndstico del rechazo agudo post-trasplante
cardiaco requiere la evaluacion de dos criterios fundamentales: infiltrado inflamatorio
y alteraciones de las fibras miocéardicas. La descripcién patolégica y la clasificacion

de la severidad del rechazo vienen clasificados segun los criterios internacionalmente
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aceptados de la ISHLT (Internacional Society of Heart and Lung Transplantation)
[99].
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4.4 TECNICA DE INMUNOHISTOQUIMICA PARA EL ESTUDIO DE
LA EXPRESION DE HLA-G EN MIOCARDIOCITOS

Material en parafina

Se obtuvieron secciones de 3-4 micras mediante micrétomo rotatorio
convencional, montandose sobre portaobjetos con adhesivo celular. Se secaron a
temperatura ambiente durante una hora y después se depositaron en una estufa a 37°
C, para favorecer la adherencia de la seccion. No usandose temperaturas mayores

para evitar dafios antigénicos.

Anticuerpos.

Se utilizaron los anticuerpos monoclonales anti-HLA-G humana MEM-G/01
(Exbio, Praga. R. Checa) y 4H84 (Cedido por el Dr. Carosella) los cuales reconocen
todas las isoformas desnaturalizadas de HLA-G. El anticuerpo 5A6G7 (Exbio, Praga.

R. Checa) que reconoce las isoformas solubles HLA-G5 y HLA-G6.

Buffers Usados

Se utilizaron como buffers o tampones, el fosfato salino tamponado
(Phosphate Buffered Saline: PBS), 0.01M, a pH 7.2 y se prepara como sigue: a un
litro de agua destilada se afiade 1.48g de fosfato sodico dibasico anhidro, 0.43g de
fosfato potasico mono basico anhidro y 7.2g de cloruro sédico. Tras cada nuevo
elemento afiadido se agitara la disolucién para que no quede poso. Una vez preparado
se comprobara el pH mediante pHmetro convencional, ajustandolo si fuese necesario.
La solucion se guardard a 4° C.

Tampon citrato para la recuperacion antigénica. Se utilizo el de la casa DAKO
(DakoCytomation Target Retrieval Solution, Citrate pH 6. S 2369)
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Técnica de inmunotincion

Se utilizdé el método avidina-biotina-peroxidasa mediante al Kit para

inmunomarcaje de Immunotech (HRP 2391. Marseille, Francia)

Realizacion de la técnica:

e Se secaran las secciones de la estufa y se dejan a temperatura ambiente asi
como en el resto de material que vamos a utilizar.

o Desparafinar, en dos cubas con xilol las secciones son introducidas 10
minutos en cada una.

o Hidratacién en alcohol etilico decreciente (absoluto, 90° ,70 ° y 50°) 10
minutos para cada paso.

e Las muestras se calentaran en una olla a presion con tampdn citrato.

e Se dibujara sobre el porta y alrededor de la seccidn un circulo mediante el
lapiz hidréfobo (Dako, Glostrup, Dinamarca; S-2002) que da una lamina de
un polimero pléstico hidrofobo, que evita el desparramamiento de las
soluciones por el porta, asegurando una cantidad adecuada y uniforme de
reactivo sobre la seccion.

e Inhibicion de la peroxidasa enddgena con H,O, al 3%, durante 5 minutos.
Esta solucién debera prepararse en el acto.

e Lavaremos en PBS, 5 minutos.

e Incubaremos con el anticuerpo primario adecuadamente diluido (1/1000)
durante una hora a temperatura ambiente.

e Lavaremos tres veces con PBS, 5 minutos cada repeticion.

e Incubacidn con anticuerpo anti-raton biotinilado del kit comercial HRP 2391;
Immunotech, Marsella. Francia) durante 10 minutos a temperatura ambiente.

e Lavaremos tres veces con PBS, 5 minutos cada repeticion.
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e Incubacién con complejo avidina-biotina-peroxidasa durante 10 minutos a

temperatura ambiente.

e Lavaremos tres veces con PBS, 5 minutos cada repeticion.

e Incubacién con la solucién cromdgena del kit , durante 8 minutos a
temperatura ambiente , recién preparada.

e Lavado en agua corriente, 5 minutos.

e Contratincion nuclear con hematoxilina convencional. Aproximadamente 2
minutos.

e Lavado abundante con agua destilada.

e Secamos con papel absorbente los excesos de agua.

e Montaje permanente con gel fijador (Glicergel, Dako, Dinamarca).

e Colocaremos un cubre y depositaremos en oscuridad hasta que la seccion se

fije.

Valoracién de las tinciones

La cuantificaciébn de marcaje se ha realizado mediante el software WCIF

ImageJ (Western Research Institute. Toronto. Canadd)
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Controles de las técnicas

A) Control negativo
Su funcidn es detectar alteraciones del tejido en estudio que produzcan tinciones
inespecificas o bien alteraciones en el sistema de deteccién (anticuerpo, complejo
del sistema de deteccidn, cromdgeno)
Para ello se usaron secciones de tejidos conocidamente negativos que fueron
inmunotefiidos de forma similar a las secciones de estudio, no debiéndose obtener

tincion si la técnica esta bien hecha.
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B) Control positivo
Su funcién es chequear el adecuado comportamiento del anticuerpo usado y
secundariamente del sistema de deteccidn.
Para ello utilizaremos secciones de trofoblasto materno donde ha sido

ampliamente descrita la presencia de HLA-G1 (100).
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45 TECNICA DE ELISA (ENZIME LINKED
IMMUNOABSORBENT ASSAY) PARA EL ESTUDIO DE LAS
ISOFORMAS SOLUBLES SHLA-G1+HLA-G5 Y sHLA-I TOTAL EN
PLASMA.

Muestras de plasma

La sangre total se recogio en tubos EDTA, el plasma se obtuvo centrifugando a
1700 rpm la sangre total quedandonos con la parte soluble de la sangre total. Esta se

almacenard en tubos Eppendorf y se congelara a -20°C hasta su posterior analisis.

Cuantificacion de SHLA-G1 y HLA-G5 en plasma

La cuantificacion se llevo a cabo mediante el Kit de sHLA-G de Exbio (Cat.
RD194070100, Exbio, Praga), todos los componentes necesarios para la realizacion
del ELISA vienen suministrados en este Kit. Previamente se prepar6 la solucién de
lavado que se hace como sigue: Se diluye 100 ml de la solucién de lavado del Kit
SHLA-G (Exbio) con 400 ml de agua deionizada y destilada.

Por otra parte se ha de reconstituir la proteina estandar sHLA-G (Exbio) con
0.2 ml de agua destilada y deionizada, La concentracion de HLA-Gs resultante es de
1000 Unid/ml (solucion stock). Para la preparacion de la curva estandar realizamos

diluciones seriadas de la solucion stock:

Volumen del estindar ~ Tampon de dilucion Concentracion del estandar
Solucion stock estandar 1000 Unid/ml
100 pl de Solucion stock estandar 400 pl 200 Unid/ml
100 pl of est. 200 Unid/ml 100 pl 100 Unid/ml
100 pl of est. 100 Unid/ml 100 pl 50 Unid/ml
100 pl of est. 50 Unid/ml 100 pl 25 Unid/ml
100 pl of est. 25 Unid/ml 100 pl 12.5 Unid/ml
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100 pl of est. 12.5 Unid/ml 100 pl 6.25 Unid/ml
100 pl of est. 6.25 Unid/ml 100 pl 3.125 Unid/ml

Realizacion de la técnica

1) Pipetear 50 pl del tampdn de dilucidn en los pocillos.

2) Pipetear 50 pl de las muestras y de los estandares en duplicado. En los
pocillos apropiados.

3) Incubar la placa a temperatura ambiente (24°C) durante 1 hora, en un
agitador de microplacas.

4) Lavar los pocillos 3 veces con solucién de lavado (0.35 ml por pocillo).

5) Anadir 10 pl de la solucién conjugada.

6) Incubar la placa a temperatura ambiente (24°C) durante una hora en un
agitador de microplacas.

7) Lavar los pocillos 3 veces con solucidn de lavado (0.35 ml por pocillo).

8) Afiadir 100 pl de la solucién sustrato. (No colocar la placa en exposicion
directa a la luz solar). Se cubrird con papel de aluminio.

9) Incubar 20 minutos a temperatura ambiente.

10) Afadir 100 pl de la solucion de parada.

11) Determinar la absorbancia de la placa a 450nm. (La Absorbancia se debe

leer en menos de cinco minutos después del paso 10).

Cuantificacion de sHLA-I total en plasma

Las moléculas solubles HLA de tipo | totales se cuantificaron utilizando el
anticuerpo monoclonal W6/32 (8 pg/ml) como anticuerpo de captura. Como
muestras estandar se utiliz6 muestras de suero de nuestro laboratorio para

calibrar y calcular los datos de densidad Optica

Realizacion de la técnica
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1) Preparacion del tampon carbonato a pH=9,5 Na,CO32H,0 + NaHCO; +
NaN;

2) Tapizado de la placa con el anticuerpo W6/32 diluido 1/400 en el tampon
carbonato.

3) Incubar la placa a 4° C overnight.

4) Afnadir BSA (2-3%) e incubar durante 1 hora a 37° C en agitador de placas.
5) Lavar los pocillos 3 veces con solucion de lavado (0.35 ml por pocillo).

6) Afadir las muestras de plasma (100u) Incubar la placa a temperatura
ambiente (24°C) durante una hora en un agitador de microplacas.

7) Lavar los pocillos 3 veces con solucion de lavado (0.35 ml por pocillo).

8) Afadir Ac 2° conejo anti- B2-microglobulina humana e incubar durante 1
hora a temperatura ambiente en agitacion.

9) Lavar los pocillos 3 veces con solucion de lavado (0.35 ml por pocillo).

10) Incubar 30 minutos con el amplificador DAKO Envision System HRP
rabbit

11) Lavar los pocillos 3 veces con solucion de lavado (0.35 ml por pocillo).

12) Revelamos con sustrato cromdgeno orthofenilenediamina (Sigma, St
Louis, MO, USA) y 8ul H,O, 30%, durante 20 minutos en la oscuridad.

13) Afiadir solucion de Parada H,SO, 3M

14) Determinar la absorbancia de la placa a 492 nm.
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4.6 ESTUDIO DEL POLIMORFISMO DE HLA-G

Estudiamos el polimorfismo de la insercién/deleccion de los 14 pares de bases
(14pb) que se sitta en el exdn 8 del gen HLA-G. Para ello se extrajo el ADN de los
pacientes trasplantados a los que se les habia determinado previamente la expresion
de HLA-G en sangre, El Kit que se utilizé para la extraccién fué Plasma Nucleospin
Blood (Macheray-Nagel.Dttren, Alemania). Mediante PCR se realiz6 la amplificacion
de ese fragmento (14pb) de ADN. Los cebadores utilizados fueron los siguientes:
RHG4 5’-GGAAGGAATGCAGTTCAGCATGA y GE14HLAG 5’-
GTGATGGGCTGTTTAAAGTGTCACC (101) y se generaron los fragmentos de
ADN de 224 pb (insercion) o 210 pb (deleccién). Las condiciones de la PCR fueron:
desnaturalizacion inicial a 92°C durante 5 minutos, 30 ciclos de 92°C durante 30
segundos, 64°C durante 1 minuto y 72°C durante 2 minutos y para finalizar un paso
final de elongacion a 72°C durante 10 minutos. Se amplificaron 100 ng de ADN
gendmico en 25ul que contenian dNTPs 0,2mM, MgCl, 1,5mM, cebadores a una
concentracién de 10pmol cada uno y 1 U de Taq polimerasa. Los productos
resultantes de la PCR fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa al 4%

teflido con bromuro de etidio.
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ESTUDIO ESTADISTICO

Los analisis estadisticos se realizaron mediante SPSS version 12.0 software y
JMP IN Statistical software package (4.0.2. SAS Institute, Cary, NC, USA) para
entorno Windows. Se utiliz6 el test Kolmogorov-Smirnov para comprobar la
normalidad de las variables. En el caso de variables con distribucion normal se
compararon mediante el test T de Student cuando estaban reunidas en dos grupos, en
el caso de mas de dos grupos se utilizd el test ANOVA paramétrico. Cuando las
muestras no presentaron una distribucion normal, las comparaciones se realizaron
mediante el test no paramétrico Mann-Whitney para dos grupos, si fue entre méas
grupos se utilizé el test Kruskal-Wallis. Si el test ANOVA result6 significativo. Los

valores de P < 0.05 se consideraron significativos.
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\ RESULTADOS

5.1 ESTUDIO DE LOS NIVELES DE HLA-G5 Y SHLA-G1 EN PACIENTES
TRASPLANTADOS DE CORAZON

5.1.1 Niveles de sHLA-G previos al trasplante y su relacién con el

rechazo agudo

Al analizar los niveles de HLA-G5+sHLA-G1 previos al trasplante se
observé que habia una gran variabilidad en los valores para HLA-G5+sHLA-G1 en
los pacientes estudiados (n=47), con un rango que oscila entre 2.45 y 141.4 ng/ml.
Interesantemente, cuando se analizo la relacion entre los niveles de HLA-G5 y sHLA-
Gl y los episodios de rechazo agudo sufridos por estos pacientes durante el primer
afio post-trasplante, encontramos que los pacientes que padecieron episodios de
rechazo agudo recurrentes durante el primer afio post-trasplante mostraban niveles
significativamente mas bajos de HLA-G5+sHLA-G1 (p=0.0041) en comparacion con
los que no sufrieron episodios de rechazo agudo recurrente (13.4+6.9 ng/ml vs.

36.37+33.2 ng/ml) (Figura 5.1).
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FIGURA 5.1: Niveles de sHLA-G pre-trasplante y rechazo. Los niveles pre-trasplante de
HLA-G5+sHLAGL1 en plasma (n=47) fueron cuantificados mediante la técnica de ELISA.
Cada punto representa un valor individual de HLA-G soluble, y la media esta representada con

una linea.

5.1.2 Niveles de HLA-G5 y sHLA-G1 durante el primer afio post-

trasplante.

Para el estudio de los niveles de HLA-G5 y sHLA-G1 durante el primer afio post-
trasplante se analizaron los plasmas de pacientes trasplantados de corazén mediante
ELISA en varios puntos a lo largo del primer afio tras el trasplante. Las muestras
tomadas fueron: Previa al trasplante, una semana post-trasplante, tres semanas post-
trasplante, 9 meses tras el trasplante y 1 afio después del trasplante. Los niveles
observados revelaron la existencia de una gran variabilidad de las isoformas solubles
HLA-G5 y sHLA-G1 en los pacientes trasplantados de corazén. Podemos distinguir
dos grupos diferentes de pacientes de acuerdo con los niveles de HLA-G soluble que

presentaron (Tabla 5.1).
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TABLA 5.1: Niveles de HLA-G5+sHLA-G1 (ng/ml) en plasma de pacientes trasplantados de corazén

Semanas post-trasplante Intensidad
Pacientes pre-transplante rechazo**
3t 36° 70°
A T2 58.0 152.9 12.0 - 8.4 severo
T3 10.0 57.4 172.6 - 14.0 no
T6 27.9 117.0 58.0 - 16.0 no
T7 115 224.7 27.92 - 114 no
T9 10.6 125.7 41.7 - 9.3 no
T4  88.3 56.8 43.6 8.0 - débil
T18  23.8 81.7 62.4 17.4 - débil
T20 26.8 87.7 27.5 17.1 - débil
T40 782 72.75 30.1 24.8 - no
media + SD 37.23+30.0 108.5+54.2* 52.9+47.6* 16.846.8 11.843.1
B Tl 14.3 19.0 14.8 - 17.1 no
T4 21.3 27.1 19.8 9.8 - Sev rec
T5 10.0 9.0 9.6 - 8.9 déhil
T8 15.6 8.3 8.0 - 8.2 no
T10 192 18.0 17.0 14.0 - Sev rec
T11 10.8 28.0 15.9 184 - Sev rec
T13 123 20.8 22.0 14.24 - sev rec
T19 194 21.7 20.2 18.8 - débil
T38 1.2 2.3 2.9 35 - Sev rec
T39 164 9.4 1.35 - 15.74 no
media £ SD 1445.8 17.148.6 13.247.6 13.145.7 12.48+4.5

Individuos sanos: 50.18+39.56

Los pacientes se reagruparon en pacientes con altos niveles de HLA-G soluble (A>50 ng/ml) y
pacientes con niveles bajos (B, < 30ng/ml); * P<0.05 (Kruskal-Wallis test). ** Débil, rechazo
menor de 3A; Severo, 3A; Sev rec, episodios de 3A recurrentes.
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FIGURA 5.2. Niveles de sHLA-G post-trasplante. La deteccion de las isoformas solubles
de HLA-G se realizd mediante ELISA, en plasma de individuos trasplantados de corazon.
Podemos distinguir los dos grupos de pacientes, el grupo B con niveles de sHLA-G
inferiores a 30 ng/ml durante todo el estudio, y el grupo A en el cual, los pacientes
presentaron niveles mas altos de 50ng/ml durante el periodo de estudio tras el trasplante.

En el grupo A hemos incluido los pacientes con niveles de SHLA-G superiores a 50
ng/ml en cualquiera de los tiempos post-trasplante estudiados, y en el grupo B se

incluyeron los pacientes que no superaron en ningun punto del estudio los 30 ng/ml.

Los pacientes incluidos en el Grupo A mostraron un incremento significativo
(p<0.001) de los niveles de sHLA-G1+HLA-G5 durante el primer mes post-
trasplante, que gradualmente se reduce hasta alcanzar los niveles encontrados previos
al trasplante, por otra parte los pacientes del grupo B mantuvieron los niveles de
HLA-G5+sHLA-G1 bajos (0-30 ng/ml) y estables durante todo el periodo de estudio
(Figura 5.2). Entre los dos grupos de pacientes A y B (tabla 5.1) se observaron
diferencias significativas de niveles de sHLA-G en los valores pre-trasplante (p=
0,0281315), durante la primera semana post-trasplante (p= 0,0000571963) y en la
tercera semana post trasplante (p= 0,0182675).

En vista de los resultados obtenidos, se decidi6 analizar en un nuevo grupo de

pacientes, el periodo de tiempo que va desde la operacion del trasplante hasta las tres
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semanas post-trasplante, ya que es el periodo de tiempo donde se observo los cambios

de sHLA-G més importantes. Curiosamente lo que se encontrd es que los niveles de

SHLA-G se incrementan rapidamente en la primera semana post-trasplante y caen al

poco tiempo a niveles méas bajos. (Figura 5.3).
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FIGURA 5.3: Deteccion de las isoformas sHLA-G1 y HLA-G5 mediante ELISA en pacientes

trasplantados de corazon durante las tres primeras semanas post-trasplante y el dia previo al

trasplante (pre).
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5.1.3 Niveles de HLA-G5 y sHLA-G1 post trasplante y relacién con los

episodios de rechazo agudo

La gran variabilidad en los niveles de sHLA-G observados entre los distintos
pacientes estudiados, y el hecho de que sSHLA-G tenga unas caracteristicas
tolerogénicas nos obligd a relacionar los datos obtenidos con los episodios de rechazo
agudo que presentaron estos pacientes durante el primer afio post-trasplante. Al
analizar los datos conjuntos de los pacientes, se encontré que el 41.6% de los
pacientes incluidos en el grupo B, es decir, los pacientes con niveles de sHLA-G
bajos durante todo el periodo de estudio presentaron episodios de rechazo agudo
severo recurrente (varios episodios de grado 3A), mientras que el 20.8% presentaron
rechazos severos (3A) y solo el 37.6% tuvieron ausencia de rechazo en el periodo de
tiempo estudiado. En el grupo A, solo el 4.78% de los pacientes presentaron episodios
de rechazo agudo severo recurrentes, el 66.6% de los pacientes estuvieron libres de
rechazo y el 28.6% de los pacientes presentaron un episodio de rechazo agudo severo
(tabla 5.2).

Tabla 5.2 : Grupos de Pacientes segn niveles de sHLA-G y episodios de rechazo agudo

Grupo de n Rechazo Rechazo No SHLA-G *
Pacientes Sev Rec Severo rechazo
A 21 1 6 14 75.85+£51.2
ng/ml
B 24 10 5 9 14.89+7.3
ng/ml

Grupo A, pacientes con niveles > 30 ng/ml durante el primer mes; Grupo B, pacientes con
niveles < 30 ng/ml durante el primer post-trasplante; * Valores medios de sHLA-G durante la
primera semana. P< 0.05 significativa entre ambos grupos
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5.2 ESTUDIO DE LOS NIVELES DE HLA-G5 Y sHLA-G1 Y RELACION
CON EL TRATAMIENTO INMUNOSUPRESOR

5.2.1 Niveles de sHLA-G1 +HLAGS tras la administracion de la triple terapia

durante el primer post-trasplante

El hecho de observar niveles de sHLA-G elevados en los primeros dias post-
trasplante, nos planted la cuestion de estudiar si las altas dosis de tratamiento
inmunosupresor que reciben estos pacientes podrian estar afectando a la expresion de
esta molécula en plasma de individuos trasplantados de corazén en el periodo critico
del primer mes después del trasplante. Para este propdsito se analizaron los niveles de
SHLA-G (HLA-G5+sHLA-G1) justo antes de la administracion diaria de los farmacos
inmunosupresores (CO) y 2 horas después de ésta dosis (C2), en la primera semana
post-trasplante. Estos tiempos son los que se utilizan para estudiar la farmacocinética
de absorcion de la CsA y es el momento donde ejerce su mayor efecto
inmunosupresor. Se observo un incremento significativo (p= 0.008) de los niveles de
SHLA-G a las dos horas de recibir el tratamiento inmunosupresor en el 60% de los
pacientes trasplantados estudiados (C2) (Figura 5.4). Se realiz6 un seguimiento a los
pacientes que presentaban un incremento de SHLA-G a las dos horas de administrarle
la dosis diaria de inmunosupresores y se observo que este incremento se repetia en

diferentes dias, en los primeros meses tras el trasplante (figura 5.5).
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FIGURA 5.4. Efecto del tratamiento inmunosupresor sobre los niveles de plasma de SHLA-G.
Se observé un incremento significativo de los niveles de sHLA-G a las 2 horas de
administrarle la dosis diaria de inmunosupresores (C2) comparado con los niveles observados
en pre-dosis (C0) (p<0.01, Student’s -test).

En un nuevo grupo de pacientes (n=12) se analizaron los niveles de SHLA-G
durante un periodo de 12 h, desde la administracién de la primera dosis diaria de
inmunosupresores hasta el momento de la 22 dosis diaria de inmunosupresores, se
encontraron dos tipos de pacientes en relacién a los cambios observados en los
niveles de sHLA-G en respuesta al tratamiento inmunosupresor. Un primer grupo
(grupo A) mostraba niveles bajos y estables (Figura. 6A) en el cual no se observaron
cambios durante el periodo de doce horas tras la dosis de inmunosupresores, mientras
que en el otro grupo (grupo B) present6 un incremento de los niveles de SHLA-G, el
cual aumenté como minimo el doble del nivel inicial en el intervalo de tiempo que va
desde las 2h a 4h post dosis (al igual que habiamos observado anteriormente a las dos
horas), para después caer a los niveles iniciales a las 10 horas post-dosis (Figura
5.6B)
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FIGURA 5.5: Niveles de SHLA-G (HLA-G5+sHLA-G1) en diferentes dias post-trasplante, en
dos pacientes tipo en los tiempos Co y C2; Co, nivel de SHLA-G antes de administrarle la
dosis diaria de inmunosupresores; C2, dos horas tras la administracion de la dosis diaria.

Curiosamente, ninguno de los pacientes del grupo B presentd episodios de

rechazo agudo recurrente, mientras que el 42.8% de los pacientes del grupo A (Tabla

5.3), presentd episodios de rechazo agudo recurrente durante el primer afio post-

trasplante, al igual que habiamos observado en el grupo de pacientes donde se estudio

los niveles de SHLA-G después del trasplante y presentaron niveles altos durante el

primer mes post-trasplante.
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FIGURA 5.6. Niveles en plasma de sHLA-G cuantificados mediante ELISA después de la
dosis diaria de inmunosupresores. Cada paciente esta representado por una linea. Dos grupos
de pacientes se pueden distinguir en relacion a sus niveles de sHLA-G; Grupo A, en donde no
se observan cambios (Figura. 5.6 A) y grupo B, en el cual se observa un incremento de sSHLA-
G (Figura. 5.6B).

Debido a que no conocemos la causa de este incremento de sHLA-G
observado después de la administracion de la dosis de inmunosupresores, se
analizaron los niveles de CsA en sangre durante este periodo de tiempo y no se
observaron diferencias significativas en la media de absorcién de CsA entre los dos
grupos A (AUC=5739 ng h/ml) y B (AUC=6698 ng h/ml), aungue el pico de SHLA-G
observado en el grupo B de pacientes (Figura 5.6B) se solapa (en tiempo) con las
maximas concentraciones en sangre de CsA. Tampoco, se encontrd ninguna relacion
entre los niveles de sHLA-G y el ratio de aclaramiento del farmaco ni su
concentracion méaxima (Tabla 5.3) Debido a la absorciéon erratica del MMF no

podemos obtener ninguna conclusion sobre su efecto en los niveles de SHLA-G.
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TABLA 5.3: Perfil farmacoldgico, y episodios de rechazo agudo en los pacientes trasplantados

de corazdn estudiados durante el periodo de 12h tras la dosis diaria de inmunosupresores

Pacientes AUC Ratio Cmax SHLA-G Rechazo
CsA aclaramiento CsA (ng/ml) Agudo
Grupo
A T1 6325,2 24,035 1115 35 severo
T2 4778,3 31,392 1326 20.7 rec sev’
T3 7051,6 24,817 1188 68.9 no
T4 5078,81 29,535 1128 8.6 rec sev’
T5 4375,86 42,773 995 100.1 no
T9 5764,22 30,307 1115 12.3 no
T10 6801,6 18,378 1485 35 rec sev’
mediatSD 5739+1033 28.78+7.6 1193+162 31.1+38
Grupo
B T6 (FK506)* 83,42 35,960 13.1 80.3 no
T7 2492,71 30,088 1203 59.6 no
T8 7044.,8 35,487 1077 39.74 no
T11 -- - - 52.3 no
T12 10557,41 21.310 1841 142.4 severo

MediatSD  6698+4011** 28.9+7.1**  1373+409** 74.8+40.56

Pacientes no respondedores (grupo A) y respondedores (grupo B) incrementando los niveles de SHLA-G
después de la dosis de terapia inmunosupresora. AUC, ng_h/ml. Ratio de aclaramiento, L/h. Cmax, pico
méaximo de concentracion de CsA (ng/ml) y FK506 (ug/ml). Niveles de SHLA-G un dia antes del trasplante. *
Rechazo agudo severo (3A) recurrente. * FK506 como inhibidor de la calcineurina, sin CsA.** Media sin
tener en cuenta el valor del paciente T6
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5.2.2 Comparacion entre los niveles SHLA-I totales y SHLA-G tras la dosis

diaria de inmunosupresores en el primer mes post-trasplante.

En paralelo se analizaron los niveles de HLA-I soluble total en estos
pacientes y se observé que los niveles de HLA-I soluble total no cambiaron a las dos
horas de la administracion diaria de los farmacos inmunosupresores (Figura 5.7A).
Tampoco se encontrd correlacion entre los niveles obtenidos de SHLA-I y sSHLA-G

cuando fueron comparados (Figure 5.7B).
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FIGURA 5.7 (A) Niveles de HLA-I soluble total y SHLA-G cuantificados en plasma de
pacientes trasplantados de corazén a las 2 horas después de las dosis de inmunosupresores

(C2) y los valores predosis (C0). (B) Correlacion entre los niveles obtenidos de sHLA-I y
SHLA-G.
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5.3 EXPRESION DE HLA-G EN BIOPSIAS DE MIOCARDIO DE
CORAZONES TRASPLANTADOS DE CORAZON

53.1 Expresion y distribucion de HLA-G en miocardio de corazon

trasplantado

Mediante las técnicas de inmunohistoquimica empleadas, encontramos
una fuerte expresion de HLA-G en el tejido cardiaco correspondiente al trasplante en
comparacion con el control perteneciente a individuos no trasplantados, sin ninguna
patologia cardiaca diagnosticada, los cuales no presentaron expresion alguna de las
isoformas de HLA-G. Esta expresion fue validada mediante el uso de los anticuerpos
monoclonales MEM-G/01 y 4H84 (Figura 5.8).

FIGURA 5.8: HLA-G en biopsias de miocardio. a) Control positivo de la técnica, biopsia de
trofoblasto materno-fetal, expresion de HLA-G marcada con cromégeno DAB (di-
aminobenzidina); b) Biopsia de miocardio de corazon no trasplantado, ausencia de expresién
de HLA-G; c) Biopsia de corazén trasplantado, expresion de HLA-G marcada con cromégeno
DAB; d) Control de isotipo de la reaccién con anticuerpo monoclonal.
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FIGURA 5.9: Estudio por inmunohistoquimica de la distribucion de HLA-G e isoformas
detectadas en biopsias de miocardio de pacientes trasplantados de corazén; a) marcaje con
anti-HLA-G; b) marcaje con anti-miosina (solo presente en las células musculares); ¢ y d)
expresion de HLA-G en miocardiocitos y ausencia de expresién de HLA-G en células
infiltradas; €) marcaje con MEM-G/01 anticuerpo que reconoce todas las isoformas de HLA-G
y f) marcaje con el anticuerpo 5A6G7 que reconoce solo las isoformas solubles HLA-G5 y
HLA-G6.
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Se ha identificado el tipo celular que estd expresando HLA-G en el
miocardio, encontrando inmuno-reactividad sdlo en las células musculares cardiacas
(miocardiocitos) (Figuras 5.9a y 5.9b), que son las que van a expresar HLA-G, y no
encontramos expresion de HLA-G en las células infiltradas a nivel del miocardio
(Figura 5.9c y 5.9d). La expresion de HLA-G por parte de los miocardiocitos
corresponde a las formas unidas a membrana, puesto que no encontramos inmuno-
reactividad para las isoformas solubles de HLA-G con el anticuerpo 5A6G7
(reconoce HLA-G5 y G6) (Figura 5.9f), mientras que la misma biopsia si resultd
positiva para MEM-G/01 que reconoce todas las formas desnaturalizadas de HLA-G
(Figura 5.9¢).

5.3.2 Expresion de HLA-G de membrana y relacion con los episodios de

rechazo agudo

Se realiz6 un seguimiento de los pacientes durante un afio desde el momento
del trasplante, en el cual se suceden una serie de etapas en las que puede 0 no
aparecer diferentes grados de rechazo al trasplante. Asi, analizando las biopsias
mediante técnicas de inmunohistoquimica, hemos observado que existe una
correlacién entre grado de inmuno-reactividad para HLA-G (que se traduce en una
mayor expresion de ésta molécula) y el grado de rechazo al trasplante. En aquellas
biopsias que no presentaban signos de rechazo agudo (grado 0) observamos que
tenian un mayor nimero de miocardiocitos que estaban expresando HLA-G y una
mayor intensidad en la reaccion inmunohistoquimica, mientras que aquellas biopsias
analizadas con alto grado de rechazo, grado 3A, presentaban una débil inmuno-
reactividad y menor nimero de células musculares expresando HLA-G (figura
5.10). En nuestros resultados hemos encontrado una relacion inversa entre grado de
rechazo al trasplante y los niveles de expresion de HLA-G en el miocardio. El grado

de rechazo que presenta el paciente ha sido catalogado como grado 0 (no rechazo)
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1A, 1B, 3Ay 3By los niveles de expresion de HLA-G en las biopsias de miocardio,
mediante la presencia de inmuno-reaccion en el tejido (Figura 5.11).

FIGURA 5.10: Expresion de HLA-G en miocardiocitos mediante
inmunohistoquimica y rechazo agudo; a) Biopsia sin evidencia de rechazo; b) Biopsia
con evidencia de rechazo 1A; c¢) Biopsia con evidencia de rechazo grado 1B; d)
Biopsia con evidencia de rechazo severo 3A.

i 60- P<0.05

&= T 1

(-5 45 o ]

= 30- 8

7:)

2 15- 8 — 8

é 7 : o

: ; +

= 0

= 0 1A 1B 3A
Grado de rechazo

FIGURA 5.11: Porcentaje de Miocardiocitos que expresan HLA-G de membrana y
grado de rechazo que presentd la biopsia estudiada. Cada punto representa una
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biopsia y la linea representa la media del grupo. Se observaron diferencias
significativas (P<0.05) entre las biopsias con rechazo 3A y las que no evidenciaron
rechazo.

Para establecer mejor esta correlacion cuantificamos el grado o intensidad de
marcaje en la biopsia de miocardio mediante el programa de analisis de imagen
WCIF Imagel. Se establecié el porcentaje de area que ocupa dicho marcaje en el
miocardio asi como el grado de intensidad de marcaje. Para ello se seleccionaron 4
biopsias que correspondian a las 4 primeras semanas después del trasplante de 10
pacientes con ausencia de rechazo en los 6 meses posteriores al trasplante y 10
pacientes que presentaron episodios de rechazo agudo 3A en el mismo periodo de
tiempo (figura 5.12). Tal como aparece en la tabla, la mayor intensidad de marcaje

asi como la mayor extension corresponde a pacientes que no tenian rechazo.

% Expresion HLA-G en biopsia
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FIGURA 5.12: Expresion de HLA-G en biopsias de miocardio en pacientes libres de
episodios de rechazo agudo (no rechazo) y pacientes que presentaron uno o varios episodios
de rechazo agudo 3A (rechazo) durante el primer afio post-trasplante. (P=0.04 Kruskal-Wallis
Test).
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5.4 ESTUDIO DEL POLIMORFISMO 14-pb del GEN HLA-G

Dada la gran variabilidad individual observada en los niveles plasméticos de
SHLA-G en el pre-trasplante y después del trasplante durante el primer mes,
analizamos si existia alguna relacion entre dichos niveles plasmaticos de HLA-G y el

polimorfismo de insercion/delecién de 14-pb del gen HLA-G.

5.4.1 Polimorfismo 14-pb del gen HLA-G y niveles de sHLA-G

El polimorfismo en el gen HLA-G puede influenciar los niveles de expresion
de proteina. Las variaciones alélicas del gen HLA-G (Figura 5.13) estan
caracterizadas por un polimorfismo localizado en la region 3’UTR del exén 8 y
consistente en insercion /delecion de 14 —pb, dando lugar a los siguientes genotipos:
+14/+14-pb, +14/-14-pb y -14/-14-pb. Aunque el polimorfismo alélico en HLA-G es
bajo en comparacién con los genes HLA tipo | clasicos, éste condiciona que existan
diferencias en el nivel de expresion de HLA-G y en el perfil de las distintas isoformas

en condiciones patolégicas y en condiciones normales.

| | \ | |
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1597 del C (G [J‘\DSN] i Dominia
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FIGURA 5.13. Gen HLA-G, adaptada de Hviid et al (102).
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Numerosos investigadores (103) piensan que puede existir una asociacion entre
el polimorfismo de HLA-G (basado en la insercion/delecion de 14 pares de bases en
el exon 8) y alteraciones en la expresion de las diferentes isoformas de HLA-G, asi
como en presentar diferentes niveles de expresion de HLA-G en la placenta (104).
Parece ser, que esta region (14-pb) puede estar implicada en los mecanismos que
controlan la regulacion post-transcripcional de HLA-G asociado con las variaciones

alélicas.

Para confirmar esta hipotesis llevamos a cabo el estudio del polimorfismo de
insercion/delecion de 14 pb en el exén 8 del gen HLA-G en trasplante cardiaco, en las
etapas previas a la realizacién del trasplante (periodo de pre-trasplante) y en la etapa
posterior al trasplante durante el primer mes (periodo post-trasplante), en donde

tienen un papel fundamental la inmunosupresion.

Para ellos obtuvimos el ADN vy realizamos el genotipo de ADN por
secuenciacion directa mediante PCR y se analizaron las frecuencias genotipicas. Los
pacientes fueron clasificados segln si poseian 0 no la insercion/ delecion de esas 14-
pb en el ex6n 8; y en el caso de poseerlas, si eran homocigotos o heterocigotos para
dicha insercion/delecion, dando lugar a los siguientes genotipos: -14/-14-pb, +14/-14-
pby +14/+14-pb (Figura 5.13).

105



Juan Luque Moruno

400 -
300 -

224
200 - 210

b
bp

FIGURA 5.13. Electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos del ex6n 8 del gen HLA-G
amplificados por PCR. El alelo -14 da lugar a un fragmento de 210 pb, mientras que el alelo

+14 da lugar a un fragmento de 224 pb.

Inicialmente analizamos si las frecuencias alélicas para el polimorfismo de 14
pb que presentaban nuestros pacientes trasplantados eran representativas de la
poblacion en general, es decir, si estaban en equilibrio de Hardy-Weiber.
Encontramos que nuestra poblacion de pacientes trasplantados estd en equilibrio
(x*=1,38). En la tabla 5.4, encontramos las frecuencias alélicas y genotipicas que
presentaban. Destacamos que el alelo -14 presentaba un caracter dominante en
nuestra poblacién de pacientes trasplantados. La baja frecuencia del genotipo

+14/+14-pb (3%) hizo que no se pudiera incluir para los estudios estadisticos.
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Tabla 5.4. Frecuencias alélicas y genotipicas para el polimorfismo
HLA-G 14-pb

Frecuencias Frecuencias
HLA-G 14-pb alelos o
Trasplantados  Individuos Sanos

-14 36 (67%) 32 (64%)
+14 18 (33%) 18 (36%)
HLA-G 14-pb genotipo Frecuencias Frecuencias
-14 pb /-14 pb 19 (51%) 18 (50%)
-14 pb /+14 pb 17 (46%) 13 (42%)
+14 pb/+14 pb 1 (3 %) 2 (8%)

Las poblaciones estan en equilibrio Hardy-Weinberg (x°=1,38 para los trasplantados

de corazon y y?= 1,16 para los individuos sanos )

En este estudio, hemos observado que existe una relacion entre los niveles de
expresion de formas solubles de HLA-G en plasma de estos pacientes y el genotipo
para 14-pb (+14/+14-pb; +14/-14-pb y -14/-14-pb). Encontramos que los pacientes
con genotipo homocigoto negativo (-14/-14-pb) presentaban los niveles méas elevados
de sHLA-G tanto en el periodo de pre-trasplante (30,6 + 8,9 vs. 14,7 + 6,2; p=0,008)
(figura 5.14) como durante el primer mes tras la implantacion del injerto cardiaco en
comparacion con los individuos heterocigotos para la insercion/deleciéon de 14-pb
(+14/-14-pb), que presentaban niveles de expresion de sHLA-G maés bajos (37,8 + 6,9
vs. 13,50 + 5,3; p=0.0006) (figura 5.14). En ambos casos tal como se puede

comprobar en las figuras esas diferencias alcanzaron significacién estadistica.

107



Juan Luque Moruno

Pretrasplante
40 E
EOF ]
g I ]
o 20F ]
% 10 .
0L ]
+14/-14pb -14/-14pb
Polimorfismo 14pb HLA-G
1* Semana Post-trasplante
50 F B
~ 40t -
E E ]
2 30 ]
o I :
5 20r =
a1 :
10 F 4
0E 1

+14/-14pb -14/-14pb
Polimorfismo 14ph HLA-G

FIGURA 5.14. Polimorfismo 14 pb del gen de HLA-G y niveles en plasma de sHLA-
G1+HLAGS en el periodo pre-trasplante (panel superior) y 1 semana tras el trasplante

(panel inferior).

5.3.2 Polimorfismo 14-pb del gen HLA-G y niveles de ciclosporina

Ademas de la variabilidad que presentaban lo pacientes en cuanto a niveles de
expresion de sHLA-G, los pacientes reflejaban una variabilidad farmacocinética de
absorcion de CsA. Utilizando el nivel C2 para caracterizar la situacién de la absorcion
de la CsA. En nuestro caso, como también han descrito otros autores, podiamos

distinguir entre “buenos” y “malos” absorbedores de CsA entre los pacientes
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trasplantados de corazon. Los pacientes trasplantados mostraban un coeficiente de
variacion (CV) interindividual elevado de la dosis ajustados en funcidn de los perfiles
de absorcion, lo que indicaria que la variabilidad de la absorcion es el resultado de
factores circunstanciales y de determinantes genéticos. Por ello, determinaremos la
posible influencia que el polimorfismo del gen HLA-G puede ejercer sobre la eficacia
de absorcion de la CsA, proporciondndonos informacion adicional acerca de la
absorcion de este inmunosupresor, con posibles importantes aplicaciones clinicas para
inducir tasas méas bajas de rechazo en el trasplante en relacion con el grado de

absorcion y tolerancia a la CsA.

En nuestro estudio observamos que aquellos pacientes trasplantados que
presentaban el genotipo -14/-14pb eran considerados dentro del grupo de “buenos
absorbedores” de la ciclosporina, mientras que el genotipo +14/-14-pb presentaban la
caracteristica de ser “medios 0 malos absorbedores” del inmunosupresor (1,7+0,21 vs.
2,5+0,24; p=0,01) (Figura 5.15).

Relacion polimorfismo HLA-G con absorcion de ciclosporina(CO)
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FIGURA 5.15. Absorcion de ciclosporina en CO y relacion con el polimorfismo 14 pb
de HLA-G. Un“buen absorbedor” presentaria un coeficiente dosis/nivel CsA bajo (<2),
mientras que un “mal absorbedor” presenta un coeficiente dosis/nivel CsSA mas
elevado (>2).
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El andlisis de los niveles de CsA a las dos horas después de la dosis (C2) se ha
mostrado eficaz para una inmunosupresion adecuada basada en los ensayos clinicos
en adultos receptores de trasplante cardiaco, con una mejor profilaxis de rechazo
agudo y una mejor correlacién con la exposicion total al farmaco. Asimismo, los
niveles medidos a una y a dos horas (niveles C2) proporcionan informacién acerca de
la absorcion de CSA.

Relacion polimorfismo HLA-G con C2
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FIGURA 5.16 Concentracion maxima de Ciclosporina en sangre en C2 y
polimorfismo HLA-G.

Cuando analizamos si el polimorfismo de 14-pb de HLA-G influye sobre los niveles
de C2, encontramos que los pacientes con genotipo -14/-14-pb presentaban los
niveles significativamente mas altos de absorcion en relacion a los pacientes
heterocigotos para dicho polimorfismo del gen HLA-G (934,2+108,7 vs. 334,2+83,7;
p=0,0001) (Figura.5.16).
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\ii DISCUSION

El éxito del trasplante de corazdn se atribuye al importante adelanto en el
campo de la inmunologia de la inmunosupresion, al reconocimiento y la clasificacién
patol6gica del rechazo de aloinjertos, asi como a la mejora en el la tratamiento de las
enfermedades infecciosas, con nuevos antimicrobianos.

Hay un renovado interés en la mejora de la vigilancia de drogas terapéuticas y
en el manejo de receptores de transplante de 6rganos sélidos para prevenir el rechazo
del injerto. Uno de los principales objetivos de la investigacion en el trasplante, por lo
tanto, es la induccion de donantes especificos de la tolerancia, que permitiria una
reduccidon a largo plazo, de la inmunosupresion inespecifica. Ademas aspectos
clinicos y bésicos de la inmunosupresion y la tolerancia tienen que ser abordados en
paralelo para obtener conclusiones significativas. Este trabajo se centra en aspectos de
la tolerancia en el trasplante inducido por HLA-G y su relacion con los
inmunosupresores.

En los ultimos afios se han descrito multiples funciones para HLA-G en
contextos muy diferentes, y todas apuntan hacia una accién mayoritariamente
inhibidora (105). Por otra parte los tejidos que constitutivamente expresan HLA-G
pueden ser todos considerados inmunoprivilegiados, como es el caso de la interfase
materno-fetal, timo y cornea (106). Ademas, el hecho de que, HLA-G inhibe la
respuesta alogénica de manera significativa, la presencia de HLA-G tanto en suero
como en biopsias de drganos trasplantados esta relacionada con una mejor aceptacién
del injerto (106), son unas premisas que animan a profundizar en el conocimiento de
la expresion de esta molécula de histocompatibilidad y su papel en el trasplante de
corazon. Por estas razones, se propuso cuantificar los niveles de esta molécula en
plasma y biopsias de individuos trasplantados de corazon, donde los episodios de

rechazo agudo son relativamente frecuentes.

En relacién a la expresion de isoformas de HLA-G expresadas en biopsias de

miocardio, se ha observado que el musculo cardiaco expresa HLA-G de membrana,
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pero no las isoformas solubles HLA-G5 o HLA-G6, y que esta expresion es
significativamente mayor en pacientes libres de episodios de rechazo agudo en
comparacion con pacientes que presentaron varios episodios de rechazo agudo
durante el primer afio post-trasplante. Estos resultados estdn en consonancia con
trabajos anteriores que apuntan a una mayor aceptacion del injerto en pacientes que
expresan HLA-G en las células musculares cardiacas (68;69), asi como en otros tipos
de trasplantes, como el de higado y el doble trasplante higado-rifién (86;87). En el
caso del trasplante de higado Creput et al ha descrito que las células que expresan
HLA-G son las células epiteliales biliales (BEC) y curiosamente células infiltradas,
en concreto macrofagos (87). Esto sugiere que en el trasplante cardiaco el HLA-G de
membrana parece tener una funcidén de proteccion in situ, tal y como defiende
Carosella et al al hablar de HLA-G e inflamacién (107). La expresion de HLA-G por
miocardiocitos podria permitir que las células T aloreactivas del receptor no
reconociesen ni destruyesen éstas células del injerto, siendo estas las primeras en ser
atacadas en caso de rechazo al igual que ocurre en el higado con las células epiteliales
biliales. Ademas, esta proteccidn seria estable ya que se detecto la expresion de HLA-
G en miocardio hasta varios afios después del trasplante, lo cual podria indicar que
esta expresion puede ser activada durante los primeros dias post-trasplante y
mantenida por factores externos como la inmunosupresion durante varios afios
después del trasplante. Una posible explicacion para la expresion de HLA-G de
membrana en los primeros dias post-trasplante podria estar en el periodo de stress
post-operatorio asi como en el tiempo de isquemia. Estos factores podrian estar
afectando la transcripcion de HLA-G y ser los responsables de dicha expresion, en
este sentido Gazit E. et al (108) han publicado recientemente que cultivos en
condiciones de estrés inducen expresion de HLA-G de membrana. Este mecanismo
descrito podria imitar el proceso biolégico que ocurre durante la implantacion del
injerto dentro del receptor. En cualquier caso, aunque esto es una posibilidad, no
parece ser la causa de este incremento ya que no encontramos ninguna correlacién

entre el tiempo de isquemia y los valores HLA-G post-trasplante.

En relacion a los niveles de sHLA-G en plasma de estos pacientes

observamos que alrededor de la mitad mostraron un incremento significativo en los
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niveles de SHLA-G durante el primer mes post-trasplante que descendia con el tiempo
hasta niveles bajos (10-20 ng/ml). Cuando comparamos los niveles de sHLA-G
después del trasplante con la intensidad de los episodios de rechazo agudo padecidos
por estos pacientes, es interesante resaltar que el 41% de los pacientes con bajos
niveles de sHLA-G presentaron episodios de rechazo agudo severo recurrente,
mientras que los pacientes que poseian altos niveles de SHLA-G en plasma menos del
5% presentd episodios de rechazo agudo severo recurrente. Estos resultados
demuestran una relacion inversa entre los niveles de sHLA-G y los episodios de
rechazo agudo severo recurrente y sugieren que altos niveles de sHLA-G en plasma
durante los primeros dias post-trasplante (>50 ng/ml) predisponen a los individuos
trasplantados de coraz6n a una mejor aceptacion del injerto. Estos resultados
confirman y complementan los resultados obtenidos por Lila et al (4) en los cuales
relaciona la presencia de HLA-G5 y HLA-G6 en suero de pacientes trasplantados de
corazon y menor incidencia de rechazo agudo y croénico. En los estudios del grupo de
Lila y colaboradores la presencia de HLA-G en suero es menor que en nuestros
experimentos ya que el describe que solo un 18% de los pacientes presenta HLA-G5
0 HLA-G6 mientras que nuestro grupo encuentra alta expresion de HLA-G en el 50
% lo cual podria explicarse ya que Lila utiliza el anticuerpo policlonal PAG5-6 que
especificamente reconoce HLA-G5 y HLA-G6 pero no sHLA-G1. Nuestro grupo
utiliz6 el anticuerpo monoclonal MEM-G/09 (validado en el workshop de Essen,
Alemania 2004 (109)) el cual reconoce las isoformas HLA-G5 y sHLA-G1 pero no
HLA-G6. Otra causa puede ser los diferentes tiempos de estudio utilizados ya que
Lila estudia la expresion de sHLA-G en periodos més tardios después del trasplante.
Y por altimo, que en nuestro estudio se cuantifico SHLA-G en plasma mientras que
Lila et al lo realizaron en suero. Recientemente se ha descrito que hay diferencias a la

hora de cuantificar SHLA-G en suero y plasma (110).

Al igual que ocurre con HLA-G de membrana una posible explicacion para
los altos niveles encontrados de sHLA-G encontrados en plasma podria ser el stress
post-operatorio asi como el tiempo de isquemia, los cuales podrian estar afectando la

transcripcion de las isoformas solubles de HLA-G. Pero tampoco encontramos
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ninguna correlacion entre el tiempo de isquemia y los valores de SHLA-G durante los
primeros dias post-trasplante. El incremento de los niveles en plasma de sHLA-G
observado en las primeras semanas tras el trasplante parece estar relacionado con la
terapia inmunosupresora que reciben estos pacientes, la cual es administrada de
manera muy intensa durante los primeros dias post-trasplante. El hecho de que gran
namero de pacientes aumenten los niveles de SHLA-G de 2 a 5 horas tras la dosis
diaria de inmunosupresores indica que la terapia ayudaria a prolongar una aceptacion
del injerto cardiaco mediante tolerancia del hospedador mediada por las funciones de
SHLA-G. Basandonos en los experimentos de Lila et al (82) donde se describen a las
células CD4 aloreactivas como secretoras de SHLA-G, seria razonable especular que
el incremento observado en los niveles de sHLA-G pudiera ser debido a las células T

CD4 aloreactivas.

En cualquier caso, dos horas después de la administracion diaria de
inmunosupresores parece ser demasiado temprano para inducir un incremento en la
expresion de sHLA-G, lo cual sugiere que este proceso es mas un mecanismo de
liberacidn de esta molécula al exterior celular que un aumento de expresion de dicha
molécula. SHLA-G se cuantificd hasta 12h después de la administracién en 9 puntos
de tiempo diferentes. EI hecho de que observemos un aumento significativo en
muchos pacientes a las horas es bastante relevante ya que es conocido que las dos
horas tras la administracion diaria de inmunosupresores (C2) es el tiempo donde
mejor se predice los efectos bioldgicos de la CsA (12). Ademas es importante resaltar
que durante el intervalo 2 a 5h post dosis inmunosupresora es tiempo suficiente para
inducir:

i) Una reduccidn significativa de la produccién de IL-2 después de la
administracion de la dosis de CSA/MMF en pacientes trasplantados
de rifién (111). En esta publicacion, el mayor efecto inhibitorio en la
actividad de la calcineurina se observé a las 2 horas de la iniciacion

del tratamiento.

i) Un efecto inhibitorio maximo del PCNA (Proliferating nuclear cell

antigen) y de la expresion de CD25, se observé a las 2 horas de
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iniciar el tratamiento con &cido micofenélico (MMF) en combinacién
con CsA o Tacrolimus, en linfocitos de sangre total en ensayo in vitro
(112).

El hecho de encontrar cambios en los niveles en plasma de sHLA-G pero no
en sHLA-I total es importante, ya que confirma la especificidad de nuestro anticuerpo
anti-HLA-G utilizado e indica que este aumento de sHLA-G después del tratamiento
es especifico para SHLA-G y no es debido a una liberacion masiva de moléculas HLA
solubles como consecuencia de muerte celular o liberacion inespecifica, sino como
consecuencia de la gran cantidad de drogas inmunosupresoras que les son
administradas a los pacientes durante los primeros dias. En este sentido Rhynes et al
mostr6 que los niveles de sHLA-I total no cambian durante las dos primeras semanas

después del trasplante (113).

Nuestros datos sugieren que los inmunosupresores pueden estar directamente
relacionados con el aumento de sHLA-G observado, pero en el caso de la CsA no se
observaron diferencias en la absorcion media de CsA ni la Cmax, ni tampoco en el
ratio de aclaramiento, entre pacientes que presentaron picos de sHLA-G y pacientes
que presentaron un perfil bajo de SHLA-G a las 2 horas de la administracion diaria de
la triple terapia inmunosupresora. Aunque si que se solapan en tiempo las maximas
concentraciones de CsA y tacrolimus con los mayores niveles de SHLA-G, con lo que
no se pudo descartar que una predisposicién individual hacia los inhibidores de la
calcineurina este relacionada con este aumento. En cuanto al MMF, debido a su
erratico perfil de absorcion, no podemos obtener datos concluyentes sobre los efectos
de este farmaco sobre los niveles en plasma de sSHLA-G. Hasta la fecha no hay datos
gue describan un efecto de los inhibidores de la calcineurina (CsA o FK506) o MMF
sobre los niveles de SHLA-G. En tercer lugar encontramos los glucocorticoides que
constituyen el tercer componente de la triple terapia inmunosupresora, respecto a
ellos se ha descrito que los glucocorticoides son capaces de aumentar el nivel de
transcritos de HLA-G en las células de trofoblasto materno (114), por lo que podrian

estar provocando el aumento de sHLA-G observado en plasma.
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Otro dato importante observado es que los pacientes que presentaron niveles
de sHLA-G mas altos antes del trasplante también mostraron niveles altos después del
trasplante, periodo en el cual se ha establecido la terapia inmunosupresora de
mantenimiento, como se puede observar en el grupo de pacientes al cual se le hizo un
estudio de seguimiento durante el afio post-trasplante. Curiosamente estos pacientes
con niveles mas altos en el pre-trasplante no sufrieron episodios de rechazo agudo
severo recurrente, incluso cuando los niveles terapéuticos de inhibidores de
calcineurina (CsA/FK506) no fueron alcanzados en los primeros dias tras el
trasplante. Lo que sugiere que estos pacientes podrian ser tratados con una menor
dosis de inhibidores de la calcineurina, lo cual ahorraria gran parte de los efectos
secundarios derivados de estos. Y con estudios mas extensos que los aqui propuestos
podria establecerse este valor pre-trasplante como indicativo de una predisposicién a

tolerar el injerto en mayor medida que estos que presentaron niveles bajos.

El polimorfismo de genes puede ser importante para explicar la variabilidad
interindividual de expresion de sSHLA-G que existe en los resultados en el trasplante
de corazdén. Numerosos estudios han demostrado la importancia de la molécula HLA-
G en el trasplante de érganos solidos, en donde un incremento en la expresion de
moléculas HLA-G se correlaciona con un menor riesgo de rechazo. Diferentes
estudios han demostrado que el nivel, o incluso la presencia de HLA-G en el plasma
se asocia con polimorfismo de HLA-G (9;10). Las variaciones alélicas del gen HLA-
G estan caracterizadas por un polimorfismo localizado en la regién 3’UTR del ex6n 8
y consistente en insercion /delecion de 14 pb, dando lugar a los siguientes genotipos:
+14/+14pb, +14/-14pb y -14/-14pb. Aunque el polimorfismo alélico en HLA-G es
bajo en comparacion con los genes HLA tipo | clasicos, éste condiciona que existan
diferencias en el nivel de expresion de HLA-G y en el perfil de las distintas isoformas
en condiciones patoldgicas y en condiciones normales (115). Parece ser, que esta
region (14-pb) puede estar implicada en los mecanismos que controlan la regulacion
post-transcripcional de HLA-G asociado con las variaciones alélicas. Nuestros

resultados indican que el polimorfismo de 14 pares de bases del gen HLA-G ejerce
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una importante influencia sobre los niveles de expresion de HLA-G encontrados en
los pacientes trasplantados, demostrando que existen variaciones significativas a nivel
individual entre los pacientes trasplantados de corazén en relacién a los niveles de
expresion de HLA-G y sugiriendo que el polimorfismo en la expresion de HLA-G,
puede explicar las diferencias individuales en cuanto a los niveles de expresion de
HLA-G que hemos sefialado, determinando que el genotipo -14/-14-pb es el que
induce unos niveles mas altos de expresion de HLA-G y en consecuencia el que

determina un menor grado de rechazo

En nuestro estudio también hemos investigado la asociacion entre el
polimorfismo de 14-pb del gen HLA-G con la farmacocinética de ciclosporina en
pacientes trasplantados de corazén. Este polimorfismo también podria tener
influencia sobre las diferencias interindividuales que existen en cuanto a la absorcion
y farmacocinética de la ciclosporina en los pacientes de trasplante cardiaco.
Encontramos una relacion entre pacientes mejor “absorbedores” de la ciclosporina y
el polimorfismo de HLA-G, siendo los individuos homocigotos para el alelo negativo

(-14/-14-pb) los que presentan mejores resultados de absorcion.

Nuestros resultados sugieren que el analisis del polimorfismo de HLA-G en
pre-trasplante podria ser atil para determinar la medicién inicial de forma
individualizada de la dosis oral de ciclosporina a administrar en pacientes, para
minimizar el riesgo de una baja o elevada inmunosupresion en las primeras fases del
trasplante de corazdn y de efectos secundarios. La presencia de la delecion de los 14-
pb (-14/-14pb) determina un incremento en la expresion de HLA G esto
conjuntamente con la mejor absorcion de CsA que presentan los pacientes con este
polimorfismo estaria reduciendo las posibilidades de sufrir episodios de rechazo

agudo.

El papel in vivo que esta jugando HLA-G en los pacientes trasplantados de
corazon estd todavia por elucidar, pero a raiz de experiencias en la presente tesis y

bibliografia reciente podemos sugerir que esta reduccion en el nimero de episodios
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de rechazo agudo podria estar condicionada por la capacidad de HLA-G de inducir
diferenciacion de las células T CD4+ en células supresoras (116) asi como de inhibir
las respuestas T alo-citotoxicas, proteger frente a la lisis por NK y capaz de modular
el perfil de citoquinas (106). En este sentido, observamos que el efecto de la
terapia inmunosupresora sobre los niveles séricos de HLA-G soluble, estaria
potenciando la aceptacion del injerto en individuos con un determinado
polimorfismo HLA-G. Recientemente, Naji A et al (117) ha descrito que sangre
periférica de pacientes trasplantados de higado y rifion con altos niveles de sHLA-G
contienen altos niveles de IL-10 concomitantes a una alta presencia de linfocitos
CD3'CD4"™"y CD3'CD8"", con caracteristicas supresoras, comparados con pacientes
trasplantados negativos para sHLA-G e individuos sanos, lo cual tiene muchas
implicaciones en lo que se refiere a tolerancia periférica. La identificacion de estas
células asi como de las CD4 supresoras en los receptores de trasplante es de
suma importancia, ya que puede ser una sefial muy importante de diagndstico

de la tolerancia a los 6rganos trasplantados en general.

Ademas, todas las funciones descritas para HLA-G se basan en la capacidad
de esta de ser reconocida por varios receptores inhibidores como son el KIR2DL4
expresado en células NK y algunas células T y ILT-2 e ILT-4 los cuales son
expresados por monocitos, células dendriticas y células NK (105). Esta capacidad de
inhibir a la mayoria de las poblaciones leucocitarias implicadas en la alorespuesta
podria ser la causa de una mejor aceptacion del injerto observada en los pacientes con
alta expresién de HLA-G en células de miocardio y altos niveles de sHLA-G en

plasma.

Por otra parte, el hecho de que hay un descenso en el nimero de células T
CD4+ CD25+ de sangre periférica en pacientes trasplantados de higado y que este
descenso estd asociado a la  inmunosupresion podria estar indicando que el
tratamiento estd afectando los mecanismos tolerogénicos normales (118;119). El
hecho de que la expresion de sHLA-G esté aumentada por los inmunosupresores

administrados podria ser un mecanismo compensatorio, ya que suprimiria la respuesta
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de células T alo-reactivas e induciria tolerancia, la cual est4d en parte blogueada
debido al posible efecto de la terapia inmunosupresora sobre las células T reguladoras
CD4+CD25+. Estudios recientes en linfomas cutdneos y colitis ulcerosa han
demostrado que HLA-G se puede inducir mediante 1L-10 (120;121). En los resultados
obtenidos en la presente tesis, podria ser concebible que la alta expresion de HLA-G
observada tanto en biopsia como en plasma en pacientes trasplantados de corazén
refleje una sub.-regulacion de la respuesta inmune frente al injerto cardiaco como
apuntan los datos de episodios de rechazo agudo en estos pacientes, junto con la

produccion de I1L-10.

Hasta la fecha, la monitorizacion del rechazo cardiaco después del trasplante
se realiza por evaluacion histolégica de la biopsia endomiocardica y en (ltima
estancia, por angiografia coronaria. En nuestra institucion se toman una media de 20-
30 muestras por paciente durante el primer afio después del trasplante. La posible
utilizacion de las isoformas solubles de HLA-G como método de monitorizacion tiene
grandes posibilidades ya que es un método no invasivo y no expone a los pacientes a
complicaciones como perforacion del miocardio, arritmias y regurgitacion tricuspide

aguda.

En resumen, los resultados obtenidos sugieren que los pacientes que muestran
niveles altos de expresion de HLA-G antes del trasplante y en el periodo temprano
post-trasplante, tanto en las formas de membrana como las solubles HLA-G5 y
SHLA-G1, tienen menos episodios de rechazo agudo severo recurrentes. Y que estos
niveles de expresion parecen estar influenciados por el tratamiento inmunosupresor
gue reciben estos pacientes en el primer post-trasplante. Por otro lado el polimorfismo
HLA-G de 14-pb parece estar influenciado los altos niveles observados en algunos
pacientes siendo el genotipo -14/-14-pb el que se asocia con una mayor expresion de
HLA-G y a su vez con una mejor absorcion de la CsA en sangre. Aun asi son
necesarios estudios mas amplios para determinar si HLA-G tiene un valor prondstico

real en trasplante de corazon.
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Aplicabilidad

Vil APLICABILIDAD Y LIMITES DEL ESTUDIO

7.1 APLICABILIDAD

Estd demostrado que la molécula de histocompatibilidad HLA-G interviene en
diferentes procesos tolerogénicos y que tiene caracteristicas inhibidoras muy bien
definidas, A la vista de los resultados mostrados en esta tesis y en conjuncién con
numerosas publicaciones de otros grupos de investigacion, podemos pensar que la
molécula HLA-G es un candidato perfecto para su monitorizacién en pacientes
trasplantados de corazon ya que la sobre-expresion o la ausencia de ésta parecen
condicionar la aceptacion del corazédn trasplantado. Pudiendose utilizar los niveles de
HLA-G en plasma y en biopsia como marcador predictivo de rechazo, ya que como
hemos visto en los resultados, tanto el valor pre-trasplante de HLA-G como el post-
trasplante esta asociado con un menor nimero de episodios de rechazo agudo por

parte del paciente trasplantado.

Actualmente no existe ningn indicador fiable de tolerancia frente al injerto en
la practica clinica de trasplante cardiaco, el conocimiento sobre la distribucion
expresion y regulacion de moléculas de tolerancia inmunolégica, como HLA-G, abre
la puerta a una reduccion de las dosis de farmacos inmunosupresores. Esta posible
reduccion reduciria en parte los efectos no deseados de una alta inmunosupresion
inespecifica como son las infecciones y el desarrollo de neoplasias. Por otro lado los
resultados indican que existe una relacion importante del polimorfismo de 14pb del
exon 8 de HLA-G con los niveles plasmaticos de HLA-G soluble y la absorcién de
CsA en sangre de estos pacientes. Determinar el polimorfismo HLA-G previamente al
trasplante podria ser una herramienta muy Util para poder individualizar las terapias
inmunosupresoras actuales en pacientes con trasplante cardiaco, ademas nos estaria
dando una informacion muy valiosa de que predisposicién va a tener el paciente a

sufrir episodios de rechazo agudo.
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7.1.1 Limitaciones del estudio

Al realizar este estudio hemos encontrado varias limitaciones. En primer lugar,
la metodologia para el analisis de las isoformas solubles de HLA-G no se valid6 hasta
el afio 2005, por lo que no se pudo hacer un estudio completo de todos los pacientes.
Es por ello que no se ha estudiado los niveles de HLA-G soluble y de biopsia
conjuntamente, con la consiguiente perdida de informacion. Otro punto son las
limitaciones que hemos sufrido de muestras, ya que no habia un banco de muestras
previo, y de pacientes debido a las pocas operaciones de trasplante cardiaco que se
realizan anualmente. La evolucion y seguimiento del paciente queda limitada en
algunos casos al periodo mas cercano tras el trasplante ya que muchos de ellos son
atendidos en hospitales mas préximos geograficamente a su lugar de origen una vez
se le ha dado el alta médica.

El estudio aqui propuesto no se adentra en las funciones de HLA-G in vivo ni
en los mecanismos moleculares que regulan la expresion de esta molécula. Por lo que
solo podemos sugerir posibles mecanismos por los cuales podria estar induciendose la

expresion de esta molécula tanto en sus formas solubles o de membrana.

7.1.2 Puntos fuertes del estudio

Esta tesis describe la expresion de HLA-G en los periodos del pre-trasplante, y
el periodo de un afio post-trasplante en plasma y biopsia de pacientes trasplantados de
corazon. Hasta el momento es el estudio mas completo que se le ha hecho a esta
molécula en el contexto de trasplante de 6rganos sélidos. Ademas, se ha analizado el
polimorfismo HLA-G de la insercion/delecion de 14pb del exon 8 en estos pacientes
siendo la primera vez que se estudia en trasplantados de corazon.

En esta tesis se relaciona por primera vez el tratamiento inmunosupresor de
pacientes trasplantados de corazén con un aumento de los niveles de HLA-G soluble.
Por otra parte, también se ha contemplado la relacion del polimorfismo
insercion/delecién de 14pb del exén 8 con la expresion de HLA-G soluble y la

absorcion de ciclosporina en sangre.
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CONCLUSIONES

Una alta expresion de HLA-G de membrana en biopsias de miocardio esta
asociado con un menor nimero de episodios de rechazo agudo, mientras que
niveles bajos de expresion se asocian con la presencia de episodios de

rechazo agudo recurrente.

Los pacientes trasplantados de corazon pueden distribuirse en dos grupos
atendiendo a sus niveles de SHLA-G: Niveles “bajos (< 30ng/ml)” y “altos (>
30ng/ml)” durante el primer mes post-trasplante, los cuales estan asociados

con un alto y bajo nimero de episodios de rechazo agudo respectivamente.

Los pacientes que padecieron episodios de rechazo agudo recurrentes durante
el primer afio post-trasplante mostraban niveles significativamente méas bajos
de sHLA-G antes del trasplante (p=0.0041) que los que no sufrieron
episodios de rechazo agudo recurrente (13.4+6.9 ng/ml vs. 36.37+33.2 ng/ml)

Tras la administracion diaria de la triple terapia inmunosupresora los niveles
de sHLA-G se incrementan en plasma de manera significativa en el 60% de
los pacientes estudiados en el intervalo de 2-5 horas tras la dosis. Los
pacientes donde se observa este incremento sufren un menor nimero de
episodios de rechazo agudo severo recurrente comparado con los pacientes

que no muestran éste incremento, durante el primer afio post-trasplante.

El genotipo -14/-14pb para el polimorfismo de la insercién/delecion de las 14
pb del gen HLA-G induce una mayor expresion de las isoformas HLA-G5 y
SHLA-GL.
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» Existe una relacion entre pacientes con mejor “absorcion” de la ciclosporina
(tanto en niveles CO y C2) y el polimorfismo de HLA-G, siendo los
individuos homocigotos para el alelo negativo (-14/-14-pb) los que presentan

mejores resultados de absorcion.
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Soluble HLA-G in Heart Transplantation:
Their Relationship to Rejection Episodes
and Immunosuppressive Therapy

J. Luque, M.1. Torres, M.D. Aumente, J. Marin,
G. Garcia-Jurado, R. Gonzilez, D. Pascual, N. Guerra,
F. Lépez-Rubio, M.R. Alvarez-Lépez, J.M. Arizén, and

J. Pefia

ABSTRACT: The aims of this study were to quantify the
level of soluble HLA-G in heart transplant patients, to
determine the relationship between the sHLA-G levels
and the appearance of acute rejection episodes, and to
identify the influence of immunosuppressive therapy on
sHLA-G levels. Analysis of sHLA-G, measured by en-
zyme-linked immunosorbent assay in the transplant pa-
tients, revealed the existence of two similarly sized groups
of patients. One group displayed a significant increase (p
< 0.001) in sSHLA-G during the first month after trans-
plantation while the other group maintained low levels of
the molecule (0-30 ng/ml) throughout the study. The
latter group displayed a high incidence of recurrent severe

ABBREVIATIONS

sHLA-G  soluble human leukocyte antigen-G

MMF mycophenolate mofetil

APC antigen-presenting cells

CsA cyclosporine A
INTRODUCTION

One of the keys to successful organ transplantation is the
prevention of their rejection as a consequence of graft
allo-recognition of the donor allo-antigens by the recip-
ient immune system {1}. Allo-recognition and the sub-
sequent allo-response are complex processes that are cur-
rently minimized by means of immunosuppressive
treatment [2]. The immunosuppressive treatment in cur-

From the Services of Immunology (J.L., J.M., G.G-J., R.G., J.P.),
Pathology—Anatomy (F.L-R.), Cardiology (J.M.A.), and Pharmacy
(M.D.A.) Reina Sofia University Hospital, Cordoba, Spain; Services of
Cardiology (D.P.) and Immunology (M.G., M.R.A-L.), Virgen de la
Arraixaca Hospital, Murcia, Spain; and Department of Experimental Bi-
ology, University of Jaen, Spain (M.LT.).

Address reprint vequests to: Professor José Pefia, Department of Immunol-
0gy, Reina Sofia University Hospital C/. Menendez Pidal s/n, 14004
Cordoba, Spain; Tel and Fax: +34 957 011628; E-mail: filpemaj@uco.es.

Human Immunology 67, 257-263 (2006)
© American Society for Histocompatibility and Immunogenetics, 2006
Published by Elsevier Inc.

rejection. A significant increase (p < 0.01) in sHLA-G 2
hours after administration of immunosuppressive treat-
ment (mycophenolate mofetil, cyclosporine A/FK506,
corticoids) was found. These results suggest that sHLA-G
participates in the induction of certain levels of immuno-
logical tolerance in these recipients.  Human Immunology
67, 257-263 (2006). © American Society for Histocom-
patibility and Immunogenetics, 2006. Published by
Elsevier Inc.

KEYWORDS: HLA; sHLA-G; heart transplantation; cy-
closporine; tolerance; immunosuppressive treatment

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay
MPA mycophenolic acid

NK natural killer

MP methylprednisone

rent use comprises calcineurin inhibitors, steroids, anti-
metabolites, antiproliferatives, and other components
such as monoclonal antibodies [31.

The common mechanism of action of the immuno-
suppressive treatment, which is based on nonspecific
blockage of the immune system, displays serious limita-
tions, including a high incidence of viral infections and
the appearance of certain tumors {4}. In view of these
limitations, efforts to specifically block the allo-recogni-
tion and the allo-response to the graft antigens are cur-
rently being made {5}, while maintaining the functions
of the immune system as a whole. This process, based on
therapeutic tolerance, may protect the graft more effi-
ciently, avoiding side effects. A large number of studies
are currently attempting to make therapeutic improve-
ments in this tolerogenic direction {6—8].

0198-8859/06/$—see front matter
doi:10.1016/j.humimm.2006.02.034
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TABLE 1 Clinical characteristics of the heart transplant patients of Group 2

Patients Type of treatment Cause of transplant Age Sex Acute rejection”
T21 CsA, MMF,MP. M 49 M +
T22 CsA, MMF,MP. IDCM 38 M +
T23 CsA, MMF,MP. IDCM 24 M -
T24 CsA, MMF,MP. IM 40 M -
25 CsA, MMF,MP. IDCM 51 M -
T26 CsA, MMF,MP. CM 28 M -
T27 FK506, MMF,MP. DCM 17 F -
T28 CsA, MMF,MP. M 60 M +
T29 CsA, MMF,MP. DCM 52 M +
T30 CsA, MMF,MP. IDCM 49 M +
T31 FK506, MMF,MP. IDCM 16 M -
T32 CsA, MMF,MP. M 37 F -
T33 FK506, MMF,MP. DCM 48 M +
T35 CsA, MMF,MP. IDCM 59 F +
T36 CsA, MMF,MP. DCM 41 M -
T37 FK506, MMF,MP. IM 39 F -

IM, ischemic cardiomyopathy; IDCM, ideopathic dilated cardiomyopathy; DCM, dilated cardiomyopathy; CM, congenital cardiomyopathy; M/F, male/female.

* During the first month after transplantation.

HLA-G is a molecule with tolerogenic capacity in
both its membrane and its soluble isoforms {9}. Specif-
ically, the tolerogenic capability of soluble HLA-G
(sHLA-G) is related to its capacity to induce apoptosis of
activated CD8 T cells {10}, to act on T regulatory cells
[111, and to modulate the activity of natural killer cells
[12]. HLA-G also has the ability to block allo-cytotoxic
T lymphocyte response {13} and allo-proliferation [141],
which suggests that this molecule could be involved in
transplantation tolerance. In fact, high levels of sHLA-G
in serum of transplant patients have been associated with
better acceptance of combined liver—kidney transplants
[15}. In heart transplant patients, although their levels of
sHLA-G have not yet been quantified, it has been dem-
onstrated that there is a relationship between the pres-
ence of this molecule in the serum of transplanted pa-
tients and a lower rate of rejection {16}. The aims of this
study were to accurately measure soluble HLA-G in heart
transplant patients by means of ELISA and to relate
sHLA-G levels to episodes of acute rejection. We also
investigated a possible link between soluble HLA-G
expression and immunosuppressive therapy received by
heart transplantation patients.

MATERIALS AND METHODS
Patients

This was a collaborative study of the Spanish Transplant
Immunotolerance Group (RED-GIT). Serum samples were
obtained from 20 healthy individuals (control group), 19
heart transplant patients from the Virgen de la Arraixaca
Hospital in Murcia (Group 1), age range 25—63 years, and
16 heart transplant patients from the Reina Soffa Univer-

sity Hospital in Cordoba (Group 2), age range 16—60
years (Table 1). Heart transplantation had been performed
as consequence of dilated cardiomyopathy in 15 patients,
idiopathic dilated cardiomyopathy in 6 patients, ischemial
cardiomyopathy in 11 patients, and congenital heart dis-
ease and other causes in 3 patients. No patient was found
to have specific HLA antibodies before the transplant. The
degree of rejection was classified according to the working
formulation of the International Society for Heart and
Lung Transplantation {17].

Immunosuppressive Therapy

Immunosuppressive treatment consisted of cyclosporine
(CsA) or tacrolimus (FK506), methylprednisone (MP),
and mycophenolate mofetil (MMF). CsA was started at a
dosage of 4 mg/kg/day (administered as two doses)
within the first 24 hours following transplantation, after
which the dose was adjusted to maintain target C, levels:
1 month, 200—-400 ng/ml; 2—3 months, 200-300 ng/
ml; 4—6 months, 150-250 ng/ml; 6-12 months, 100—
200 ng/ml. CsA levels were measured using fluorescence
polarization immunoassay (Axsym). Additional immu-
nosuppression consisted of corticosteroids: methylpred-
nisolone 500 mg IV intra-operatively, 125 mg X three
doses IV on day 1, followed by oral deflazacort, tapering
to 0.2—-0.3 mg/kg/day by 1 month, 0.15-0.20 mg/kg/
day by 3 months, 0.1-0.2 mg/kg/day by 6 months, and
then 0.05 mg/kg/day; and MMF at a starting dose of 1 g
b.i.d, adjusted according to the mycophenolic acid
(MPA) target range of 2.5-4.5 pwg/ml. MPA levels were
measured by homogeneous enzyme immunoassay. Ta-
crolimus was administered for the first 1-3 days after
transplantation at a dose of 0.3 mg/kg/day in two di-



vided doses with the aim of targeting the whole-blood
FK506 through concentration at 10—-20 ng/ml.

Dosage was monitored by measuring blood levels,
even when centers had reached target levels. For cyclo-
sporine we adopted the viewpoint that the 2-hour post-
dose level was a better indicator of immunosuppression.
Cyclosporine and tacrolimus share variable oral bioavail-
ability, which necessitates drug monitoring. This vari-
ability is attributed to large interindividual differences.
An absorption profile taken during the first 2 hours after
administration (C2) was found to be a more reliable
parameter. We therefore monitored the CO and C2 levels
of cyclosporine and tacrolimus in transplant patients
(Group 2) to assess their applicability and potential
clinical utility. Blood samples were also obtained both 1
and 2 hours after drug administration.

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

Soluble HLA-G was measured by ELISA in plates
coated with the capture antibody MEM-G/09 (sHLA-G
Kit; Exbio, Czech Republic) which recognizes
sHLA-G1 and HLA-GS5 isoforms. After several washes,
diluted serum was added to each well (100 pl) in
duplicate and the plates were incubated for 1 hour. The
labeling was performed with the sHLA-G (Exbio Kit)
and the optical densities were measured at 450 nm
(SLT, Spectra II, Austria). The final concentration was
determined by optical density according to the stan-
dard curves.

Total soluble class-I molecules (sHLA-I) were mea-
sured using W6/32 mAb (8 pg/ml) as a capture anti-
body. After several washes, diluted serum was added to
each well (100 wl) in duplicate and the plates were
incubated for 1 hour. Anti-f,-microglobulin horseradish
peroxidase (DAKO, Denmark) was then added and the
plates were incubated for 1 hour. The cromogenic sub-
strate, orthophenylenediamine dihydrochoride (Sigma, St
Louis, MO, USA), was added for 20 minutes in the dark.
We used standard serum samples of sSHLA-I previously
obtained in our laboratory to calibrate the optical density
data.

Statistics

The Kruskal-Wallis test was used to compare the
sHLA-G levels between the two subgroups in Group 1 of
patients. Student’s #-test was used to compare sHLA-G
levels before and after the immunosuppressive therapy. p
values <0.05 were considered significant.

RESULTS

Levels of sHLA-G were measured in the sera of the
patients from Group 1 previous to undergoing transplan-
tation and several weeks after transplantation up to 1
year after the transplant. The observed levels of sHLA-G
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revealed that there is high variability of sHLA-G in these
patients. The patients belonging to Group 1 can be
distributed into two different new groups according to
their levels of sHLA-G (Table 2). Group 1a showed a
significant increase (p < 0.001) in sHLA-G within the
first month following transplantation, gradually decreas-
ing to close to the basal levels found pretransplantation,
whereas Group 15 remained at a low level (0—30 ng/ml)
throughout the study period (Figure 1). It is also inter-
esting to note that five patients in Group 16 were classi-
fied as displaying recurrent severe rejection (50%),
whereas two patients had weak rejection and only three
patients showed no signs of rejection. In Group I1a, no
patients were classified as displaying recurrent severe
rejection, five evidenced no rejection (55.5%), only one
presented severe rejection, and three displayed weak
rejection.

In view of the above results, we decided to further
analyze sHLA-G during the first 3 weeks post-transplan-
tation in a second group of heart transplant patients
(Group 2). It was found that levels of soluble HLA-G
increased immediately after the transplant and later fell
again to basal levels (Figure 2). These results confirm the
data previously obtained with Group 1 patients.

We also investigated a possible link between the
expression of SHLA-G and the use of immunosuppressive
therapies in patients of Group 2 to determine the possi-
ble effect of immunosuppression on the increase in
sHLA-G observed during this critical period after trans-
plantation. Levels of sHLA-G were measured predose
(CO) and 2 hours after the daily administration of the
immunosuppressive treatment (C2). A significant in-
crease (p < 0.01) in sHLA-G levels 2 hours after the
administration of the immunosuppressive treatment was
found (Figure 3). In contrast, the level of soluble HLA-I
measured in this group of patients did not change 2
hours after the immunosuppression treatment was sup-
plied (Figure 4A). Levels of sHLA-I and sHLA-G ob-
tained were also compared, and no correlation was found
between them (Figure 4B). In five of these patients,
sHLA-G levels were measured until 12 hours after the
administration of the immunosuppressive treatment, and
a raised level of sHLA-G was found in the period of time
between 2 and 6 hours after the dose (data not shown).

DISCUSSION

It has previously been shown that HLA-G inhibits the
allo-response through direct inhibition of natural killer
(NK) and T cell functions {18, 13}. For this reason, we
wished to accurately quantify levels of sHLA-G in the
sera of heart transplant patients in whom acute rejection
episodes frequently occur. We observed that many pa-
tients studied display a significant rise in sSHLA-G levels
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TABLE 2 sHLA-G levels (ng/ml) in the serum of heart transplanted patients of Group 1
Post-transplant weeks
Rejection

Patients Pretransplant 1 3 36 70 intensity ™™

la T2 58.0 152.9 12.0 - 8.4 Severe
T3 10.0 57.4 172.6 - 14.0 No
T6 27.9 117.0 58.0 - 16.0 No
T7 11.5 224.7 27.92 - 114 No
T9 10.6 125.7 41.7 - 9.3 No
T14 88.3 56.8 43.6 8.0 - Weak
T18 23.8 81.7 62.4 17.4 - Weak
T20 26.8 87.7 27.5 17.1 - Weak
T40 78.2 72.75 30.1 24.8 - No

mean = SD 37.23 £ 30.0 108.5 * 54.2" 52.9 = 47.6” 16.8 £ 6.8 11.8 3.1

1b T1 14.3 19.0 14.8 - 17.1 No
T4 21.3 27.1 19.8 9.8 - Sev rec
TS 10.0 9.0 9.6 - 8.9 Weak
T8 15.6 8.3 8.0 - 8.2 No
T10 19.2 18.0 17.0 14.0 - Sev rec
T11 10.8 28.0 15.9 18.4 - Sev rec
T13 12.3 20.8 22.0 14.24 - Sev rec
T19 19.4 21.7 20.2 18.8 - Weak
T38 1.2 2.3 2.9 3.5 - Sev rec
T39 16.4 9.4 1.35 - 15.74 No

mean £ SD 14 £5.8 17.1 = 8.6 13.2*+7.6 13.1 £5.7 12.48 = 4.5

Healthy individuals: 50.18 * 39.56

These patients has been regrouped in sHLA-G high levels (1a >50 ng/ml) and low levels patients (1b, <30 ng/ml). In each subgroup, la and 1b, are included

nine and ten patients, respectively.
“p < 0.05 (Kruskal-Wallis test).

weak, less than 3A; Severe, 3A; Sev rec, several 3A.

during the first month after transplantation but not for
the remainder of the study period. One possible expla-
nation for this pattern that postsurgical stress may affect
the pattern of HLA-G transcription and thus be respon-
sible for the changes observed. However, although this is
possible, this does not appear to be the case here because
we found no correlation between the ischemia time and

200
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g w ---- Group 1b
§ 140
~ 120
Q@ 10
< 8 Healthy individuals: 60.18:39.58 |
% w0 !
“ i
2 " 1
0 % 4 - ;
pre 1 3 38 70
Weeks post-transplant
FIGURE 1 Detection of soluble human leukocyte antigen

(HLA-G) by enzyme-linked immunoabsorbent assay in the
sera of healthy controls and heart transplant patients. In sera
we can distinguish two groups of patients; those with levels
below 30 ng/ml after transplantation (Group 1b) and those
with levels higher than 50 ng/ml after transplantation (Group
la).

the sSHLA-G levels during the first days after transplan-
tation (data not shown).

Comparing the sHLA-G levels found in this study
with the degree of acute rejection episodes, it was inter-
esting to note that 50% of the patients with low levels of
sHLA-G also presented recurrent severe rejection epi-
sodes, whereas patients who expressed high levels of
sHLA-G did not present any recurrent severe rejection
episodes. These results demonstrate an inverse relation-
ship between sHLA-G levels and recurrent severe rejec-
tion and suggest that high levels of SHLA-G in serum
(>50 ng/ml during the first month) predispose heart
transplant patients to better graft acceptance.

On the other hand, the rise in sHLA-G levels during
the first month following heart transplant is probably
related to the immunosuppression therapy, which is ad-
ministered intensively during this period to avoid acute
rejection (Figure 1). The effect of therapy on sHLA-G
levels (Figure 3) helps to prolong allo-graft acceptance,
leading to a donor-specific tolerance by the host to the
cardiac transplant because of sHLA-G functions. Based
on the demonstration by Lila et #/. {14} that sHLA-G can
be secreted by alloreactive CD4 ™ T cells, it is reasonable
to speculate that the rise in sHLA-G observed in the sera
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FIGURE 2 Detection of soluble human leukocyte antigen
(HLA-G) ELISA in the sera of heart transplant patients from
group 2, during the first month post-transplant and on the day
before transplantation (pre). Patients [T21 (®), T24 (#), T26
(X), T27 (), T30 (A}

of heart transplant patients could be produced by CD4™
allo-reactive T cells.

However, the molecular basis of the functions of
sHLA-G in heart transplant patients is not known, al-
though it may be contributed to by the capacity of
HLA-G to induce the differentiation of CD4" T cells
into suppressive cells {11} and inhibit allo-cytotoxic T
lymphocyte responses {13]. This molecule also protects
cells against NK lysis and modulates cytokine secretion
{12, 19, 20}. Furthermore, these functions are based on
the capacity of sHLA-G to be recognized by certain
inhibitory receptors such as KIR2DL4 expressed on NK
and certain T cells and ILT-2 and ILT-4 expressed on
monocytes, dendritic cells, and certain NK cells
[21-23}].

Our data suggest that the immunosuppressors may be
directly responsible for the upregulated expression of the
tolerogenic molecule sHLA-G following heart transplan-
tation. It is interesting that the immunosuppressive
treatment is able to raise the level of sHLA-G, but not
sHLA-I, within the time indicated. This could be inter-
preted as the sSHLA-G changes being specifically for this
molecule.

Although 2 hours after the administration of the im-
munosuppressive drugs seem to be a very short time to
observe changes, it is notable that at this time significative
changes in IL-2 production and calcineurin activity inhi-
bition have been observed in transplanted patients {24]. As
the immunosuppressive treatment consisted of a combina-
tion of corticosteroids, mycophenolate mofetil, and cyclo-
sporine or tacrolimus, the precise identification of which
immunosuppressor agents are responsible for the rise in
HLA-G levels and their relevance in clinical transplanta-
tion requires further analysis. In this respect, the glucocor-
ticoids that enhance the level of HLA-G transcripts in
trophoblast cells {251 may participate in this phenomenon.
No data are available on the effect of the calcineurin
inhibitors (CsA, FK506) or MMF in sHLA-G levels.

sHLA-G seems to be involved in the induction of
tolerance, and several studies have shown that
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FIGURE 3 Effect of immunosuppressive treatment on
sHLA-G serum levels. A significant increase in sHLA-G in
serum was observed (p < 0.01, Student’s #-test) 2 hours after
administration of immunosuppressive dose (C2), compared
with predose levels (Co). Patients {T21 (®), T22 (O), T23 (@),
T24 (a), T25 (-), T26 (X), T27 (<), T28 (D), T29 (#), T30
(A), T31 (+), T32 (), T33 (+), T35 (-), T36 (%), T37 (s)1.

CD4"CD25" regulatory cells play a role in transplan-
tation tolerance by actively suppressing alloreactive T-
cell responses [26]. The fact that there is a decrease in the
number of CD4"CD25™" T cells in peripheral blood after
liver transplantation associated with immunosuppression
[271 suggests that the increased expression of sHLA-G
upregulated by immunosuppressors drugs could be a
compensation mechanism, suppressing allo-reactive T-
cell responses and inducing transplantation tolerance,
that was broken down due to the decrease in
CD4"CD25™" regulatory T cells.

Previous studies in trophoblasts, monocytes {28}, cu-
taneous lymphomas {291, and ulcerative colitis have
demonstrated that HLA-G can be induced by IL-10 [30}.
In our study, it is conceivable that HLA-G expression
following heart transplantation reflects a downregulation
of the immune response to the graft, in addition to the
production of IL-10. Finally, however, we do not know
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FIGURE 4 (A) Levels of soluble HLA-I and sHLA-G mea-

sured in sera of heart transplant patients from Group 2 at 2
hours after the immunosuppressive dose (C2) and predose (CO).
(B) Correlation between the levels of sHLA-I and sHLA-G
obtained in sera of heart-transplant patients from Group 2.
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the causes of differential expression of HLA-G in the
different heart-transplanted individuals. This may be
related to different factors, such as HLA-G polymor-
phism [31} and/or the differential susceptibility of the
patients to the immunosuppressive treatment.

In summary, this study demonstrates for the first time
an association between a rise in sSHLA-G levels and the
administration of immunosuppressive drugs in heart
transplant patients. This suggests that the sSHLA-G mol-
ecule may participate in the induction of certain levels of
immunological tolerance in the host, complementing the
action of the immunosuppressive treatment on the im-
mune system. Further studies are required to improve
our understanding of the possible implication of
sHLA-G in the development of heart transplant patients.
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Abstract

The aim of this study was to further determine the immediate influence, over a 12-h period, after the initiation of daily immunosuppressive
treatment on the serum levels of SHLA-G in heart transplant patients during the post-transplant period (1 month). It was found that there are two
patterns of patients in term of the changes observed in their levels of sHLA-G in response to the immunosuppressive treatment. One group (group A)
showed no changes on sHLA-G while the other group (group B) a significant rise in sHLA-G levels was observed at 2 to 4 h post dose. Interestingly, it
was observed that the patients in group B have better prognosis of acceptance of the heart graft than those of group A. On the other hand it was found
that the patients with high levels of SHLA-G (77.3+34.8 ng/ml) in pre-transplant sera have a better prognosis of acceptance of the heart graft than
those with low sHLA-G levels (9.7+7.1 ng/ml). In conclusion, both the intensity of changes of sHLA-G levels induced by immunosuppression and
basal levels in pre-transplant could be used in the monitoring of the immunosuppression as well as the heart transplant evolution.

© 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: sHLA-G; Heart transplantation; Cyclosporine; Tolerance; Immunosuppressive treatment

1. Introduction

HLA-G is a no classical major histocompatibility complex
class I molecule that immunoregulates effector cells following
organ transplantation [1]. Four membrane-bound (HLA-GI,
-G2, -G3 and -G4) and three soluble HLA-G (HLA-GS5 to -G7)
isoforms have been described [2,3]. HLA-G inhibits immune
cellular function by interacting with its receptors, KIR2DLA4,

Abbreviations: sHLA-G, Soluble human leukocyte antigen-G; MMF,
Mycophenolate mofetil; APC, Antigen-presenting cells; CsA, Cyclosporine
A; MP, Methylprednisolone; AUC, Area under the concentration-time curve;
FK506, Tacrolimus.
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ILT-2 and ILT-4 [4,5] which are expressed on NK cells and
certain CD4 and CD8 T cells.

Greater levels of HLA-G seem to be associated with better
graft acceptance [6—S8]. This is probably related to the ability of
HLA-G to suppress CD4+ T cell proliferation in response to
allogenic stimulation [9,10] and to inhibit both NK cell-and
CD8+ T cell-mediated cytolysis [11].

Our group has already shown that high levels of sSHLA-G in
heart transplantation patients are related to a low incidence of
acute rejection episodes, confirming previous results obtained
by Lila and colleagues [6,12]. Also in the context of heart
transplantation, we have demonstrated for the first time the
influence of immunosuppressive therapy which rises levels of
SHLA-G 2 h after the treatment administration [13], suggesting
that post-transplantation therapy could induce sHLA-G and
consequently certain level of immunological tolerance.

Immunosuppression following transplantation is a key to the
survival of both allograft and heart transplanted patients. Correct


mailto:fi1pemaj@uco.es
http://dx.doi.org/10.1016/j.trim.2006.09.009

J. Luque et al. / Transplant Immunology 17 (2006) 70-73 71

Table 1

Characteristics of the heart transplanted patients

Patients Treatment Cause of transplant Age Sex Renal dysfunction
T1 CsA, MMF, MP. DCM 57 M No
T2 CsA, Eve, MP. DCM 51 F No
T3 CsA, MMF, MP. IM 40 M Yes
T4 CsA, MMF, MP. M 49 M Yes
T5 CsA, MMF, MP. DCM 41 M No
T6 FK506, MMF, MP. IDCM 16 M No
T7 CsA, Eve, MP. IDCM 30 M No
T8 CsA, Eve, MP. DCM 52 F No
T9 CsA, MMF, MP. IDCM 60 M No
T10 CsA, Eve, MP. M 52 F No
T11 CsA, MMF, MP DCM 50 M No
T12 CsA, MMF, MP IDCM 38 M Yes

IM, Ischemic cardiomyopathy; IDCM, Ideopathic dilated cardiomyopathy; DCM dilatedcardiomyopathy; M/F, Male/female.

monitoring of immunosuppressive drugs administered is essential
for adequate immunosuppression and avoidance of toxicity [14],
and for have a marked influence on graft outcomes and incidence of
acute rejection episodes. Unfortunately, in clinical practice, pre-
dose monitoring via blood concentrations is often not a sufficient
guide to optimal long-term dosing of these drugs. It is of clinical
importance to individualise each patient’s response to drug therapy
in order to obtain the best balance between therapeutic efficacy and
the incidence of side effects. The current trend in immunosuppres-
sive therapy is thus towards tailoring the therapy according to the
needs of the each patient.

2. Objective

The aim of this study was to extend our previous results by
determining the time and intensity of the changes in sHLA-G
levels after the administration of each dose of immunosuppres-
sants. We also wished to clarify whether sHLA-G is capable of
protecting against heart graft rejection and whether serum levels
of this molecule might be useful in following-up heart transplant
evolution.

""‘----r’/ \_____:__-_-c_-gd
oh 05h 1h 2h  3h 4h 6h 8h  12h
Hours post dose

Fig. 1. Serum sHLA-G levels were measured by ELISA after administration of
the daily dose of immunosuppressants. Each patient is represented by individual
line. Two groups of patients can be distinguished in terms of sSHLA-G levels;
Group A, in which no changes were observed (Fig. 1.A) and group B, in which a
significant sHLA-G increment could be seen (Fig. 1.B).

3. Methods and patients
3.1. Patients

Twelve heart transplant patients were the subjects of this study (Table 1).
Soluble HLA-G was followed up once before transplantation and after daily
immunosuppressive therapy in the first month post-transplant. Blood samples
were obtained in the course of routine procedures and collected in tubes
containing EDTA. Serum samples were stored at —80 °C until determination.
All subjects gave their informed consent under the auspices of the appropriate
Hospital Research and Ethics Committee.

The occurrence and severity of acute rejection (within a period of 3 months
after the transplant operation), was assessed according to the norms of the
International Society for Heart and Lung Transplantation (ISHLT), defined as
recurrent acute rejection (several episodes grade >3 A) and severe rejection

Table 2
Pharmacological profile, sHLA-G levels and acute rejection episodes in heart
transplanted patients

Patients AUC Clearance Cmax sHLA-G  Acute
CsA rate CsA (ng/ml) rejection
Group TI1 6325.2 24.035 1115 3.5 Severe
A T2 4778.3 31.392 1326 20.7 Rec sev’
T3 7051.6 24.817 1188 68.9 No
T4 5078.81 29.535 1128 8.6 Rec sev’
T5 4375.86 42.773 995 100.1 No
T9 5764.22 30.307 1115 12.3 No
T10 6801.6 18.378 1485 3.5 Rec sev’
mean 5739 28.78 1193 31.1
SD 1033 7.6 162 38
Group  T6* 83.42 35.960 13.1 80.3 No
B T7 2492.71 30.088 1203 59.6 No
T8 7044.8 35.487 1077 39.74 No
T11 - - - 52.3 No
T12 10,557.41  21.310 1841 142.4 Severe
mean 6698 28.9 1373 74.8
SD 4011%* 7.1%* 409**  40.56

Patients who do not respond (group A) and respond (group B) increasing the
SHLA-G levels after immunosuppressive therapy. AUC, ng_h/ml. Clearance
rate, L/h. Cmax, maximum peak of drug concentration for CsA (ng/ml) and
FK506 (ng/ml). sSHLA-G levels 1 day before transplantation and immunosup-
pressive treatment was initiated. *Recurrent severe acute rejection. *FK506
used as calcineurin inhibitor but not CsA. **Mean without taking account
FK506 value.
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(only one episode grade >3 A). Renal function was considered to be normal
with a serum creatinine level up to 1.5 mg/dl, as monitored according to standard
laboratory methods.

3.2. Immunosuppressive therapy and pharmacokinetic analysis

The immunosuppressive treatment consisted of cyclosporine (CsA) or
tacrolimus (FK506), methylprednisolone (MP) and mycophenolate mofetil
(MMF) or Everolimus (Eve). The immunosuppressive therapy dosage of these
patients is fully described in an earlier publication [15]. The true exposure to the
drugs was determined by the Area Under the concentration-time Curve (AUC)
which is known as a marker of total immunosuppressive therapy exposure,
previously published [15]. In brief, the linear trapezoidal rule was used to
calculate the AUC from 0 h to 12 h. Blood samples for the full AUC (_;, were
drawn predose and at 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, and 12 h after the morning dose, when
steady state was reached (after 3 d on the same dose of CsA). The CsA blood
levels were measured by the AXSYM cyclosporine assay (based on fluorescence
polarization immunoassay [FPIA] technology). The lower detection limit was
9.8 ng/mL, and the coefficients of variation were 10% at 70 ng/mL (n=250),
5.3% at 300 ng/mL (n=250), and 7.1% at 600 ng/mL (n=230). Blood levels of
FK506 were measured by the MEIA immunoassay and analyzed by IMx
(Abbott. IL, USA).

3.3. Soluble HLA-G analyses

Soluble HLA-G levels were measured by ELISA using the sHLA-G-Kit
(Exbio, Czech Republic). Optical densities were measured at 450 nm (SLT,
Spectra II, Austria) and sHLA-G concentrations were determined from the
optical density value according to standard curves.

3.4. Statistics

Data are reported as means+SD. Significant mean differences between
patients were determined by Student’s # test and p<0.05 was considered as
indicative of significance.

4. Results

Serum levels of sHLA-G from heart transplant patients were
analyzed over a period of 12 h after a single daily administration of
immunosuppressive drugs. It was found two patterns of patients in
terms of the changes observed in their sHLA-G levels in response to the
immunosuppressive treatment. One group (group A) displayed stable
low sHLA-G levels (Fig. 1A) in whom no changes were observed,
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Fig. 2. Serum sHLA-G levels were measured by ELISA 1 day before patients
received the heart transplant. Each point represents an individual sHLA-G value
and the mean values represented by a line. These patients were classified
according the presence or absence of recurrent acute heart rejection episodes.

while the other group (group B) presented a significant rise in sHLA-G,
which rose to twice the basal levels in the interval from 2 to 4 h post
dose, falling again to the basal levels at 10 h post dose (Fig. 1B).

Interestingly, none of the group B patients presented recurrent acute
rejection episodes, while 42.8% of the members of group A (Table 2),
presented recurrent acute rejection during the first 3 months after
transplantation, the whole period analyzed in this study.

sHLA-G was also measured as a control parameter in the patients
before they received the heart transplants and before the immunosup-
pressant treatment commenced. It was found that patients can be
grouped in those who present high (77.3+34.8 ng/ml) or low (9.7+
7.1 ng/ml) levels of sHLA-G (Fig. 2). Interestingly, when the
relationship between the sHLA-G levels and heart rejection episodes
in these patients was analyzed, it was found that only one patient with
high serum sHLA-G levels presented recurrent acute rejection, while
60% of the patients with low levels of sSHLA-G showed recurrent acute
rejection episodes (Table 2 and Fig. 2).

5. Discussion

Recent studies have opened up new perspectives on HLA-G in
solid organ transplantation [16]. Lila et al. [12] and others,
including our group [13], have demonstrated an association bet-
ween high levels of soluble HLA-G after heart transplantation and
a lower frequency of graft rejection episodes. This association is
probably related to the capacity of sSHLA-G to induce tolerance by
modulating the immune system response [1].

The objective of this study was to analyze the influence of
immunosuppressive therapy on serum sHLA-G levels during the
first month post-transplant. In this period, where immunosup-
pressive therapy aims essentially at graft survival, our results not
only corroborate previous data demonstrating that immunosup-
pressive therapy is capable of increasing the levels of sHLA-G in
certain cases as 2 h after the drug administration [13], but also
extends that observation to a longer period of time, from0to 12 h
post-dose. The increment in sSHLA-G we observed, in the present
work, lasted from 2 to 5 h post-dose (Fig. 1).

We do not know the direct cause of the increment in sHLA-G.
No differences in the mean of CsA absortion measured was
found between the two groups, A (AUC=5739 ng h/ml) and B
(AUC=6698 ng h/ml), however as the peak of sHLA-G
observed in group B of patients overlaps (in time) with the
maximum blood concentrations of calcineurin inhibitors, we
cannot discard an association between serum sHLA-G levels and
individual predisposition to these drugs. Due to the erratic
absorption profile of MMF, we cannot obtain any conclusion
about the effect over HLA-G levels of this drug. Nevertheless, as
corticoids are capable of raising SHLA-G levels in vitro [17],
these components seem to be involved in the sHLA-G changes
observed.

We also observed that all patients who presented high pre-
transplant levels of sSHLA-G were able to maintain these levels
in the post-transplant period, when the immunosuppressive
treatment has been implemented. Interestingly enough, these
patients did not present recurrent acute rejection, even when
therapeutic levels of calcineurin inhibitors (CsA or FK5006)
were not reached. This suggests that these patients can be
treated with smaller doses of calcineurin inhibitors.
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The results suggested a more favourable outcome of cardiac
transplantation in patients who present high levels of sHLA-G
before they receive the transplants and before daily doses of
immunosuppressive agents commence. This is the first report of
such data, which are in line with previous observations of our
group [13] and of Lila et al. [6], indicating that high levels of
sHLA-G are associated with better graft acceptance. This
phenomenon may be attributable to a direct effect of SHLA-G
following transplantation, and may be partially explained by the
results recently obtained by Le Rond et al. [18], who showed
that certain sHLA-G are able to induce new populations of
regulatory/suppressive T cells in vitro.

The above findings thus permit us to suggest that measurements
of soluble HLA-G serum levels in pre-transplant and after
immunosuppressive treatment during the early post-transplant
period could be used to monitor transplant patients, providing early
predictive information on the prognosis of the graft. In any case,
further studies are required in order to improve our understanding
of the possible implication of SHLA-G in the outcome of heart
transplant patients and the potential application of this molecule in
the follow-up of heart transplants.
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