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1. RESUMEN







La consolidacién del ensayo single antigen beads (SAB-
panlgG) como método para la deteccion de anticuerpos frente a antigenos
leucocitarios humanos (HLA), sin duda ha mejorado las expectativas de éxito
en el trasplante de drganos solidos. Paraddjicamente, su alta sensibilidad
para la deteccion de anticuerpos ha limitado seriamente las opciones de
trasplante de una importante parte de la poblacién que se encuentra
sensibilizada frente a moléculas HLA. La actual estratificacién del riesgo
inmunoldgico en base a la presencia de un anticuerpo detectado por el
ensayo SAB-panlgG, hace dificil encontrar donantes idoneos para estos
pacientes, hecho que prolonga excesivamente su tiempo de permanencia en
lista de espera. Una reciente modificacion del ensayo estandar SAB-panlgG
nos permite detectar Unicamente aquellos anticuerpos capaces de activar la
via del complemento (ensayo SAB-C1q), los cuales, a priori, son mas
relevantes desde el punto de vista clinico. No obstante, la utilidad del
ensayo SAB-Clq para estratificar el riesgo inmunoldgico de un anticuerpo
preformado es un tema que, a dia de hoy, suscita debate entre la
comunidad cientifica.

El objetivo principal de este trabajo fue evaluar el impacto
de la capacidad de unir Clg de los anticuerpos anti-HLA especificos de
donante (DSA) sobre la supervivencia del aloinjerto renal.

Evaluamos retrospectivamente en muestras
de suero pre-trasplante, pertenecientes a 389 pacientes trasplantados de
rifidn en el Hospital Universitario Reina Sofia entre los afios 1995-2009, la
presencia de DSA y su capacidad de fijar C1g mediante los ensayos SAB-
panlgG y SAB-Clqg, respectivamente. Analizamos la supervivencia del
aloinjerto renal en la poblacién a los 7 afios post-trasplante en funcién de su
estatus de anticuerpos. El fallo de aloinjerto, definido como retorno a
dialisis, fue considerado como evento de interés. Evaluamos el valor
predictivo de fallo renal de multiples variables clinicas e inmunoldgicas y
establecimos un modelo de regresién de Cox multivariante para determinar
el riesgo ajustado de pérdida de injerto en presencia de DSA y de su
capacidad de unioén por Clg.

Nuestro estudio reveld que los pacientes con DSA
preformados capaces de fijar Clqg presentaron la tasa de supervivencia del
aloinjerto renal mas baja de la poblacién estudiada (40,7%), siendo



significativamente menor a la de pacientes con DSA incapaces de fijar Clq
(73,4%; p=0,001) y a la de pacientes sin DSA previos al trasplante (79,1%;
p<0,001). Mientras, la supervivencia del aloinjerto fue similar entre
pacientes con DSA preformados Clg negativos y pacientes sin DSA
(p=0,403). Llama la atencién que entre la poblacién cuyo DSA tuvo un valor
de intensidad de fluorescencia media elevado (>10.000, n=46), el aloinjerto
de aquellos pacientes en los que dicho DSA fue ademads capaz de fijar Clq
mostré una peor supervivencia (38,4% vs. 68,9%; p=0,041). Finalmente,
nuestro modelo predictivo multivariante determind que Unicamente la
presencia de DSA capaces de unir Clqg (HR 4,012; IC 95% 2,326-6,919;
p<0,001), y no la de aquellos DSA incapaces de unir Clg (HR 1,389; IC 95%
0,784-2,461; p=0,260), constituye un factor predictivo independiente de
riesgo de fallo renal, tras estratificar la poblacion con DSA en funcién de su
capacidad de unir C1qg y ajustar el modelo por otros factores predictivos pre-
trasplante como: i) la edad del donante, ii) el tiempo de isquemia fria vy iii)
las incompatibilidades HLA-DR entre donante y receptor.

La caracterizacion de antigenos inaceptables de acuerdo
al ensayo SAB-Clqg podria mejorar la actual estratificacién del riesgo de
pérdida de aloinjerto basada, fundamentalmente, en la presencia de
anticuerpos definidos por SAB-panlgG. Este hecho aumentaria la limitada
oferta de érganos que, a dia de hoy, presentan los pacientes sensibilizados
frente a moléculas HLA, muchos de los cuales mueren a la espera de recibir
un o6rgano adecuado. Este nuevo algoritmo, que podria ser extendido a
cualquier érgano soélido, podria reducir el tiempo de estos pacientes en lista
de espera, lo que supondria, sin duda, una mejora sustancial en su calidad
de vida, en muchos casos mermada por la mala condicién clinica asociada a
una permanencia prolongada en dialisis.



2. ABSTRACT







The consolidation of the single antigen beads (SAB-
panlgG) assay as the main standardized method to detect preformed
antibodies against anti-human leukocyte antigens (HLA) has undoubtedly
improved solid-organ transplantation success. However, its high sensitivity
for the detection of anti-HLA antibodies has seriously limited the possibilities
of allograft allocation for those patients sensitized to HLA molecules. The
current stratification of the immunological risk according to the presence of
antibodies detected by SAB-panlgG hampers the search for a suitable donor
for these patients, excessively prolonging their waiting time. A recent
modification of the standardized SAB-panlgG assay allows us to detect only
those antibodies capable of activating the complement cascade (SAB-Clq
assay), which are a priori more clinically relevant. Nevertheless, the clinical
usefulness of SAB-C1q assay to stratify the immunological risk of a particular
preformed antibody-specificity and determine the unacceptable HLA
mismatches is currently under discussion.

The aim of this study was to evaluate the impact of the
ability to bind Clq of donor-specific anti-HLA antibodies (DSA) on kidney
allograft survival.

We retrospectively evaluated in pre-
transplantation serum samples belonging to 389 single-kidney transplanted
patients at Reina Sofia University Hospital between 1995-2009, the
presence of DSA and their Clg-binding ability, using SAB-panigG and SAB-
Clq assays, respectively. We analyzed kidney-allograft survival up to 7 years
according to the presence/absence of DSA and their ability to bind Clg.
Allograft loss, defined as return to dialysis, was considered the event of
interest. Furthermore, we evaluated the predictive value of allograft failure
of multiple clinical and immunological variables and we designed a Cox
multivariate regression model to predict the adjusted-risk of allograft loss in
the presence of DSA and their C1g-binding ability.

Our study revealed that recipients with preformed Clg-
binding DSA showed the lowest allograft survival rate up to 7 years (40.7%)
compared to patients with preformed non-Clg-binding DSA (73.4%;
p=0.001) and without DSA (79.1%; p<0.001). Allograft survival rate was
similar between patients with preformed non-Cl1g-binding DSA and patients
without preformed DSA (p=0.403). Interestingly, among the transplanted



population with high-mean fluorescence intensity DSA (210,000; n=46),
those patients whose DSA were further capable of binding Clg showed a
poorer allograft outcome (38.4 vs. 68.9%;, p=0.041). Moreover, our
multivariate predictive model for assessing the risk of allograft loss
determined that only the presence of Clg-binding DSA (HR 4.012; Cl 95%
2.326-6.919; p<0.001) but not of non-Clg-binding DSA (HR 1.389; Cl 95%
0.784-2.461; p=0.260) remained an independent predictor after stratifying
the DSA population according to the Clg-binding ability and adjusting the
model for other pre-transplantation predictive factors including donor age,
cold-ischemia time, and HLA-DR mismatches.

The definition of unacceptable mismatches according
to SAB-Clqg assay would improve the current risk stratification of allograft
loss, which is essentially based on the presence of antibodies predefined by
SAB-panlgG assay. This improved risk stratification would expand the limited
allograft allocation that patients pre-sensitized to HLA molecules are
currently exposed to, many of whom die while waiting for a suitable donor.
This new algorithm, which could be implemented to other solid-organ
transplants, would shorten the waiting times of these highly sensitized
patients, so considerably improving their quality of life.
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LA ENFERMEDAD RENAL CRONICA Y EL TRASPLANTE RENAL

La enfermedad renal crénica (ERC) engloba un conjunto de enfermedades
heterogéneas que afectan de manera irreversible a la estructura y funcién renal (1). La
definicién y clasificacién de la ERC ha evolucionado a lo largo del tiempo. Actualmente,
las guias internacionales (National Kidney Foundation, NKF y Kidney Disease Outcomes
Quality Initiative, KDOQI) definen esta condicion como una disminucién de la funcién
renal con un filtrado glomerular inferior a 60 mL/min/1.73m? y/o la aparicién de
determinados marcadores de dafio renal (albuminuria, sedimento urinario anormal,
alteraciones electroliticas debidas a un desorden tubular, anomalias estructurales o
histoldgicas e historia de trasplante renal) durante al menos tres meses,

independientemente de la causa subyacente que lo produzca (Tabla 1) (2).

Tabla 1. Prondstico de ocurrencia de ERC segun valores de filtrado glomerular y albuminuria. Adaptado de
Levey y Coresh (1). Chronic kidney disease. Lancet. 2012; 379:165-180.
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La alta incidencia y prevalencia de la ERC, se estima que 12 de cada 100.000
personas padecen ERC, tasa que podria aumentar hasta 14 de cada 100.000 en el afio
2030, su morbimortalidad y el coste econdmico que supone a los sistemas publicos de
salud hacen que sea un problema sanitario de primer orden. Particularmente, en
Espafia aproximadamente 4 millones de personas padecen ERC (dato tomado del
Documento Marco sobre Enfermedad Renal Crénica (ERC) dentro de la Estrategia de
Abordaje a la Cronicidad en el SNS. Febrero 2015. Ministerio de Sanidad Servicios
Sociales e lgualdad). La prevalencia de la ERC aumenta de forma progresiva con el
envejecimiento y con otras enfermedades como la diabetes tipo 2, la hipertension
arterial y la arteriosclerosis. La Tabla 2 muestra las causas mas frecuentes de ERC en
Espafia.

Causas mas frecuentes de ERC en Espafia (datos tomados del Registro Espafiol de Enfermos
Renales 2016).

15-44 45-64 65-74 >75
Vasculares 3,4% 19,9 % 28,5% 48,2 %
Sistémicas 140% 28,7 % 22,4% 34,9%
No filiadas 10,3 % 27,2 % 28,1% 34,4 %
Otras 7,5% 28,8 % 30,5 % 332 %
Diabetes mellitus 6,4 % 32,7% 33,2% 27,7 %
PNC/NIC 15,6 % 33,7% 251% 25,7 %
Glomerulonefritis 18,3 % 42,9 % 20,0% 18,8 %
Enfermedad poliquistica 14,8 % 59,3 % 15,7 % 10,3 %
Otras hereditarias/congénitas 42,2 % 34,9 % 17,4 % 5,5 %

La manifestacion mas avanzada de la ERC es la insuficiencia renal cronica
terminal, haciéndose necesario un tratamiento renal sustitutivo (TRS) de la funcién

renal mediante hemodialisis, didlisis peritoneal o trasplante renal. Se estima que el TRS



consume entre el 2,5% y el 3% del presupuesto del Sistema Nacional de Salud y mas del
4% de atencidon especializada. El coste medio anual por paciente tratado con
hemodialisis es de mds de 46.000 € y de mds de 30.000 € en dialisis peritoneal (3). De
las tres posibles opciones, el trasplante renal es el que permite una mejor supervivencia

y un menor coste econémico (4, 5).

El Hospital Universitario Reina Sofia posee una amplia experiencia en la
implementacién de tratamientos renales sustitutivos, y particularmente en la
realizacion del trasplante renal, habiéndose llevado a cabo mas de 1.600 trasplantes
renales (dato tomado del Registro de Trasplantes de la UGC de Nefrologia del Hospital
Universitario Reina Sofia) desde 1979, afio del primer trasplante renal realizado en
Cordoba (6). El perfeccionamiento de las técnicas quirurgicas, junto con el desarrollo de
farmacos inmunosupresores cada vez mas eficaces, ha permitido que este
procedimiento se convierta en poco tiempo en una terapia consolidada con muy
buenos resultados. No obstante, la respuesta inmune del receptor frente a su aloinjerto

sigue siendo una de las principales limitaciones del trasplante a corto y largo plazo.

Jean Dausset y cols. describieron por primera vez el Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (MHC) como un locus genético cuyos productos eran responsables
del rechazo agudo de aloinjertos tisulares (7). Dado que fue descubierto en la superficie
de los gldbulos blancos (leucocitos), los primeros productos de los genes MHC humanos
se conocieron como antigenos leucocitarios y es por ello por lo que el MHC humano se

conoce también como HLA, por sus siglas en inglés (Human Leukocyte Antigen).

El MHC constituye la regién gendmica mds relevante con respecto a la infeccién
o la autoinmunidad, jugando un papel crucial en la regulacién de la respuesta inmune
innata y adaptativa. Su mapa genético extendido (Figura 1) abarca una amplia region de

7,6 MB localizada en el brazo corto de cromosoma 6 y estd conformada por varias



¥

regiones génicas que desde el telémero hacia el centrémero son definidas como: la
subregion extendida de Clase | (3,9 MB), la subregion clasica de Clase | (1,9 MB), la
subregion clasica de Clase Il (0,7 MB), la subregién cldsica de Clase Il (0,9 MB) vy la
subregion de Clase Il extendida (0,2 MB) (8).

Dentro de todo este complejo mapa genético, en las subregiones de Clase | y Il
clasicas se localizan los genes mas importantes desde un punto de vista inmunoldégico,
incluyendo los genes HLA cldsicos, un grupo génico heterogéneo, de expresion
codominante y altamente polimérfico, cuyos productos son las proteinas HLA Clase | y Il
clasicas implicadas en la presentacion antigénica, hecho que permite al sistema inmune

a través de las células T, discernir lo propio de lo ajeno.

No obstante en estas subregiones también encontramos: i) genes que codifican
proteinas HLA no cldsicas de Clase | (HLA F, G o E), cuya funcidén no ha sido definida con
exactitud aunque algunas de ellas como el HLA-G parece estar involucrada en
fendmenos de tolerancia inmunoldégica, existiendo formas HLA-G solubles cuya utilidad
se ha postulado como herramienta para prevenir el rechazo en el trasplante de drganos
sélidos (9); ii) genes MIC (MHC Class | chain related), cuyos productos, ligandos del
receptor activador de células asesinas naturales (NK) NKG2D, juegan un papel
destacado en respuestas antivirales y antitumorales (10) y iii) genes no clasicos de Clase
[, como el HLA-DM, involucrados en el procesamiento antigénico por la via endosomal.
Finalmente, en la subregion clasica de Clase Il podemos encontrar genes de proteinas
de choque térmico, citoquinas (TNF) o factores del sistema del complemento (C2, C4),

con una importante funcién en el mantenimiento de la homeostasis.
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Figura 1. Mapa genético del MHC humano. Tomado de Horton y cols. (8) Gene map of the
extended human MHC. Nat Rev Genet. 2004; 5: 889-899.

Las moléculas HLA clasicas son proteinas glicosiladas localizadas en la
membrana plasmatica que se dividen en dos grandes grupos dependiendo del origen
del péptido que van a exponer. Las moléculas HLA de Clase |, combinadas con B,

microglobulina, unen péptidos procedentes del catabolismo proteico enddgeno que
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tiene lugar en el proteasoma, mientras las de Clase Il exponen péptidos derivados de
proteinas captadas del exterior, procesadas por la via endosomal (Figura 2) (11). Los
genes de los loci HLA-A, HLA-B y HLA-Cw codifican las moléculas HLA de Clase | clasicas
y son expresados en todas las células nucleadas. Los genes de los loci HLA-DR, HLA-DP'y
HLA-DQ codifican moléculas HLA de Clase Il que son expresadas fundamentalmente en
células presentadoras de antigenos (CPA) profesionales (linfocitos B, macréfagos vy
células dendriticas) pudiendo, no obstante, su expresién ser inducida por y interferén
en otros linajes celulares, como por ejemplo en células endoteliales durante una

respuesta inflamatoria (12).
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Figura 2. Vias de presentacién antigénica de las moléculas MHC de Clase | y Il. Tomado
de Kobayashi y van den Elsen (13) NLRC5: a key regulator of MHC class I-dependent
immune responses. Nat Rev Immunol. 2012; 12: 813-820.

Sin duda la caracteristica fundamental del HLA es su elevado polimorfismo,
existiendo en la poblacion una gran cantidad de variantes alélicas para cada locus y

siendo concretamente el HLA-B, el gen humano mas polimérfico conocido. A dia de hoy
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se han descrito 3.192 alelos del gen HLA-A, 3.977 alelos del gen HLA-B, 2.740 del HLA-
Cw, 1.764 alelos del HLA-DRB1 y 807 para HLA-DQBI1 (14). Este polimorfismo extremo
hace que el HLA de un individuo sea prdcticamente Unico, usandose, la tipificacién
genética HLA, como herramienta forense o en estudios de paternidad. Los diferentes
alelos codifican proteinas que difieren estructuralmente en su lugar de anclaje al
péptido (15), lo que provoca diferencias especificas de ligamiento entre los péptidos
por los distintos alelos HLA. Este hecho podria considerarse como una respuesta
evolutiva para optimizar la proteccion de los organismos vertebrados frente a un
ambiente hostil, dotando al sistema inmune de una capacidad de reconocimiento
antigénico practicamente ilimitada. Por otra parte, las marcadas diferencias
interindividuales en la respuesta frente a antigenos extrafios o la susceptibilidad a
determinadas patologias también pueden explicarse en base al polimorfismo HLA. Por
ultimo, esta extraordinaria variabilidad genética de las moléculas HLA en la poblacién
constituye la principal limitaciéon para el trasplante de drganos alogénicos (16). Las
diferencias polimérficas entre el HLA del donante y receptor son percibidas por el
sistema inmune de este Ultimo, el cual pondrd en marcha toda una serie de
mecanismos inmunoldégicos, fundamentalmente de naturaleza adaptativa, para intentar

eliminar al agente invasor, el aloinjerto.

El mecanismo por el cual el sistema inmune del receptor ataca al drgano
trasplantado se conoce como rechazo y puede definirse atendiendo fundamentalmente
al momento en el que se produce, siendo hiperagudo, agudo y crénico los principales
tipos de rechazo (17). No obstante, también puede ser clasificado segin los cambios
fisiopatoldgicos observados (celular-intesticial, vascular, endotelial), la severidad del
mismo, la respuesta al tratamiento (cortico-resistente), la presencia o ausencia de
disfuncion del aloinjerto (clinico o subclinico, respectivamente) y los mecanismos

inmunoldgicos implicados (celulares y humorales) (18).
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El rechazo hiperagudo es un proceso que aparece en los primeros minutos-
horas tras la reperfusion del injerto (Figura 3), causando lesiones vasculares severas,
fundamentalmente capilares, que culminan con la pérdida del rifién, el cual nunca llega
a funcionar o lo hace por escasos minutos. Se trata de una respuesta inmunoldgica
inmediata, producida como consecuencia de la existencia de anticuerpos en el receptor
frente a los antigenos HLA endoteliales del aloinjerto. Estos anticuerpos preexistentes,
producto de un proceso de alosensibilizacidn previa, pueden inducir tanto la activacion
de la cascada del complemento por la via clasica, como la estimulacién de la secrecién
del factor procoagulante de Von Willebrand por las células endoteliales, dando lugar a
la adhesidn y agregaciéon plaquetarias. Como resultado final de este conjunto de
reacciones, se produce una oclusién trombdtica intravascular que induce un proceso

isquémico irreversible (19).

El rechazo renal agudo suele aparecer después de la primera semana post-
trasplante y normalmente antes de los primeros 3 meses, si bien, un paciente puede
experimentar fenédmenos de rechazo agudo durante toda la evolucion del aloinjerto.
Actualmente, es considerado como uno de los mayores problemas del post-trasplante
temprano y su ocurrencia estd fuertemente asociada a un descenso de la supervivencia
del injerto renal, siendo el factor de riesgo mds importante para la aparicién de rechazo
cronico (20, 21). Su diagndstico se realiza a partir de los hallazgos histo-patoldgicos
resultantes en una biopsia, normalmente realizada en un contexto de disfuncién clinica,
y siguiendo los sistemas de clasificacion internacionales, como la clasificacién de Banff

para el rechazo del aloinjerto renal (22).
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Figura 3. Esquema representativo de los acontecimientos que se producen en el aloinjerto
trasplantado durante el rechazo hiperagudo sobre el endotelio vascular (A) y la activacion de la
cascada del complemento (B). Tomado de Thomas y cols. (19) The perfect storm: HLA antibodies,
complement, FcgammaRs, and endothelium in transplant rejection. Trends Mol Med 2015; 5: 319-
329.

Se piensa que el rechazo renal agudo es el resultado de dos mecanismos
inmunoldgicos que pueden actuar de forma aislada o mixta: un proceso dependiente
de células T, que se corresponderia con un rechazo agudo de tipo celular y un proceso
dependiente de células B, que generaria un rechazo agudo de naturaleza humoral. Con
diferente grado de afectacién, el rechazo agudo suele ser reversible tras un ajuste
adecuado del tratamiento inmunosupresor. Asi, en el tratamiento del rechazo celular
agudo suele ser efectiva la administracién de corticoides por via intravenosa,
pudiéndose emplear terapia deplectora de linfocitos como segunda linea en caso de
fracaso, obteniéndose buenas tasas de respuesta funcional para rechazos celulares

Banff grado 1 (IA y IB) y Banff grado 2A (23). Para el tratamiento del rechazo humoral
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agudo, dirigido a eliminar el anticuerpo o impedir su desarrollo y/o accion,
procedimientos como la plasmaféresis o inmunoadsorcidén, terapias basadas en
rituximab o bortezomib, y el uso de inmunoglobulina intravenosa (IVIG), han
demostrado beneficio clinico (24). El eculizumab, un inhibidor de la escisién del
componente C5 del complemento que evita la formacion del complejo de ataque a
membrana (25), también se ha postulado como terapia para el rechazo humoral agudo,

si bien, su eficacia no ha sido demostrada.

Finalmente, el rechazo crénico se desarrolla de meses a afios después del
trasplante y engloba un conjunto de alteraciones estructurales y funcionales de
etiologia no muy bien definida, en la que parecen intervenir multiples mecanismos
tanto inmunolégicos como no inmunoldgicos que conducen a un lento y progresivo
deterioro de la funcién del injerto (26). Clinicamente la disfuncién renal crénica se
manifiesta por un aumento progresivo de la creatina y/o proteinuria. Histolégicamente
se caracteriza por la presencia de vasculopatia, consistente en una fibrosis concéntrica
de la intima arterial que puede llegar a ocluir la luz vascular, y glomerulopatia. Sin
embargo, su evolucion silente en muchos casos puede retrasar el diagndstico. Se cree
gue los mecanismos inmunoldgicos que causan rechazo crénico son consecuencia del
desarrollo de una alorreactividad antigeno-especifica mediada por células T y/o
anticuerpos. Esta alorreactividad genera un estado de inflamacion perivascular que
merma la integridad endotelial de capilares glomerulares, peritubulares asi como de
otros vasos de pequefio y mediano calibre. El dafio endotelial conduce a hipertrofia
celular, expansidon y duplicacion de la membrana basal y dafio de algunos podocitos,
con la apariencia histoldgica de glomerulopatia del trasplante (26). Se postula que el
rechazo crénico se produce por la via indirecta, después de que las células dendriticas
del donante sean reemplazadas por las del receptor dentro del 6rgano. No obstante,
los aloinjertos también pueden ser crénicamente dafiados por mecanismos no-
inmunoldgicos, como farmacos, isquemia, infecciones, la edad y el desarrollo de

enfermedades de novo o la recurrencia de enfermedades de base (27). Se sabe que los



oérganos que experimentan rechazo crénico muestran muchas de las caracteristicas
presentes en los tejidos cicatriciales, incluyendo proliferacion de fibroblastos, células
endoteliales o epiteliales y deposicion de coldgeno dentro del parénquima del érganoy

los vasos sanguineos (28).

Los dos principales mecanismos inmunoldgicos que se producen durante el
rechazo del aloinjerto engloban respuestas innatas no especificas, que predominan en
la fase temprana de la respuesta inmune, y respuestas adaptativas especificas de

donante, que resultan del reconocimiento aloantigénico por las células T del receptor.

Las respuestas inmunes innatas son consecuencia de varios eventos asociados
al procedimiento clinico del trasplante, como el dafio causado por la isquemia-
reperfusién y las infecciones, que conducen a la liberacion de DAMPs o patrones
moleculares asociados a dafio (especies reactivas de oxigeno, proteinas de choque
térmico, sulfato de heparina o fibrinégeno), y PAMPs o patrones moleculares asociados
a patdgeno (29). Inmediatamente después del trasplante, las sefiales de dafio tisular
liberadas, mediante su unién a receptores de reconocimiento de patrones o PRRs,
localizados en determinadas tipos de células hematopoyéticas como, por ejemplo,
células dendriticas, activan la transcripcion de genes de respuesta inflamatoria, lo que
induce la maduracién celular, estimulando su capacidad de presentacion antigénica e
incrementando la expresién de moléculas co-estimuladoras y la secrecién de citoquinas
proinflamatorias (30). En este contexto, las CPA maduras del donante migran a las dreas
de células T de los organos linfoides secundarios e inducen la activacion vy
diferenciacién de células T CD4"* naive alorreactivas, que se convierten en células T CD4*
efectoras. Estas células T CD4" efectoras se desplazan hacia el érgano diana donde
activan macroéfagos y granulocitos que han infiltrado al injerto en respuesta al estimulo

inflamatorio. Ademds, en el contexto proinflamatorio, las células NK desempefian



también un papel importante. Asi, por un lado producen interferén y que induce la
expresion de MHC de Clase | y Il en las células endoteliales, las cuales se tornan mas
susceptibles al ataque por células T, por otro lado, las células NK pueden ejercer un rol
efector directo causando la citdlisis de células diana del aloinjerto bajo la accién de

determinadas citoquinas inflamatorias como MCP-1y CX3CT1 (31).

El sistema del complemento lleva a cabo un papel central como mecanismo
efector de la respuesta inmune innata. Las tres vias del complemento pueden ser
activadas por DAMPs, asi como por el ambiente inflamatorio que se desarrolla durante

el dafio causado por la isquemia-reperfusion (32).

Por su parte, la respuesta inmune adaptativa aparece mas tarde y su principal
caracteristica es que es antigeno-especifica. El inicio de esta respuesta es posible
gracias a la presentacion de aloantigenos por las CPA, principalmente las células

dendriticas, y su alorreconocimiento por las células T del receptor.

El alorreconocimiento antigénico de las moléculas MHC del injerto se puede
producir por tres vias (Figura 4). En la via directa, los linfocitos del receptor reconocen
la molécula MHC intacta sobre la superficie de las CPA del donante. En un ambiente
proinflamatorio, las CPA del donante maduran y migran a los dérganos linfoides
secundarios donde contribuyen a la maduracién de las células T del receptor, inducida
por sefiales como IL-1B, TNF-a y CD40. La segunda es la via indirecta, en la que los
linfocitos del receptor reconocen las moléculas HLA del donante tras ser procesadas y
presentadas por las CPA del receptor. Dado que las células dendriticas expresan tanto
MHC de Clase | como de Clase Il, los antigenos del donante pueden ser presentados
tanto a células T CD4* como CD8". La tercera de las vias es la semi-directa, caracterizada
por la habilidad dual que presentan las CPA del receptor tanto de i) presentar el MHC
del donante de manera integra, que es adquirido por contacto célula-célula o por la
fusién a su membrana de exosomas liberados por las células del donante, como de ii)

internalizar, procesar y exponer el MHC del donante en fragmentos peptidicos anclados



a moléculas MHC autdélogas. En esta via, las células T CD4* y CD8" alorreactivas son
estimuladas a partir de que las CPA del receptor adquieran y presenten el MHC del

donante por via directa e indirecta (33, 34).

El tipo de alorreconocimiento antigénico tendra una implicacién en el tipo de
respuesta inmunitaria frente al aloinjerto (35). Asi, la presentacidén antigénica a través
de la via directa de alorreconocimiento inicia una respuesta inmune adaptativa
temprana o aguda al trasplante HLA-incompatible. No obstante, dado que el nimero de
leucocitos del donante transferidos en el aloinjerto es limitado y Unicamente
permanecen otras células, como las endoteliales, para estimular las células T por via
directa, esta respuesta disminuye con el tiempo. Por otra parte, la presentacion
antigénica por la via indirecta se puede producir mientras que el injerto permanezca in
situ y, por tanto, se convierte en la via principal de alorreconocimiento a largo plazo. El
significado de la via semi-directa en el contexto del rechazo aun no se ha dilucidado

(36).

Como consecuencia del alorreconocimiento, se presentan sefiales antigeno-
especificas a las células T a través del complejo TCR-CD3. Estas sefiales no son
suficientes para activar de forma completa a las células T naive, sino que se necesitan
moléculas co-estimuladoras como el par CD80/CD86-CD28. La molécula CD28 se
expresa constitutivamente en las células T y se une a las moléculas CD80 o CD86 sobre
la superficie de las CPA. La sefializacion a través de CD28 reduce el umbral de activacién
de la célula T, aumenta la expresion de IL-2, promueve la proliferacién de las células Ty
su resistencia a muerte celular inducida por apoptosis. Ademads, el efecto de la
sefializacion via CD28 aumenta la expresion de CD40L, otra molécula estimuladora. La
interaccion de CD40 en la superficie de las CPA con su ligando, CD40L en las células T,
activa las CPA para amplificar la activacion de las células T naive, que maduran y se

diferencian a células T efectoras CD4* y CD8".
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Figura 4. Vias de alorreconocimiento antigénico: directa, indirecta y semi-directa. Imagen tomada
de Zakrzewski y cols. (37) Overcoming immunological barriers in regenerative medicine. Nat
Biotechnol. 2014; 32: 786-794

Por su parte, las células B pueden actuar como células secretoras de
anticuerpos, pero también como CPA, dado que expresan tanto MHC de Clase | y |l,
como moléculas co-estimuladoras, incluyendo el CD40. Como CPA, las células B
interaccionan con las células T CD4* a través de su TCR y mediante las moléculas co-
estimuladoras, creando una sinapsis que permite la secrecién de citoquinas por las
células T para la activacion y diferenciacion de células B en células plasmaticas

productoras de anticuerpos (36).

Se han identificado varios mecanismos efectores por los cuales los anticuerpos
pueden causar dafio sobre el aloinjerto. Estos mecanismos (Figura 5) incluyen la
activacion del complemento, la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos

(ADCC) mediada por células NKy la activacion del endotelio (38).

39



L
’;’ Impacto de la capacidad de fijacién de C1q de los DSA J. Molina

Sin duda, de las tres vias, el complemento representa el principal mecanismo
de dafio (19, 39). Todo comienza con la uniéon de los anticuerpos a sus dianas
antigénicas, HLA y/o no-HLA, ubicadas en la superficie de las células endoteliales de la
microvasculatura del aloinjerto. Los complejos antigeno-anticuerpo se fijan a la
molécula Clqg, disparando la activacion del complemento por la via clasica, la cual, a
través de una cascada de eventos, conduce a la formacion de las convertasas de C3 y
C5 vy la subsecuente formacion del complejo de ataque a la membrana (MAC). EIl MAC
forma poros transmembrana generando un desequilibrio electrolitico que produce la
lisis de la célula. Otros componentes del complemento como C3a y C5a actlan como
guimio-atrayentes para neutrofilos y macréfagos. El C5a actla también como una
potente anafilotoxina y conduce a la formacién de edema, debido a la liberacion de

histamina por los mastocitos.

En relacion a la ADCC, las células NK a través de su receptor FcyRIIl (CD16) son
capaces de unirse a los anticuerpos, a su vez unidos a sus antigenos diana sobre el
endotelio vascular, por su regiéon Fc. La union FcyRIIl - anticuerpo (Fc) induce la
activacion de las células NK que secretan perforinas y granzimas provocando la muerte

de las células diana.

Los anticuerpos, ademds de activar la cascada del complemento, pueden
también activar directamente el endotelio vascular, especialmente la proliferacién
celular, que es particularmente importante en la patogénesis asociada al rechazo
cronico. A diferencia de la activacion de la cascada del complemento, que
fundamentalmente causa la lisis de las células endoteliales, en la activacion directa del
endotelio mediada por anticuerpos predominan el dafio endotelial sublitico y la
modificacion estructural de la microcirculacién. Histolégicamente, estos cambios se
manifiestan como una proliferacion de las células endoteliales y/o el engrosamiento,
duplicacion y multilaminacién de la membrana basal del glomérulo y los capilares

peritubulares.
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Figura 5. Mecanismos de dafio mediado por anticuerpos: activacion del complemento (a),
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) mediada por células NK (b) y activacién
del endotelio (c). Imagen tomada de Mehra NK y cols. (38) Clinical and immunological relevance of
antibodies in solid transplantation. Int J Immunogenet. 2016; 43: 351-368.

Finalmente, la produccién policlonal de anticuerpos en respuesta a los
antigenos del aloinjerto adquirird una trascendental relevancia en futuros intentos de
trasplante, una vez fracase la funcién del primer injerto. Dado el caracter lesivo de
estos anticuerpos, su presencia constituye la principal barrera para el trasplante de la

poblacién sensibilizada.

LA TEOR(A HUMORAL DEL TRASPLANTE

“La respuesta inmune al trasplante es predominantemente celular, siendo los
linfocitos los principales efectores del rechazo del aloinjerto. El papel que juegan los
anticuerpos en el rechazo humoral es incierto y prdcticamente imposible de demostrar”
(40). Asi comienza la introduccion del articulo publicado en Septiembre de 1966 por
Kissmeyer-Nielsen y cols., en el que describen la ocurrencia de dos rechazos
hiperagudos en una serie de 21 alotrasplantes renales consecutivos y donde sugieren

gue ambos fendmenos podrian estar relacionados con la preexistencia de anticuerpos
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dirigidos frente a los antigenos de los donantes. Los autores hacen hincapié en que los
sucesos de rechazo se producen en dos mujeres, de 33 y 38 afios. Ambas pacientes
habian recibido didlisis peritoneal como tratamiento renal sustitutivo durante varias
semanas antes del trasplante. A lo largo de dicho periodo recibieron, ademas, sucesivas
transfusiones de sangre completa y plasma para reemplazar la pérdida proteica
peritoneal. Curiosamente, la primera de las receptoras habia tenido cinco embarazos, la
segunda tres. Los dos trasplantes se realizaron a partir de donantes con isogrupo ABO
con respecto a las receptoras. Inmediatamente después del trasplante, ambos rifiones
adquirieron rapidamente un color, tono y temperaturas normales y se observo
secrecion de orina en los dos minutos siguientes a la apertura de la anastomosis. La
secrecion de orina continudé en un rango normal durante unos 10 minutos, pero
entonces disminuyé gradualmente y cesd transcurrida la primera hora.
Simultaneamente el rifion trasplantado perdio el tono y se puso flacido y ciandtico. La
anatomia patoldgica de ambos rifiones reveld la presencia de microtrombos en las
arteriolas y capilares glomerulares y yuxtaglomerulares, con ausencia de infiltrado
celular. Dado que los leucocitos y trombocitos son importantes en los procesos de
isoinmunizacion con trasfusiones sanguineas y/o embarazo, Kissmeyer-Nielsen y cols.
argumentaron que los antigenos renales frente a los cuales estaban dirigidos los
anticuerpos responsables del rechazo deberian encontrarse igualmente en estos tipos

celulares.

Tres afios mas tarde, concretamente en Abril de 1969, Patel y Terasaki (41),
estudiando los resultados de 226 trasplantes de rifion llevados a cabo en diferentes
centros, demostraron la fuerte asociacidn entre la presencia de anticuerpos citotoxicos
dirigidos frente a los antigenos linfocitarios del donante y un resultado positivo de la
prueba cruzada por linfocitotoxicidad dependiente de complemento, resaltando su
utilidad clinica como prueba previa al trasplante, por su valor predictivo de aparicion de
rechazo hiperagudo. De los 226 receptores estudiados, 63 tuvieron anticuerpos

preformados frente a antigenos leucocitarios. Un total de 34 de los 80 injertos (42,5%)



trasplantados a estos 63 receptores con anticuerpos preformados fueron rechazados
inmediatamente mientras que, de los 168 injertos practicados sobre 163 receptores sin
anticuerpos, sélo se rechazaron 4 (2,4%; p<0,001). Para estudiar el efecto de la prueba
cruzada (suero receptor x linfocitos del donante) los 63 receptores con anticuerpos
preformados fueron categorizados en tres grupos: aguellos con prueba cruzada positiva
(n=30), aquellos en los que no se realizd prueba cruzada (n=23) y los que tuvieron un
resultado negativo para la prueba cruzada (n=27). De los 30 aloinjertos trasplantados a
receptores con prueba cruzada positiva, 24 (80%) fallaron inmediatamente y uno (3,3%)

fue rechazado a los cuatro meses.

Treinta y cuatro afios después, Terasaki enuncid su Teoria Humoral del
Trasplante (42), considerada como uno de los dogmas centrales de |Ia
Histocompatibilidad. Multiples evidencias acumuladas a largo de décadas de
investigacion demuestran que los anticuerpos, mas concretamente aquellos dirigidos
frente a los antigenos leucocitarios humanos, juegan un papel crucial en el rechazo

(hiperagudo, agudo y crénico) de los aloinjertos trasplantados

No obstante, en la respuesta inmunolégica desarrollada frente al drgano
trasplantado se pueden generar otro tipo de anticuerpos dirigidos frente a antigenos
distintos a los HLA clasicos. Estos anticuerpos no-HLA pueden estar dirigidos frente a
dianas no-polimérficas o proteinas no-alélicas y su desarrollo puede deberse a
fendmenos de sobreexpresion durante el proceso inflamatorio en respuesta al
trasplante, o cuando determinados antigenos cripticos son expuestos al sistema
inmune como consecuencia del dafio que se produce sobre el aloinjerto. Se cree que el
microambiente dentro del injerto o el rechazo pueden romper la tolerancia humoral a
autoantigenos (43). Estos anticuerpos no-HLA pueden ser generados de novo o estar
presentes en el pre-trasplante, si bien su formacion no siempre esta vinculada a un
evento de sensibilizacién clasico (44). Asi ocurre con los anticuerpos dirigidos frente a la

cadena a del antigeno MIC o MICA, donde una mutacién A5.1 en el donante,



relacionada con el alelo MICA*008, estd asociada a un incremento en la expresién de
MICA por las células endoteliales y, por tanto, estas moléculas MICA mutadas pueden

ser diana para la formacién de anticuerpos.

Se han descrito y estudiado varios tipos de anticuerpos no-HLA. Entre ellos,
destacan los anticuerpos anti-células endoteliales, los anticuerpos anti-receptor tipo 1
de la angiotensina Il, los anticuerpos anti-receptor tipo A de la endotelina-1 o los
anticuerpos anti-MICA. Aunque su relevancia clinica no se ha definido con exactitud se
hipotetiza que estos anticuerpos junto con los anticuerpos anti-HLA cldsicos ejercen un
efecto sinérgico de dafio sobre el aloinjerto. Asi, mientras que los anticuerpos anti-HLA
producen dafio endotelial con la subsecuente exposicion de autoantigenos, una
respuesta inflamatoria inducida por anticuerpos no-HLA podria incrementar la
expresion de moléculas HLA estimulando a su vez la respuesta aloinmune. Esta
hipdtesis es apoyada por varios estudios que muestran como aqguellos pacientes con
anticuerpos anti-HLA y anticuerpos no-HLA presentan peores tasas de supervivencia del

aloinjerto en relacion a los pacientes que sélo tienen un tipo de anticuerpos (45, 46).

Los anticuerpos anti-HLA preformados representan, sin duda, una de las
principales limitaciones en el trasplante de drganos sélidos. Su aparicién es producto
fundamentalmente de un proceso de alosensibilizacién previa que, de forma cldsica,
puede producirse a través de tres vias: i) trasplante previo, ii) el embarazo vy iii)
trasfusiones sanguineas, si bien, estos anticuerpos pueden aparecer espontdaneamente
mediante procesos de sensibilizacién cruzada durante el curso de una infeccion o por
eventos proinflamatorios (47). Tras décadas de investigacion, podemos afirmar que los
anticuerpos anti-HLA preformados, y mas concretamente aquellos dirigidos
especificamente frente a los antigenos HLA del donante, en mayor o menor grado,
juegan un papel crucial en todos los tipos de rechazo descritos. Asi pues, los

anticuerpos anti-HLA preformados son responsables del rechazo hiperagudo (40, 41), y



su presencia esta fuertemente asociada al desarrollo de episodios de rechazo agudo a
corto-medio plazo (48-50) o a la aparicion de nefropatia crénica del trasplante (20). En
este contexto, la caracterizacion de las especificidades de anticuerpos anti-HLA
circulantes presentes en pacientes en lista de espera de trasplante de drgano sélido se
ha convertido en una practica clinica crucial, a fin de asegurar la correcta
compatibilidad HLA entre donante y receptor evitando el dafio que estos anticuerpos

pudieran producir sobre el aloinjerto (51).

Las técnicas para determinar la presencia de aloanticuerpos séricos han
evolucionado a largo del tiempo. Las primeras, introducidas a finales de los 60 por Patel
y Terasaki, estaban basadas en la citotoxicidad dependiente de complemento (CDC).
Considerada como uno de los métodos de referencia para la deteccion de anticuerpos
(Figura 6), los test basados en la CDC tiene un extraordinario valor en la prediccién del
rechazo temprano (41), siendo incluso hoy dia recomendada su realizacion como

prueba de compatibilidad previa al trasplante.

A modo de resumen, la prueba cruzada por CDC consiste en una primera
incubacion donde ponemos en contacto las células del donante (linfocitos T+B
obtenidos de sangre periférica, ganglio, o bazo) con el suero del posible receptor
candidato al trasplante, seguida de una segunda incubacién con complemento
purificado exdgeno. Si hay anticuerpos en suero del receptor dirigidos frente a los
antigenos leucocitarios (HLA) del donante (DSA), éstos se unirdn especificamente a
ellos. Esta unién antigeno-anticuerpo activara la via cldsica del complemento,
produciendo la lisis celular por choque osmdtico. Finalmente, las células son tefiidas
con el uso de colorantes vitales (naranja de acridina + bromuro de etidio), lo que facilita
la interpretacién de la prueba bajo un microscopio de fluorescencia, permitiéndonos
estimar el porcentaje de muerte celular ocurrido. Un resultado positivo de la prueba

cruzada (>20% de muerte) contraindica el trasplante, ya que evidencia la presencia en
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el receptor de anticuerpos citotoxicos dirigidos especificamente frente a antigenos HLA

del donante.
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Figura 6. Prueba cruzada por citotoxicidad dependiente de complemento. Aislamiento de la
fraccion de células mononucleares mediante centrifugacion en gradiente de Ficoll, adiccidn a placa
de Terasaki junto con el suero de los receptores candidatos y una fuente de complemento
exogeno e incubacién (A). Resultado de una prueba cruzada negativa (B) y de una prueba cruzada
positiva (C).

Por extension, las pruebas de linfocitotoxicidad fueron ampliamente utilizadas
convirtiéndose en la herramienta estdndar para la deteccion de anticuerpos. De
manera rutinaria, los laboratorios de histocompatibilidad cruzaban en placas de
Terasaki el suero de pacientes en lista de espera de trasplante de érgano sdélido con
lineas celulares de tipaje HLA conocido, definiendo aquellas especificidades antigénicas
para las cuales el resultado del test era positivo. Dichos antigenos HLA eran excluidos y
descartaban a un paciente para el trasplante, siempre y cuando en la tipificacién HLA
del donante, previa al trasplante, esas especificidades antigénicas estuviesen presentes.
Ilgualmente, mediante estas pruebas podemos determinar el panel de reactividad de
anticuerpos (PRA), que no es sino una estimacion del porcentaje de la poblacién frente

a la que el suero de un paciente es reactivo. El valor de PRA indica el grado de

46



sensibilizacion de un paciente e histéricamente se ha usado como factor predictivo de
rechazo, puesto que un PRA elevado suele estar asociado a un mayor riesgo de rechazo

y pérdida temprana del injerto (52-54).

En la década de los 90 surgen los primeros test de deteccion de anticuerpos en
fase sélida como el ELISA (Enzime-linked immunosorbent assay) que, al contrario que
los ensayos celulares, usan moléculas HLA solubilizadas e inmovilizadas sobre una
matriz soélida. El ELISA utiliza inmunoprecipitados de glicoproteinas HLA, a partir de
lineas celulares trasformadas con EBV, inmovilizadas en los pocillos de una microplaca.
En este ensayo afiadimos un suero problema sobre los diferentes pocillos de la
microplaca, cada uno de los cuales representa un antigeno HLA concreto. Durante la
incubacion, los anticuerpos séricos presentes se fijaran Unicamente sobre aquellos
pocillos donde se hallen sus antigenos HLA diana inmovilizados. Después, incorporamos
un anticuerpo anti-lgG marcado con una molécula reportera, como la fosfatasa alcalina,
gue se unird al anticuerpo anti-HLA primario fijado sobre la placa. Finalmente,
afiadimos un sustrato que al ser desfosforilado por la enzima producird un viraje de
color facilmente detectable en los pocillos donde la reaccion sea positiva. El ELISA, al
ser un método mas sensible que la CDC para de deteccion de anticuerpos anti-HLA, fue
ampliamente utilizado para determinar la pre- y post- sensibilizacion en el trasplante de
6rgano solido. Con la introduccion de la tecnologia Luminex esta metodologia cayd en

desuso (55).

Desarrollada hace apenas 15 afios (2003) la tecnologia Luminex supuso una
auténtica revolucion en la histocompatibilidad del trasplante y pronto se consolidaria
como método estandar para la deteccion de anticuerpos, dada su gran sensibilidad y
reproducibilidad (55). Esta tecnologia inmoviliza moléculas HLA purificadas a partir de
lineas celulares linfoblasticas sobre microesferas de poliestireno (Figura 7). Una de las
ventajas de esta tecnologia es que en un sélo pocillo desarrollamos una reaccién que

nos permite caracterizar el panel de anticuerpos de un paciente. Para ello, cada
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microesfera estd marcada con una mezcla concreta de dos fluorocromos que al ser
excitados por una luz laser a 630 nm en la plataforma Luminex emiten una sefial de
fluorescencia a 660 nm (rojo) y 730 nm (infrarrojo) respectivamente. Midiendo la
composicién de las intensidades de emisién para ambos canales, es posible identificar

de forma simultdnea hasta 100 esferas distintas combinadas con antigeno HLA Unico.
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Figura 7. Esquema del funcionamiento de la tecnologia Luminex para la deteccion de anticuerpos
anti-HLA. Modificado a partir de Chen y cols. (56) Novel Clqg assay reveals a clinically relevant
subset of human leukocyte antigen antibodies independent of immunoglobulin G strength on
single antigen beads. Hum Immunol 2011; 72: 849-858.

Luminex presenta fundamentalmente dos niveles de caracterizacién de los
anticuerpos anti-HLA presentes en el suero (Figura 8). En el primer nivel, las bolas estan
conjugadas con una mezcla de moléculas HLA (Mixed), lo que se utiliza en el cribado
inicial, es decir, en definir el estatus de anticuerpos (positivo o negativo) de un
paciente. En el segundo nivel, aquellos sueros que han resultado positivos se incuban
con un conjunto de bolas cada una de las cuales estd conjugada con un Unico antigeno
HLA de ahi el nombre de single antigen bead (SAB). Se estima que los antigenos HLA
conjugados con las bolas Luminex, representan el 99,9% de los antigenos HLA

presentes en la poblacién.
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Durante la incubacion inicial, los diferentes anticuerpos séricos se iran uniendo
a sus antigenos HLA diana presentes en cada una de las microesferas de forma
especifica. La deteccién de estos anticuerpos se consigue mediante una segunda
incubacion con un anticuerpo secundario conjugado con el fluoréforo R-ficoeritrina
(PE), dirigido especificamente frente a la fraccidon cristalizable (Fc) de la IgG humana.
Finalmente, sobre las bolas dentro de la plataforma Luminex inciden dos laseres, uno
rojo a 630 nm, que excita sus fluorocromos internos permitiendo la identificacién de
cada bola concreta con su antigeno HLA Unico asociado y otro verde a 532 nm, que
excita la ficoeritrina del anticuerpo secundario el cual estara unido al primario en caso
de que se haya producido reaccion. A partir de esta sefial de intensidad de
fluorescencia media o MFI, que expresa de forma semi-cuantitativa la fuerza relativa de

unién antigeno-anticuerpo, definimos las especificidades de anticuerpos presentes (57).

Analogamente al valor de PRA obtenido por CDC, a partir de los resultados del
ensayo por SAB-panlgG es posible realizar una estimacion virtual del porcentaje,
relativo a una poblacién aleatoria, frente a la que un suero problema resultaria positivo,
atendiendo al numero de especificidades de anticuerpos anti-HLA detectados vy la
frecuencia de dichos alelos en la poblacién (calculated panel reactive antibody o cPRA)

(58).
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Dada la sensibilidad del analisis SAB-panlgG para la deteccion de anticuerpos, la
definicion actual de los antigenos HLA inaceptables y la introduccion de la prueba
cruzada virtual (VXM) pre-trasplante, sin duda ha mejorado las perspectivas de éxito en
el trasplante, al evitar el impacto que los anticuerpos preformados, desapercibidos bajo
técnicas menos sensibles como la CDC, pudieran ejercer sobre el aloinjerto. Sin
embargo, la alta sensibilidad del ensayo ha incrementado de forma alarmante el
numero de pacientes sensibilizados en lista de espera, dificultando la asignacién de
aloinjertos para este grupo de pacientes, que ven muy limitadas sus opciones de

trasplante (59).

En este contexto, los protocolos de desensibilizacion surgieron como una
opcién para reducir los niveles de anticuerpos anti-HLA y aumentar las posibilidades de
trasplante de aquellos pacientes sensibilizados mediante la inmunomodulacién de la
respuesta inmune (60). Estas estrategias varian desde el uso de plasmaféresis o IVIG
hasta la administracién de anticuerpos monoclonales dirigidos especificamente frente a
las células CD20* o frente al factor C5 del complemento (61). A pesar de que la
desensibilizacion puede posibilitar un éxito a corto plazo del trasplante HLA
incompatible, la reduccion de las altas tasas de rechazo temprano y la disminucién
prolongada del nivel de anticuerpos representan retos aun sin resolver (62). Asi pues,
muchos de los esfuerzos actuales se focalizan en entender la verdadera patogenicidad

de los anticuerpos anti-HLA.

La relevancia clinica de los anticuerpos anti-HLA preformados identificados por
los diversos métodos de deteccion de fase solida disponibles, fundamentalmente el
SAB-panlgG, bajo un contexto de prueba cruzada por CDC negativa, ha sido
ampliamente debatida por la comunidad cientifica. Existen estudios publicados hasta la
fecha que describen resultados contradictorios, de manera que ciertos grupos no han
encontrado una correlacion clara entre la pérdida del aloinjerto trasplantado y la

presencia de DSA detectados por SAB-panlgG (63-65), mientras que otros demuestran
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la existencia de una estrecha asociacion entre la presencia de dichos anticuerpos, aun
en un contexto de CDC negativo, y un incremento en el riesgo de rechazo asi como una

disminucion en la tasa de supervivencia del aloinjerto (66-68).

Sabemos que la principal via de dafio mediada por anticuerpos se produce tras
la interaccion antigeno-anticuerpo y la activacién de la via clasica del complemento (69,
70). Dicha capacidad parece ser una propiedad fundamental del anticuerpo a la hora de
definir su valor patoldgico (39). Desde esta perspectiva, aquellos anticuerpos con
capacidad de activar la cascada del complemento, de entre todos los anticuerpos
predefinidos por SAB-panlgG (71, 72) podrian ser los mas relevantes desde un punto de

vista clinico.

Recientemente, se ha introducido una modificacidon en la estandarizada técnica
SAB-panlgG que nos permite detectar Unicamente aquella fraccién de anticuerpos anti-
HLA capaces de activar la cascada del complemento (56). El ensayo SAB-C1q (Figura 9)
consiste en incubar conjuntamente las bolas Luminex y un suero problema previamente
descomplementado (562C durante 30 min), con una fuente exégena de proteina Clq
humana purificada. Tras la unién antigeno-anticuerpo, la proteina Clqg se acoplara
sobre las especificidades de anticuerpos anti-HLA potencialmente capaces de activar la
via del complemento. Finalmente, el resultado de la reaccidn es revelado gracias a una
segunda incubacién con un anticuerpo secundario, conjugado con PE, dirigido
especificamente frente a la proteina Clg. Andlogamente al ensayo estandar cada bola
serd excitada por 2 laseres y el conjunto de sefiales emitidas definirdn tanto el nimero
de bola como su valor de MFI mediante el cual podremos caracterizar aquellas

especificidades, dentro del panel predefinido por SAB-panigG, Clq reactivas.



¥
T Impacto de la capacidad de fijacién de C1q de los DSA J. Molina

SERUM

O-3-bs-1-bs-

QX&': Autologous/Human C1q =t Non-CFAb
HLA-Ag Coated
Luminex Beads
—< CFAb o ~ Anti-hC1,
— q

Figura 9. Esquema del funcionamiento del ensayo single antigen bead (SAB)-Clq para la deteccién
de anticuerpos anti-HLA capaces de unir la fraccion Clqg del complemento. Modificado a partir de
Chen y cols. (56) Novel Clq assay reveals a clinically relevant subset of human leukocyte antigen
antibodies independent of immunoglobulin G strength on single antigen beads. Hum Immunol
2011; 72: 849-858.

Aunque la informacion concerniente a la utilidad clinica del ensayo SAB-Clq

como método de deteccidon de anticuerpos es bastante escasa aun, algunos estudios

han mostrado la existencia de una fuerte correlaciéon entre la presencia de DSA

preformados fijadores de Clqg y la ocurrencia de rechazo mediado por anticuerpos

(AMR) con deposicién de C4d vy fallo prematuro del aloinjerto (73, 74). Estos hallazgos

parecen apoyar el principio general de que los anticuerpos capaces de activar la

cascada del complemento son los principales anticuerpos implicados en el rechazo y

sugieren que el ensayo SAB-C1q podria constituir una valiosa herramienta para definir

su valor patoldgico.

52






4. HIPOTESIS







Muiltiples evidencias indican que la
activacion del complemento es la principal via de dafio ejercida
por los anticuerpos sobre el aloinjerto en los fenémenos de
rechazo. Desde esta perspectiva, nuestra hipctesis plantea
cémo el riesgo inmunoldgico de los anticuerpos anti-HLA
preformados, predefinidos por SAB-panigG, podria ser
estratificado en funcion de su habilidad para activar la via
clasica del complemento, evaluada en base a su capacidad de
fijar C1q, el primer componente de la cascada del complemento

humano.






5. OBJETIVOS
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Considerando estos antecedentes, el objetivo general de este trabajo de tesis
doctoral fue evaluar la utilidad clinica del ensayo SAB-C1q en la definicion de grupos de

anticuerpos anti-HLA con diferente riesgo inmunoldgico.

De este objetivo general se desglosan los siguientes objetivos especificos:

Analizar la supervivencia del aloinjerto renal en la poblacién a los 7 afios
post-trasplante segln su estatus de anticuerpos anti-HLA previo al
trasplante: i) presencia o ausencia de DSA v ii) capacidad de fijacion de Clq

del DSA.

Determinar el impacto sobre la supervivencia del aloinjerto de la capacidad

de fijar complemento de un anticuerpo, mas alla de su valor de MFI.

Evaluar la relacién entre el valor MFI de los anticuerpos anti-HLA vy su

capacidad de fijacién por Clg.

Establecer un modelo predictivo de fallo de aloinjerto renal en base al
estatus de anticuerpos anti-HLA previo al trasplante, ajustado por otras

caracteristicas clinicas e inmunoldégicas con demostrado valor predictivo.

Para ello, caracterizamos de manera retrospectiva, en una cohorte de pacientes

trasplantados renales, la presencia de DSA preformados y su capacidad de fijar Clqg.






6. MATERIALES Y METODOS







En el presente estudio, incluimos un total de 389 pacientes trasplantados de
rifién en el Hospital Universitario Reina Sofia de Cérdoba (Espafia) entre los afios 1995 y
2009 y cuyo suero previo al trasplante estuvo disponible para su analisis por plataforma
Luminex. Todos los trasplantes se realizaron a partir de aloinjertos procedentes de
donante-caddver. Los pacientes incluidos se trasplantaron con grupo sanguineo ABO
compatible y todos presentaron una prueba cruzada CDC (linfocitos T+B) negativa
previa al trasplante. Aquellos pacientes trasplantados de rifion combinado con otro
organo sélido (corazdn, pancreas o higado) fueron excluidos. El tiempo de seguimiento

para todos los pacientes trasplantados fue de 7 afios.

El régimen inmunosupresor implementado a los 389 pacientes incluidos fue
heterogéneo, algo logico considerando el amplio periodo de tiempo que comprende el
estudio. En cualquier caso y, a pesar de las variaciones en los protocolos de
inmunosupresion, todos los pacientes recibieron triple terapia inmunosupresora de
mantenimiento basada en la administraciéon de un anti-calcineurinico (ciclosporina o
tacrolimus) combinado con un inhibidor de la sintesis de ADN (azatioprina o mofetil
micofenolato) y bajas dosis de esteroides. Excepcionalmente, algunos pacientes
incluidos se trataron con rapamicina, un inhibidor de la via mTOR, combinada con
tacrolimus y prednisona. A partir de 1998, aquellos pacientes considerados de alto
riesgo inmunoldégico (pacientes con un panel de reactividad de anticuerpos o PRA
superior al 80% vy pacientes re-trasplantados con rechazo como causa subyacente al
fallo del aloinjerto previo) fueron inducidos con timoglobulina (preparacion de
inmunoglobulinas anti-timocitos humanos derivados de anticuerpos policlonales
purificados de raton) durante los primeros 4-7 dias. Los episodios de rechazo agudo

fueron tratados con bolos de esteroides durante 3 dias consecutivos. Rechazos cortico-



resistentes se trataron con OKT3 (anticuerpo monoclonal dirigido especificamente
frente a la molécula CD3, proteina de membrana de los linfocitos T) o timoglobulina a
partir del afio 1998. No se llevaron a cabo protocolos de desensibilizacién en ninguno

de los pacientes trasplantados incluidos.

Todos los donantes generados localmente fueron genotipados para los locus
HLA-A, -B, -DRB1, y -DRB3/4/5 por métodos moleculares basados en la amplificacion del
ADN en regiones diana especificas para cada locus HLA mediante la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR), seguida de la hibridacion de los productos amplificados con
sondas oligonucleotidicas de secuencia especifica (SSO) inmovilizadas sobre una
membrana de nylon (Dynal Reli SSO Test. Invitrogen Corporation). En aquellos
pacientes trasplantados donde objetivamos anticuerpos anti-HLA-DQ circulantes
previos al trasplante, el locus HLA-DQB1 de su donante respectivo, con muestra
disponible, fue retrospectivamente tipificado por técnicas de biologia molecular
igualmente basadas en la técnica PCR-SSO (Innolipa HLA-DQB1 typing kit; Innogenetics,
Belgium).

Las muestras de suero neto previo al trasplante de los 389 pacientes incluidos,
conservadas a -209C en la seroteca de la UGC de Inmunologia de Hospital Universitario
Reina Soffa, se analizaron retrospectivamente mediante técnicas de fase sélida para la
deteccién de anticuerpos anti-HLA circulantes (LABScreen Mixed I/Il One Lambda Inc).
Tras el cribado inicial, en aquellos pacientes que resultaron positivos para la presencia
de anticuerpos anti-HLA séricos (normalized background (NGB) ratio =>1,5),
determinamos cada una de las especificidades de anticuerpos anti-HLA presentes

mediante el uso microesferas de poliestireno conjugadas con moléculas de antigeno



HLA Unico (LABScreen single antigen beads (SAB), One Lambda Inc). Las muestras se
analizaron en una plataforma Luminex (LABScan 100) usando Luminex 100 IS versién
2.3 como software de adquisicion de datos. Los valores de MFI obtenidos para cada
bola se analizaron y validaron por medio del programa Fusion versién 3.0 (One Lambda

Inc).

Una vez definidas todas las especificidades de anticuerpos anti-HLA circulantes
para cada receptor, realizamos una VXM usando la informacion del tipaje HLA de los
donantes, registrada en la base de datos del Hospital Universitario Reina Sofia. La VXM
fue considerada positiva cuando detectamos la presencia de un anticuerpo en el suero
del receptor dirigido especificamente frente a una molécula HLA-A, -B, -DRB1 o -DQB1
presente en el donante. Estos anticuerpos fueron definidos como anticuerpos
especificos de donante o DSA. Dado que no realizamos la tipificacion HLA de los locus
HLA-Cwy HLA-DPB1, el impacto de la presencia de anticuerpos anti-HLA-Cw y anti-HLA-
DPB1 sobre el aloinjerto no fue considerado en el presente estudio. Finalmente,
analizamos el suero de aquellos pacientes con VXM positiva para determinar la fraccion
de anticuerpos capaces de fijar el primer componente del complemento humano,
utilizando el ensayo SAB-Clg (SAB-Clg, One Lambda, Inc). Aquellos anticuerpos
positivos detectados por este Ultimo el test y dirigidos especificamente frente a las
moléculas de antigeno HLA presentes en el aloinjerto, se consideraron DSA fijadores de

Clg.

Para el ensayo SAB-panlgG establecimos como punto de corte para considerar
un anticuerpo positivo, frente a una especificidad de antigeno HLA concreta, un valor
de MFI de 1.000. De igual modo, para categorizar los anticuerpos detectados en
funcidn de su fuerza optamos por un valor de MFI de 10.000. Asi, los anticuerpos anti-
HLA que presentaron un valor de MFI igual o mayor que 10.000 en el test SAB-panlgG

se consideraron anticuerpos con alto valor de MFI o anticuerpos fuertes. Para el ensayo



SAB-Clq establecimos un valor de MFI=2500 como punto de corte para considerar una

reaccion positiva.

Tanto el ensayo SAB-panigG como el SAB-Clg se realizaron siguiendo el
protocolo proporcionado por el fabricante, introduciendo pequefias modificaciones
previamente validadas por la seccidon de Histocompatibilidad de la UGC de Inmunologia
del Hospital Universitario Reina Sofia. Todos los ensayos se realizaron utilizando un
Unico lote de reactivos. El protocolo seguido para la realizacién de ambos ensayos
puede consultarse en los Anexos del presente proyecto de tesis doctoral. La

metodologia del estudio queda ilustrada en la Figura 10.

Para describir las caracteristicas demograficas de los pacientes se utilizaron las
medias y las desviaciones estandar (DE) en el caso de variables cuantitativas continuas,
y el nimero y porcentaje en el caso de las variables cuantitativas discretas. La
comparacion de datos cuantitativos paramétricos, es decir, ajustados a una distribucién
normal, se realizd utilizando el test T de Student. Las variables cuantitativas no
paramétricas se compararon utilizando el test U de Mann-Whitney. Para la
comparacioén de variables cualitativas se utilizé el test Chi-cuadrado o el estadistico F de
Fisher. El test de Kolmogorov-Smirnov fue utilizado como prueba de normalidad de las
variables. La asociacién entre variables cuantitativas se establecid mediante el test de

correlacién de Pearson.

Representamos la supervivencia del aloinjerto renal, de los diferentes grupos
en los que estratificamos la poblacién en funcidn de su estatus de anticuerpos previo al
trasplante, mediante curvas Kaplan-Meier. Consideramos la pérdida del aloinjerto,
definido como retorno a dialisis, como evento de interés. Los datos de pacientes

fallecidos con aloinjerto funcionante fueron censurados. Utilizamos el test log-rank para
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comparar la supervivencia del aloinjerto de los diferentes grupos en los que

estratificamos la poblacién.

Empleamos un modelo de regresion de Cox para estudiar el indice de riesgo o
hazard ratio (HR) de pérdida del aloinjerto renal para las diferentes caracteristicas
clinicas e inmunoldgicas analizadas. Aquellas variables predictivas en el andlisis de Cox
univariante fueron introducidas en un modelo multivariante mediante el método
forward conditional. Realizamos tests de colinealidad para asegurar la independencia
de las variables predictoras y confundentes. Exploramos el valor predictivo de los

diferentes modelos obtenidos mediante curvas ROC (receiver operating characteristic).

Los valores de p inferiores a 0,05 fueron considerados estadisticamente

significativos.
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389 pacientes trasplantados
de rifién incluidos

l

LABScreen Mixed I/l

|
| }

Negativo (NGB ratio<1,5) Positivo (NGB ratio 21,5)
n=238 n=151
Ensayo single antigen bead (SAB) Clase I/l
Prueba cruzada virtual negativa Prueba cruzada virtual positiva
(MFI54<1.000) (MFlp5421.000)
n=59 n=92
Ensayo SAB-Clq
Negativo Positivo
(MFl;54<500) (MFlps42500)
n=62 n=30
A\ 4 v l l
anti-HLA- anti-HLA+, DSA- DSA+, Clg- DSA+, Clg+
n=238 n=59 n=62 n=30

Figura 10. Esquema resumen de la metodologia seguida en el estudio. Las muestras de suero
fueron analizadas de forma retrospectiva usando el test de cribado Luminex Mixed I/Il. Cuando la
ratio de fondo normalizada o normalized background ratio (NGB) fue mayor que 1,5, las muestras
de suero fueron entonces analizadas mediante el test single antigen bead (SAB)-panigG. A
continuacion, se llevd a cabo una prueba cruzada virtual a partir del tipaje HLA del donante.
Finalmente, cuando la prueba cruzada virtual fue positiva, las muestras de suero se analizaron
mediante el ensayo SAB-C1q.
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/. RESULTADOS







Como se ha expuesto con anterioridad, en este trabajo de tesis doctoral,
evaluamos de forma retrospectiva el impacto que, sobre la supervivencia del aloinjerto
renal, ejerce la capacidad de activar la via del complemento de aquellos DSA circulantes

previos al trasplante.

Del total de 389 sueros pre-trasplante disponibles, pertenecientes a la cohorte
de pacientes trasplantados de rifion entre los afios 1995-2009 en el Hospital
Universitario Reina Sofia, tras el cribado inicial, 151 (38,8%) resultaron positivos para la
presencia de anticuerpos anti-HLA, no detectdndose anticuerpos en los restantes 238
(61,2%) sueros analizados. Estos 238 pacientes sin anticuerpos anti-HLA en el momento
del trasplante se englobaron dentro de la categoria anti-HLA- (Figura 10). Una vez que
estratificamos la poblacién en funcién de la presencia o ausencia de anticuerpos anti-
HLA circulantes determinamos, en aquellos pacientes seropositivos para la presencia de
anticuerpos (n=151), cada una de las especificidades antigénicas (antigenos HLA) frente
a las que dichos anticuerpos estuvieron dirigidos. Seguidamente, cruzamos los datos de
las especificidades de anticuerpos anti-HLA identificadas en cada receptor con el tipaje
HLA de su donante correspondiente. De los 151 pacientes con anticuerpos anti-HLA
preformados analizados, 57 presentaron una VXM negativa mientras que, en 92 de
ellos, el resultado de la prueba virtual fue positivo. Dicha positividad fue debida a la
presencia en el receptor de anticuerpos anti-HLA circulantes (detectados por el ensayo
SAB-panlgG) dirigidos especificamente frente a, al menos, un antigeno HLA presente en
el aloinjerto renal (Clase | y/o Clase ll). Estos 92 pacientes constituyeron el grupo de
estudio caracterizado por la presencia de DSA previos al trasplante (DSA+), que

representd el 27,3% del total de la cohorte de pacientes trasplantados.

Dado el consenso establecido sobre el hecho de que el riesgo de rechazo

humoral en aquellos pacientes con anticuerpos anti-HLA no especificos de donante es
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practicamente equivalente al de aquellos pacientes sin anticuerpos circulantes, los 238
pacientes sin anticuerpos anti-HLA (anti-HLA-) y los 57 pacientes con anticuerpos anti-
HLA no especificos de donante (anti-HLA+, DSA-) se agruparon bajo una misma
categoria (DSA-). Dichos pacientes (n=287), caracterizados por presentar una prueba
cruzada virtual negativa previa al trasplante, representaron el 62,7% de nuestra cohorte

de estudio.

16,02%

M Ac. anti-HLA- (n=238)

m Ac. anti-HLA+, DSA- (n=57)
B DSA+, Clg- (n=62)

m DSA+, Clg+ (n=30)

Figura 11. Estratificacion de la cohorte de estudio (n=389). Los pacientes incluidos en el estudio
fueron categorizados en funciéon de la presencia o ausencia de anticuerpos anti-HLA en el
momento del trasplante y su capacidad de fijar C1q.

Ademas de la estratificacion clasica para establecer el riesgo inmunoldgico de
un paciente sometido a un proceso de trasplante, basada en la presencia o ausencia de
DSA previos, en el presente trabajo caracterizamos la poblacidon con DSA en funcién de
su potencial capacidad para activar la cascada del complemento. El andlisis SAB-Clq
resulté negativo para 62 (67,4%) de los 92 pacientes con DSA preformado analizados.
Dichos pacientes, caracterizados por la incapacidad de su DSA para fijar la molécula
Clq, conformaron el subgrupo de pacientes DSA+, Clg-. Por ultimo, en 30 (32,6%) de

los 92 pacientes DSA+, al menos uno de los de DSA evaluados resultd positivo en el test

73



Clg (DSA+, Clg+). En la Figura 11 representamos porcentualmente los diferentes
grupos en los que categorizamos los 389 pacientes incluidos, en funcién de su estatus

de anticuerpos anti-HLA previo al trasplante.

En la Tabla 3 mostramos las caracteristicas clinicas e inmunoldgicas mas
representativas de cada uno de los subgrupos en los que estratificamos la poblacion
segun su estatus de anticuerpos anti-HLA previo al trasplante. Como era de esperar,
cuando analizamos las vias clasicas de sensibilizacion frente a moléculas HLA, vimos que
en el grupo pacientes con DSA (DSA+) el porcentaje de mujeres (58,7% vs. 29,3%;
p<0,001), de pacientes con antecedente de trasplante previo (41,3% vs. 6,4%; p<0,001),
y de pacientes poli-trasfundidos (71,7% vs. 38,7%; p<0,001) fue significativamente
mayor que en el grupo de pacientes sin DSA (DSA-). Precisamente relacionado con este
mayor riesgo de sensibilizacién frente a moléculas HLA, el grupo DSA+ presenté en el
momento del trasplante un valor de PRA, determinado mediante el test CDC,
significativamente mas alto (21,7+30,5 vs. 2,249,6; p<0,001). Por ultimo, mientras en el
grupo de pacientes DSA+ el tiempo medio de permanencia en lista de espera hasta
recibir un injerto fue de 8 afios, el tiempo medio en lista de espera del grupo de
pacientes DSA- fue de apenas 3,8 afios (p<0,001). Este ultimo hecho estuvo
probablemente asociado a la mayor dificultad que supone encontrar un donante
idéneo para aquellos pacientes sensibilizados frente a multiples especificidades HLA.
Como puede verse en la Tabla 3, no encontramos diferencias significativas entre los
diferentes grupos en los que categorizamos la poblacidon para el resto de las
caracteristicas clinicas e inmunoldgicas analizadas, destacando entre ellas, por su
especial relevancia como factores predictivos de la supervivencia del aloinjerto, la edad
del donante (p=0,084), el tiempo de isquemia fria (p=0,927) y el numero de
incompatibilidades HLA (p=0,474).
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Dado nuestro especial interés en determinar la influencia de la capacidad de
fijar complemento como factor predictivo de la supervivencia del aloinjerto, también
llevamos a cabo un andlisis exhaustivo de las caracteristicas clinicas e inmunoldgicas
presentes en cada uno de los subgrupos en los que dividimos la poblacién DSA+ de
acuerdo precisamente a su habilidad para fijar el primer componente de la cascada del
complemento (Clg). Del analisis realizado encontramos como Uunico hallazgo
destacable una mayor proporcién de pacientes con antecedente de trasplante previo
en el grupo DSA+, Clg+ (56,7% vs. 33,9%; p=0,037). De igual modo y relacionado
probablemente con el hecho de que el trasplante previo es la principal via de
sensibilizacion frente a moléculas HLA (75), los pacientes cuyo DSA fue ademas Clg+
presentaron un mayor PRA calculado por CDC al tiempo del trasplante (36,3+36,9 vs.
14,5+24,2; p=0,005), asi como un mayor cPRA, calculado retrospectivamente con los
datos derivados del analisis de anticuerpos mediante el ensayo SAB-panlgG (97,7+3,3
vs. 81,1+26,4; p<0,001). Para el resto de las caracteristicas clinicas e inmunoldgicas

evaluadas, no encontramos diferencias significativas entre ambos grupos.
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SUPERVIVENCIA DEL ALOINJERTO RENAL

En la Figura 12 representamos las curvas Kaplan-Meier resultantes del analisis
de supervivencia del aloinjerto renal durante los 7 afios de seguimiento de los 389
pacientes trasplantados incluidos y estratificados en funcién tanto de la presencia o
ausencia de DSA en el momento del trasplante (Figura 12.A) como de la habilidad del

DSA para fijar Clq (Figura 12.B).

A 1.0 B 1.0
£ 2
5 0,8 S 0,8
£ £
o °
< - <
S os S 0,671
5 ©
e ®
2 0,47 2 0,4
g g
.E 'E 1 Dpsa-
1 DSA+, Clg-
g 0,27 M osa 2 0,27 T oshe clgr
= 1 DsA+ > —— DSA-, censurado
a p=0.001 —— DSA- censurado I P<0.001 T e
0,0 A —}— DSA+, censurado 0,0 " —4— DSA+, Clg+, censurado
I 1 I I I I 1 I I I [ I I [ | I
o 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7
Tiempo (afios) Tiempo (afios)
N2de pacientes que permanecen y n? de eventos acumulados Nede pacientes que p eny n? de eventos lado:

0 1 2 3 4 5] 6 7

g H 2 : - 4 g U DSA- 288, 265; 257, 245; 235; 226; 212; 203;

DSA- 288; 265 257; 245; 235; 226, 212; 203; n=297 g 26 30 37 41 43 53 59
n=297 9 26 30 37 41 43 53 59 DSA+,Clg- 60; 55, 54 50; 47; 44; 39; 37,
n=62 2 6 7 8 8 10 13 15
DSA+ 84; 71; 69; 64; 61; 57; 51; 47; 3 X . . . 5
i s = = = T e = DSA+ Clg+ 24; 16 15 14; 14; 13 12; 10
n=30 6 13 14 15 15 15 15 17

Figura 12. Curvas Kaplan-Meier para la supervivencia del aloinjerto renal hasta 7 afios de los 389
pacientes que componen la cohorte de estudio segln su estatus de anticuerpos anti-HLA especificos
de donante (DSA). Los pacientes fueron categorizados segun la presencia o ausencia de DSA en el
momento del trasplante (A) y su capacidad para fijar C1q (B). Las curvas se compararon usando el test
log-rank.

Como mostramos en la Figura 12.A, el porcentaje de pacientes DSA+ que
mantienen el aloinjerto funcionante a los 7 afios es significativamente inferior al

porcentaje de pacientes DSA- que mantienen la funcién del mismo (62,9% vs. 79,1%;
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p=0,001), situandose las medias de supervivencia del aloinjerto de pacientes DSA+ vy
DSA- en los 5,18940,297 afios y 6,078+0,125 afios respectivamente. Nuestros
resultados indican que la probabilidad de fallo renal prematuro es mayor cuando el

paciente presenta DSA circulante previo al trasplante.

No obstante, cuando estratificamos la poblacién DSA+ en funcién de su
capacidad para unir el complejo Clg, Unicamente aquellos pacientes cuyo DSA fue
ademas capaz de fijar C1g mostraron una tasa de supervivencia significativamente
menor a la del resto de subgrupos analizados (Figura 12.B). Concretamente, mientras el
40,7% de los pacientes que presentaron DSA+, Clg+ previo al trasplante mantuvieron
su aloinjerto funcionante al final del periodo de seguimiento, éste se mantuvo
funcionante en el 73,4% de los pacientes con DSA+, C1g- (p=0,001) y en el 79,1% de los
pacientes sin DSA preformado (p<0,001). Nuestros resultados indican que
practicamente 6 de cada 10 pacientes trasplantados con DSA fijadores de Clq pierden
el aloinjerto antes de los 7 afios, siendo la supervivencia media del grupo inferior a 4
afios (3,574+0,606). El tiempo medio de supervivencia del aloinjerto tanto en los
pacientes con DSA+, C1g- como los pacientes DSA- fue de 5,959+0,282 vy 6,078+0,125
afios respectivamente. Curiosamente, cuando comparamos la tasa de supervivencia del
aloinjerto entre la poblacion sin DSA previo al trasplante y la poblacion con DSA+, Clg-,
no encontramos diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos (79,1%

vs. 73,4%; p=0,403).

Dado que en la mayoria de los centros de trasplante la metodologia mas comun
para estratificar el riesgo de rechazo en un paciente con DSA preformado se basa en el
valor de MFI obtenido para dicho DSA, llevamos a cabo un andlisis de la supervivencia
considerando, no sélo la capacidad de fijar complemento, sino también la medida de
MFI del anticuerpo detectado, a fin de discernir el impacto real de la habilidad de fijar
complemento del DSA mas allad de su valor de MFI. Como apunte previo diremos que la

capacidad de estratificacion del riesgo de rechazo basada en el valor de MFI del
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anticuerpo en el analisis SAB se basa en la presuncion de que dicho valor es una medida
proporcional a su concentracion y que, por tanto, a priori, aguellos anticuerpos con
valores de MFI elevados deben encontrarse en el suero a una mayor concentracion que

los anticuerpos con valores bajos de MFI.

Asi pues y, aunque esta supuesta relacion entre concentracion y valor de MFI
sera discutida mads adelante, Ilevamos a cabo nuestro analisis categorizando, en primer,

lugar los 92 pacientes con DSA preformados en funcion de su valor de MFI. El punto de

corte de MFI establecido para nuestro andlisis fue de 10.000, dado que, en la mayor
parte de la literatura, este valor suele utilizarse para clasificar los anticuerpos

detectados como anticuerpos de fuerza alta o fuertes (=10.000 MFI).
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Figura 13. Curvas Kaplan-Meier para la supervivencia del aloinjerto renal hasta 7 afios de los 92
pacientes con anticuerpos especificos de donante (DSA), categorizados segun la presencia o ausencia
de DSA de alto valor de intensidad de fluorescencia media (MFI>10.000) en el momento del
trasplante (A) y tras la estratificacion del grupo con DSA de alto valor de MFI (n=46) seglin su
capacidad para fijar C1q (B). Las curvas se compararon usando el test log-rank.
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La Figura 13.A muestra las curvas de supervivencia Kaplan-Meier de la
poblacion trasplantada y estratificada en funcién del valor MFI de su DSA en el
momento del trasplante. De acuerdo a lo esperado, aquellos pacientes cuyo DSA
mostraba un valor de MFI elevado (>10.000; n=46) presentaron una tasa de
supervivencia inferior a la de aquellos pacientes con un bajo valor de MFI en su DSA
(<10.000; n=46) al momento del trasplante (52,1% vs. 73,7%; p=0,020). Sin embargo,
nuestros resultados muestran que, cuando los 46 pacientes con DSA de alta fuerza
(MFI>10.000) son categorizados en funcién de su capacidad para unir C1q (Figura 13.B),
la tasa de supervivencia del aloinjerto es significativamente menor en aquellos
pacientes cuyo DSA es ademas fijador de Clq (38,4% vs. 68,9%; p=0,041). Asimismo, al
comparar la supervivencia de la poblacion C1g- estratificada en funcién de su valor de
MFI (Figura 14), encontramos que la tasa de supervivencia entre ambos grupos fue

similar (p=0,457).

Figura 14. Curvas Kaplan-Meier para la

1,0 Pacientes DSAt,C1g- (n=62) supervivencia del aloinjerto renal hasta 7
.g afios de los 62 pacientes con anticuerpos
2 0,87 especificos de donante (DSA), no fijadores
© de Clq (DSA+, Clg-) categorizados segun el
% 06 valor de intensidad de fluorescencia media
= v (MFI210.000) del DSA en el momento del
S v trasplante. Las curvas se compararon
(]
% 0,2 s rei0000 usando el test log-rank.

1 DSA+, MFI210.000

g p=0,457 —4— DSA+, MFI<10.000, censurado
3 0,07 i —+4— DSA+, MFI210.000, censurado
(%]

I I I T T I I I
0 1 2 3 4 5 6 7

Tiempo (afios)
N2 de pacientes que permanecen y n2 de eventos ocurridos

OENETYNI R 34 B 5 6 7
MFI<10.000 41; 38; 37; 35; 32; 30; 27; 26;

n=41 0 2 3 4 4 6 8 9
MFI210.000 19: 47: 17; 15; A5; A4y 12 13;
n=21 2 4 4 4 4 4 5 6
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Por ultimo, evaluamos la supervivencia del aloinjerto segun el tipo de molécula
HLA frente a la cual el DSA+, Clg+ estuvo dirigido (Figura 15). Analizando los 30
pacientes con DSA+, Clg+ (Figura 15.A) circulantes en el momento del trasplante, no
encontramos diferencias en la supervivencia del aloinjerto en funcion de si el DSA
estuvo dirigido frente a moléculas HLA de Clase |, Clase I, 0 a ambos tipos de molécula
(p=0,862). Del mismo modo, cuando comparamos la supervivencia en la poblacién con
DSA de MFI de alta fuerza (210,000) y capaz de unir Clg (Clg+) (Figura 15.B),
atendiendo a esta caracteristica, nuestros resultados muestran igualmente una

supervivencia similar entre los diferentes grupos analizados (p=0,988).

A Pacientes DSA+, Clg+ (n=30) B Pacientes DSA+, C1g+ & MFI210.000 (n=25)
1,0 M Clasel (n=17) 1,0 1 Clase | (n=14)
o I Clase 11 {n=10) o I Clase Il (n=9)
£ _M1 Clase | &1l {n=3) £ _M Clase | &I {n=2)
Q —}— Clase |, censurado (7] —}— Clase |, censurado
= —4— Clase i, censurado = 0,87 —4— Clase Il censurado
L=} —— Clase | & II, censurado ‘© —— Clase | & II, censurado
© w©
o © 067
o ©
3 =
c [ £ 047 '
2 — | Z
E 0,27 E 0,27
& &
a - A -
0,01 P 0,862 0,0- p=0,988
| I I | I I I I T I T T I T T I
0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (afios) Tiempo (afios)

Figura 15. Curvas Kaplan-Meier para la supervivencia del aloinjerto renal hasta 7 afios de los 30
pacientes con DSA fijadores de C1q (A) y de los 25 pacientes con DSA fijadores de C1q y valor de MFI
elevado (B) estratificados segln el tipo de molécula HLA (Clase | y/o Clase Il) frente a la que los
anticuerpos anti-HLA especificos de donante (DSA) fijadores de Clq estaban dirigidos. Las curvas se
compararon usando el test log-rank.

RIESGO DE PERDIDA DEL INJERTO

Como analisis exploratorio previo para determinar el riesgo de pérdida del
aloinjerto renal, evaluamos de forma independiente la asociacién de multiples factores

clinicos e inmunoldgicos con la pérdida del injerto. Realizamos un andlisis por regresién
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de Cox (Tabla 4) y establecimos el riesgo (HR) de pérdida prematura para cada factor

analizado de forma independiente.

Factores de riesgo clinicos e inmunolégicos previos al trasplante asociados a pérdida prematura del
aloinjerto. Anélisis de Cox (univariante).

Factor N® de Hazard a1C 95% p
pacientes ratio (HR)

Edad Donante (por cada afio de incremento) 389 1,016 1,003-1,030 0,015
Tiempo de isquemia fria (por cada hora de incremento) 389 1,055 1,028-1,082 <0,001
Edad del Receptor (por cada afio de incremento) 389 0,993 0,978-1,008 0,349
Sexo Femenino

No 248 1,00

Si 141 1,475 0,975-2,232 0,066
Re-trasplante

No 332 1,00

Si 57 2,259 1,407-3,626 0,001
Tiempo en lista de espera (por cada afio de incremento) 389 1,025 0,987-1,064 0,200
Incompatibilidades HLA-A, -B (por cada 389 1,143 0,927-1,409 0,211
incompatibilidad de incremento)
Incompatibilidades HLA-DR > 1

No 119 1,00

Si 270 1,929 1,152-3,232 0,013
Anti-calcineurinico

Tacrolimus 215 1,00

Ciclosporina 174 0,962 0,636-1,456 0,856
Triple terapia inmunosupresora® 0,219

Inhibidor de calcineurina+ MMF + Pred 263 1,00 -

Inhibidor de calcineurina + Aza + Pred 104 1,133 0,720-1,785 0,589

Inhibidor de calcineurina + Rapamicina + Pred 22 0,759 0,276-2,088 0,593
Terapia de induccién®

No 347 1,00

Si 42 1,580 0,878-2,843 0,127
CcPRAC 389 1,010 1,005-1,015 <0,001
Presencia de DSA

No 297 1,00

Si 92 2,009 1,306-3,091 0,002
Presencia de DSA y habilidad de fijar C1q

DSA - 297 1,00 - -

DSA+, Clg- 62 1,270 0,720-2,238 0,409

DSA+, Clq+ 30 4,160 2,420-7,151 <0,001

2C denota intervalo de confianza

MMF denota mofetil micofenolato, Pred denota prednisona y Aza denota azatioprina

°El tratamiento de induccidn consistid en la administracién de timoglobulina

9Valor de cPRA en el momento del trasplante. Dicho valor fue retrospectivamente calculado de acuerdo a las
especificidades de antigenos no permitidas en base al analisis de anticuerpos por SAB-Luminex. Para el calculo del valor
de cPRA usamos la calculadora de cPRA de la OPTN.



Como mostramos en la Tabla 4, los factores previos al trasplante que
estuvieron significativamente asociados a un incremento del riesgo de pérdida
prematura del injerto fueron la edad del donante, el tiempo de isquemia fria, el nUmero
de incompatibilidades donante-receptor en HLA-DR, el antecedente de trasplante
previo, el valor de PRA y la presencia de DSA preformado. Una vez tuvimos identificados
los diferentes factores predictivos, el analisis de Cox (usando el método forward
conditional) establecid finalmente un modelo multivariante donde la edad del donante,
el tiempo de isquemia fria del aloinjerto, el nimero de incompatibilidades HLA-DR
donante-receptor y la presencia de DSA, permanecieron como factores predictivos
independientemente asociados a un mayor riesgo de pérdida del aloinjerto (Tabla 5.A).
El antecedente de trasplante previo, asi como el valor de PRA perdieron su significancia
estadistica tras el ajuste con el resto de las variables incluidas, siendo finalmente

excluidos del modelo.

Riesgo de pérdida del aloinjerto renal asignado segun la presencia de DSA en el momento del
trasplante y la capacidad de fijar C1q del DSA después de ajustar el modelo para otros factores
predictivos clinicos e inmunoldgicos incluyendo: la edad del donante, el tiempo de isquemia fria y la
presencia de incompatibilidades HLA-DR. Modelo multivariante de regresiéon Cox.

Ne de Hazard

Regresion multivariante Cox? pacientes ratio (HR) IC 95% p
Edad del donante (por cada afio de incremento) 389 1,016 1,003-1,029 0,014
Tiempo de isquemia fria (por cada hora de 389 1,054 1,028-1,082  <0,001
incremento)
Incompatibilidades en HLA-DR > 1

No 119 1,00 - -

Si 270 1,896 1,129-3,851 0,016
Modelo A
Presencia de DSA (en el momento del trasplante)

No 297 1,00

Si 92 2,133 1,379-3,300 0,001
Modelo B
Presencia de DSA y capacidad de fijar C1q

Sin DSA 297 1,00

DSA no fijadores de C1q 62 1,389 0,784-2,461 0,260

DSA fijadores de Clq 30 4,012 2,326-6,919 <0,001

3Los factores que resultaron ser significativamente predictivos en el andlisis univariante fueron introducidos mediante el
método forward conditional en el analisis multivariante
5IC denota intervalo de confianza



Como mostramos en el modelo descrito, la presencia de DSA en el momento
del trasplante incrementa a mas del doble el riesgo de pérdida del aloinjerto en la
poblacién (HR 2,133; IC 95% 1,379-3,300; p=0,001). No obstante, cuando los pacientes
con DSA fueron estratificados en funcion de la habilidad de su DSA para fijar el primer
componente de la cascada del complemento (Tabla 5.B), uUnicamente aquellos
pacientes cuyo DSA fue ademas capaz de unir Clg mostraron un incremento
significativo en el riesgo de pérdida del aloinjerto respecto a la poblacién sin DSA (HR
4,012; 1C 95% 2,326-6,919; p<0,001). Es interesante resaltar, por la aparente relevancia
clinica que pudiera tener a la hora de estratificar el riesgo de pérdida del aloinjerto, que
en ninguln punto del seguimiento encontramos diferencias en cuanto al riesgo de fallo
prematuro del aloinjerto entre pacientes DSA+, C1g- y pacientes sin DSA (HR 1,389; IC
95% 0,784-2,461; p=0,260).

Finalmente determinamos el valor predictivo de los diferentes modelos
descritos en la Tabla 5, mediante el analisis ROC y representamos los resultados en la
Figura 16. El area bajo la curva (AUC) del modelo predictivo convencional, que
estratifica el riesgo para la pérdida del injerto en base a la presencia o ausencia de DSA
previo al trasplante fue de 0,704 (IC 95%; 0,645-0,763). Como vemos en la Figura 15, la
inclusion de la habilidad de fijar C1lg como propiedad del DSA preformado, mejoro el

valor predictivo del modelo (AUC=0,725; IC 95%, 0,665-0,782).
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Figura 16. Curvas ROC para el analisis
del valor predictivo de los dos
modelos multivariantes propuestos
para la prediccién del riesgo de
pérdida del aloinjerto. EI Modelo A
considera la presencia o ausencia de
DSA. El Modelo B tiene en cuenta la
capacidad de fijar C1q del DSA. En la
grafica se incluye el valor del area bajo
la curva (AUC) para cada uno de los
modelos estudiados.

Sensibilidad
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CORRELACION ENTRE EL VALOR MFI DE LOS ANTICUERPOS anti-HLA Y SU
CAPACIDAD PARA FIJAR EL COMPONENTE C1Q HUMANO

En el presente proyecto de tesis doctoral quisimos, por ultimo, evaluar si existia
alguna asociacién entre la fuerza de un anticuerpo (fuerza entendida en base al valor
de MFI del anticuerpo obtenido) y su capacidad para activar via del complemento. En la
Figura 17 mostramos un grafico de dispersion donde cada uno de los 9.898 puntos
analizados representa el valor de MFI de cada bola de antigeno Unico (SAB Clase I/1l),
obtenido tanto en el analisis estdndar SAB-panlgG (eje X) como en el ensayo SAB
modificado para la deteccién del componente Clg humano (eje Y). Del total de 4.191
bolas positivas identificadas en el analisis SAB-panlgG (MFI=1.000), 932 resultaron
también positivas en el analisis SAB-C1q (MFI=500), mientras que 3.259 bolas fueron
negativas. Ademads, 9 bolas positivas en el test Clg presentaron un valor de MFI por

debajo de 1.000 en el andlisis SAB-panigG.

Los resultados derivados del andlisis de la capacidad de fijacion de Clq

revelaron que del total de anticuerpos anti-HLA circulantes, Unicamente un 22,2% de
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ellos tenian la potencial capacidad de activar la via del complemento, siendo el 77,8%
restante incapaces de unir el complejo Clg. Por otro lado, cuando analizamos la
fraccion de anticuerpos capaces de fijar Clq, dentro del total de anticuerpos anti-HLA
detectados por SAB-panlgG, vimos cémo los anticuerpos Clq positivos no se distribuian
homogéneamente dentro del panel de anticuerpos, sino que éstos aparecian con

mucha mas frecuencia entre aquellos anticuerpos anti-HLA con valores de MFI

elevados.

MFI (SAB-C1q)

MFI (SAB-panigG)

SAB-panigG (sag;:f ?)Igg_ SAB-panigG |
(<1.000 MFI) 10.000) (210.000)
Cla- 5 cog(63,6%) 2491(27,8%) 768(8,6%) 8.957
(MFI<500) ’ ! ’ ! ! ’
Clg+ o o o
(MFI2500) 9(1%) 63 (6,7%) 869 (92,3%) 941

Figura 17. Correlacién entre los valores de intensidad de fluorescencia media (MFI) del ensayo SAB-
panlgG y del ensayo SAB-Clqg. Los valores MFI de cada bola Luminex individual obtenidos por
ambos ensayos se representan en un grafico de dispersién de puntos con escala logaritmica. La
tabla bajo el grafico muestra el nimero de bolas negativas (MFI<500) y positivas (MFI=500) en el
ensayo SAB-Clq segun su valor de MFI en el ensayo SAB-panlgG.
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El hecho de que un anticuerpo con valor de MFI bajo presente una potencial
capacidad de fijacién de Clq parece ser un hecho poco comun. De hecho, del total de
941 bolas positivas por SAB-Clqg, 869 (92,3%) presentaron un valor de MFI elevado
(210.000) en el andlisis estandar SAB-panlgG, mientras que solamente 72 bolas (7,7%)
Clq reactivas tuvieron un valor de MFI en el SAB-panlgG por debajo de 10.000. En la
misma linea de resultados, cuando comparamos el valor de MFI medio (obtenido por
SAB-panlgG) de aquellas bolas que resultaron positivas en SAB-C1q respecto del valor
medio de MFI de las bolas negativas, encontramos que la media de MFI de las primeras
fue significativamente superior a la de aquellas bolas que no mostraron reactividad en
el test Clqg (18.816 vs. 6.495; p<0,001). Estos hallazgos sugieren que el valor MFI del
anticuerpo parece estar asociado a su habilidad para fijar Clg. Sin embargo, esta
asociacion es imperfecta y cuando evaluamos la correlacion entre el valor MFI de un
anticuerpo y su capacidad para fijar Clg, no encontramos una fuerte asociacion entre
ambas variables (R=0,666). Finalmente, la correlacion entre la presencia de un
anticuerpo anti-HLA con valor de MFI elevado (>10.000) y su capacidad para fijar Clqg
(MFI>500) fue de 0,661 (R de Pearson) o, dicho de otro modo, la probabilidad de que
un anticuerpo anti-HLA con un valor de MFI en suero de >10.000 sea capaz de unir Clq

es aproximadamente 0.66.



8. DISCUSION







En este estudio, caracterizamos retrospectivamente la presencia de DSA vy su
capacidad de fijar Clqg, en muestras de suero pre-trasplante pertenecientes a un total
de 389 pacientes trasplantados de rifion en el Hospital Universitario Reina Sofia entre
los afios 1995-2009, utilizando los test SAB-panlgG y SAB-Clg como métodos de
deteccion de anticuerpos anti-HLA. Nuestros resultados mostraron que la tasa de
supervivencia del aloinjerto renal a los 7 afios en pacientes trasplantados con DSA
fijadores de Clq preformados fue significativamente menor tanto a la de pacientes
trasplantados con DSA no fijadores de Clg (p=0,001), como a la de pacientes
trasplantados sin DSA (p<0,001), no encontrando diferencias significativas en relaciéon a
la supervivencia del aloinjerto renal entre pacientes con DSA no fijadores de Clqg vy
pacientes sin DSA (p=0,403). Llama la atencién, que entre los pacientes con DSA
preformados y valor de MFI elevado (>10.000) en el ensayo SAB-panlgG, aquellos cuyo
DSA tuvo la capacidad de fijar C1g presentaron una peor supervivencia del aloinjerto
(p=0,041). Finalmente, nuestro modelo predictivo multivariante determind que
Unicamente la presencia de DSA capaces de unir Clg (HR 4,012; IC 95% 2,326-6,919;
p<0,001), y no la de aquellos DSA incapaces de unir C1qg (HR 1,389; IC 95% 0,784-2,461;
p=0,260), constituye un factor predictivo independiente de riesgo de fallo renal, tras
estratificar la poblacion con DSA en funcién de su capacidad de unir Clq y ajustar el
modelo por otros factores predictivos pre-trasplante incluyendo la edad del donante, el

tiempo de isquemia fria y las incompatibilidades HLA-DR entre donante y receptor.

La irrupcién del ensayo SAB, alld por el afio 2003 (76), supuso una auténtica
revolucién en el ambito del trasplante de drgano sélido y pronto se erigié como el
método de referencia para la deteccién de anticuerpos anti-HLA en los laboratorios de
histocompatibilidad de todo el mundo en detrimento de los tests basados en CDC (77).
Dado que la caracteristica fundamental radica en su enorme sensibilidad, lo que nos
permite detectar anticuerpos séricos circulantes incluso cuando éstos se encuentran a
muy baja concentracién (55), su consolidacion como test de analisis ha permitido que la

incidencia del rechazo humoral temprano se sitle en niveles por debajo del 5% (66, 78).
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Si bien, como hemos descrito previamente, la principal virtud del test es su alta
sensibilidad, ciertos autores han criticado su poca especificidad a la hora de predecir el
riesgo de rechazo, cuestionandose si todos los anticuerpos detectados son igualmente
relevantes desde un punto de vista clinico. A este respecto, algunos estudios publicados
han sugerido una notoria falta se asociacion entre la presencia de anticuerpos
detectados por SAB-panlgG, en un contexto de CDC negativo, con el fallo de aloinjerto
(63-65). No obstante, y a pesar de que la presencia de estos anticuerpos todavia suscita
controversia, lo cierto es que hay una clara tendencia a considerarlos como relevantes,
con un marcado efecto deletéreo sobre la funcion renal. Este hecho se sustenta en los
multiples estudios llevados a cabo, sobre todo en la Ultima década, donde ha quedado
demostrado que el trasplante realizado en pacientes donde pudo objetivarse la
presencia de DSA por anélisis SAB-panlgG, en un contexto de prueba cruzada por CDC

negativa, tiene un peor prondstico (Figuras 18 y 19) (50, 67, 79, 80).

Figura 18. Curvas de supervivencia Kaplan-
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A B
TABLE 2. Transplant outcomes
DSA-SPA-  DSA-SPA-
negative positive P
12 62 —
Delayed graft function 17 43.6 <0.001
Follow-up time 17.6113 14.4114.1 0.185
s (mo), meantSD
E Acute rejection at 348 54.8 0.01
A any time posttransplant
E BPAR grade 0.351
Borderline acute 344 375
g cellular rejection
& 025 —  DSASPANegative Banff grade 1a 37.5 25
DSA-SPA Positive Banff grade 1b 15.6 6.3
Log Rank =11.63, p=0.0009 .
Banff grade 2a 3.1 0
000 . : Banff grade 2b 0 6.3
0 12 24 36 48 60 Banff grade 3 3.1 0
Number at risk Time (months) Cellular rejectiont AMR 28.6 25.8 0.696
DSA-5PA neg 111 64 52 32 15 3 Cellular rejection alone 26.8 225 0.358
CSASMpos 60 2 14 10 s z AMR alone 7.1 323 <0.001
Time to BPAR in 32(15-53)  9(7-22) 0.014
days, median (range)
Death with functioning 6.3 0 0.083
allograft
Graft functioning 83.2 82.1
Graft failed 10.5 17.9
CMV viremia 1.8 0 0.539
All data represented as percent (%) unless otherwise noted.
Figura 19. Curvas de supervivencia Kaplan-Meier segun el estatus de anticuerpos anti-HLA antes del
trasplante detectados mediante técnicas de fase sélida (A). Evolucién del aloinjerto renal segin el
estatus de anticuerpos anti-HLA pre-trasplante (B). Tomado de Tsapepas DSy cols. (50) Preformed
donor-specific antibodies and risk of antibody-mediated rejection in repeat renal transplantation.
Transplantation. 2014; 97: 642-647.

En esta linea, nuestros resultados indican cémo efectivamente, la presencia de
DSA preformados incrementa el riesgo de fallo renal en la poblacion (Figura 12.A), lo
que sin duda apoya la idea de que estos anticuerpos, aun solamente siendo detectados
por técnicas altamente sensibles, ejercen un dafio sobre el aloinjerto, que se traduce en
una disminucion de su supervivencia. No obstante, nuestro estudio también revela que
no todos los DSA preformados ejercen el mismo impacto sobre la funcion renal y
sugiere que el dafio sobre el aloinjerto se produce fundamentalmente en presencia de

DSA capaces de fijar Clq (Figura 12.B).

El papel que juega la capacidad de unir Clqg de los diferentes DSA sobre la
evolucidn del aloinjerto ha sido evaluado por diferentes grupos, y constituye, a dia de

hoy, una de las principales lineas de investigacion para intentar esclarecer los
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mecanismos inmunolégicos por los que los anticuerpos anti-HLA dafian el dérgano
trasplantado. Varios estudios han demostrado que la aparicién de DSA de novo
fijadores de Clq se asocia estrechamente con una peor evolucién del aloinjerto. Loupy
y cols. (81) mostraron, trabajando con una cohorte de 1.016 pacientes, que la presencia
de DSA fijadores de C1q en el post-trasplante se asocia a una mayor tasa de eventos de
AMR, a fenotipos histopatoldgicos de dafio mas severos y a un mayor riesgo de pérdida

del aloinjerto (Figuras 20y 21).
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Figura 20. Curvas Kaplan-Meier para la supervivencia del aloinjerto renal segun el estatus de
anticuerpos anti-HLA después del trasplante Adaptado de Loupy A y cols. (81) Complement-binding
anti-HLA antibodies and kidney-allograft survival. N Engl J Med. 2013; 369: 1215-1226.

Previamente, Sutherland y cols. (82) ya habian demostrado el mayor riesgo de
pérdida del aloinjerto que supone la presencia de DSA fijadores de Clqg desarrollados de
novo. En la misma linea, Piazza y cols. (83) describieron que la presencia de de novo
DSA fijadores de Clg, pero no asi la presencia de de novo DSA no fijadores de Clq,
constituye un biomarcador de mal prondstico en el contexto del trasplante. Otros
estudios mas recientes han descrito que el desarrollo de AMR y el dafio subsecuente de
éste sobre el aloinjerto se produce principalmente en presencia de DSA fijadores de

Clq (84, 85).
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No obstante, a pesar de la creciente evidencia que indica que los DSA fijadores
de Clg ejercen un dafio mds severo sobre la funcion del injerto trasplantado, hecho
gue se apoya en su tedrica mayor capacidad para activar la cascada del complemento in
vivo, la utilidad clinica del ensayo SAB-C1lg como método para estratificar el riesgo
inmunologico de los DSA circulantes, previos al trasplante, no ha sido aun

convenientemente esclarecida, estando actualmente sujeta a un profundo debate.
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Figura 21. Caracteristicas fenotipicas de dafio del aloinjerto renal segun el estatus de anticuerpos
anti-HLA después del trasplante. Tomado de Loupy A y cols. (81) Complement-binding anti-hla
antibodies and kidney-allograft survival. N Engl J Med. 2013; 369: 1215-1226.

Los autores que hasta ahora han analizado la relevancia clinica de la capacidad
de fijar C1q en el contexto del pre-trasplante han publicado resultados controvertidos.
El estudio que describe y evalla por primera vez la utilidad del ensayo SAB-C1q como

método de deteccién de anticuerpos fue realizado sobre una pequefia cohorte de
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pacientes pedidtricos trasplantados de corazén. Dicho estudio muestra una fuerte
asociacion entre la presencia de DSA fijadores de Clq, el riesgo de ocurrencia de AMR y
la pérdida prematura del aloinjerto (73). Esta mayor relevancia clinica de los
anticuerpos detectados por este novedoso ensayo (SAB-Clqg) parecia estar
independientemente asociada de su valor de MFI (56), dotando al test de un poder
discriminatorio sin precedentes. Sin embargo, estudios posteriores han discutido la
utilidad clinica del SAB-C1g como método para evaluar el riesgo de un DSA preformado.
Asi, Otten y cols. (86) no pudieron determinar el significado clinico de los DSA fijadores
de Clg en relacién a la supervivencia del aloinjerto debido a la baja prevalencia de
pacientes que resultaron positivos para la presencia de anticuerpos Clqg, analizando
una cohorte de 837 pacientes trasplantados renales. Crespo y cols. (87) y, mas
recientemente, Thammanichanond y cols. (88), analizando pequefias cohortes de
pacientes trasplantados con DSA preformados (28 y 48, respectivamente) no
encontraron ninguna asociacién entre la evolucion del aloinjerto renal y la presencia de

DSA segln su capacidad para fijar o no el complejo Clq (Figura 22).

Figura 22. Curvas de supervivencia
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Ambos autores sugieren gue el ensayo SAB-C1g, como método de deteccion de

anticuerpos, tiene un valor predictivo limitado, y abogan por el uso del test estandar
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SAB-panlgG como método para estratificar del riesgo inmunolégico. Sin embargo,
ninguno de estos estudios proporciona datos objetivos sobre el papel teéricamente
patoldgico que ejercen los DSA no fijadores de Clqg sobre el aloinjerto y, de hecho, los
autores no comparan el impacto que estos anticuerpos (C1q negativos) ejercen en la
poblacion trasplantada con respecto, por ejemplo, a un grupo de poblacion control sin
DSA. Sus conclusiones se basan en la no existencia de diferencias significativas en la
supervivencia o el riesgo de pérdida del injerto entre pacientes con DSA con
independencia de su capacidad para activar la cascada del complemento, hecho que

puede ser debido al pequefio tamafio muestral de ambos estudios.

En el presente trabajo de tesis doctoral, evaluamos un total de 92 pacientes
trasplantados con DSA preformados, demostrando que el dafio sobre la funcién del
aloinjerto renal se produce fundamentalmente cuando los DSA preformados son
capaces de unir complemento, y proporcionamos evidencias acerca del limitado
impacto que ejercen estos DSA cuando son incapaces de unir Clqg. El uso del ensayo
SAB-C1lqg nos permitié definir por ejemplo, dentro de una poblacién de riesgo definida
por presentar DSA con un valor elevado de MFI (210.000) en el momento del
trasplante, grupos de pacientes con diferente supervivencia del aloinjerto en funcién de
su capacidad de fijar o no el complejo Clq (Figura 13.B). Por contra, la tasa de
supervivencia del aloinjerto de pacientes con DSA no fijadores de Clg fue similar
(p=0,457) con independencia de su valor de MFI (Figura 14). Desde nuestra perspectiva,
estos datos vistos conjuntamente sugieren que el valor de MFI de los anticuerpos anti-
HLA, el cual tradicionalmente se ha usado para definir su riesgo inmunoldgico y que, en
el mejor de los casos nos proporciona una medida semi-cuantitativa de su
concentracion (89), no es una caracteristica del todo fiable para predecir la evolucién
del trasplante, surgiendo la necesidad de explorar otras propiedades de los anticuerpos
como por ejemplo, su capacidad para activar la via del complemento, con objeto de
determinar su verdadera relevancia clinica. Recientes hallazgos publicados por

Malheiro y cols. (90) muestran que la capacidad de fijar Clg de un anticuerpo,



determinada por el ensayo SAB-Clg, mejora la prediccion de ocurrencia de AMR
respecto a su valor de MFI. Si asumimos la estrecha relacion existente entre el AMR y
fallo del aloinjerto (91), nuestros resultados apoyarian, sin duda, estos hallazgos. En
base a lo expuesto, creemos que el uso del ensayo SAB-Clg como método de
deteccion, dentro de una poblacion sensibilizada, podria proporcionar un importante
valor afladido a la estratificacion del riesgo inmunolégico de un anticuerpo,

normalmente basado en su valor neto de MFI.

Parece existir un estrecho vinculo entre el valor MFI de un anticuerpo y su
capacidad de fijar C1lqg. En general, nuestros resultados muestran como la capacidad de
fijar C1q es una caracteristica mas propia de bolas que exhiben elevados valores de MFI
en el ensayo SAB-panlgG (Figura 17). Esta dualidad MFI-Clg no fue un hallazgo
novedoso sino mas bien esperado, ya que otros autores habian descrito previamente
como la capacidad de fijar C1g de un anticuerpo parece estar relacionada con su fuerza
(74, 84). No obstante, cuando consideramos la fuerza del anticuerpo en base a su valor
de MFI obtenido en el analisis del suero neto, esta asociacion MFI-C1lqg es bastante
imperfecta. Asi, como podemos observar en el grafico de dispersion de puntos de la
Figura 17, una gran parte de los anticuerpos con valores elevados de MFI (>10.000)
resultaron ser Clg negativos, mientras que una proporcién de anticuerpos con valores
de MFI relativamente bajos mostraron una fuerte capacidad de unién por dicha
molécula. Sabemos que la deteccidén de anticuerpos con valores bajos de MFI, capaces
de unir Clg puede ser una consecuencia del denominado efecto prozona, un fenémeno
gue enmascara la fuerza real de los anticuerpos cuando éstos se encuentran a
concentraciones muy elevadas (74). El tratamiento previo de las muestras de suero
neto con EDTA o DTT puede, de algin modo, eliminar este efecto inhibitorio (92),
hecho que podria mejorar la asociacién entre la capacidad de unir Clg de los
anticuerpos y su valor de MFI. Por el contrario, la incapacidad de unir Clqg de los
anticuerpos con valores elevados de MFI podria indicar que la fuerza de dichos

anticuerpos es relativamente baja, tal y como describieron Tambur y cols. (93), quienes,
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mediante la realizacién de diluciones seriadas, lograron estimar la fuerza de los

anticuerpos de forma mas precisa (Figura 23).
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Figura 23. Valor de intensidad de fluorescencia media (MFI) de 10 bolas-Luminex en el ensayo SAB-
panlgG a partir de una Unica muestra de suero neto y diluido a 1:4, 1:16, 1:64, 1:256 y 1:1024, en
el ensayo SAB-Clqg y en el ensayo SAB-panlgG después de haber tratado la muestra de suero con
EDTA. Tomado de Tambur AR y cols. (93) Assessing antibody strength: comparison of MFI, Clg,
and titer information. Am J Transplant. 2015; 15: 2421-2430.

Esta fuerza verdadera o titulo de los anticuerpos anti-HLA se asociada mejor a su
potencial capacidad para activar el complemento que la fuerza neta, existiendo una
cuasi perfecta relacion entre el alto o bajo titulo de un anticuerpo y su capacidad o
incapacidad de fijacion por Clqg respectivamente. Al igual que mediante los estudios de
titulacién, el ensayo SAB-C1q resulta ser un método fiable para desenmascarar la fuerza
real de los anticuerpos predefinidos por SAB-panlgG, cobrando un especial interés su

uso en la estratificacion del riesgo inmunolégico de pacientes hiperinmunizados
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(cPRA>80) donde la cuantificacion del anticuerpo estd comunmente artefactada por el

efecto prozona, y donde, por tanto, la relacion MFI-fuerza es imprecisa (92).

Por otra parte, considerando la diferente avidez por el complejo proteico Clq,
gue exhiben las distintas subclases de IgG (IgG1, 1gG2, 1gG3 y IgG4), hecho que estd
ampliamente demostrado y descrito en la literatura (94-96), el patron de subclases de
lgG que compone un anticuerpo particular deberia, al menos a priori, ser determinante
para definir su potencial capacidad de activacion del complemento. A este respecto,
parece claro que la capacidad de activar el complemento de un anticuerpo requiere
necesariamente la presencia de subclases IgG1 y/o 1gG3, las cuales muestran una fuerte
capacidad de fijacién por la molécula Clqg. Sin embargo, la ausencia de dicha capacidad
no parece estar tan influenciada por su composicion de subclases. Hasta ahora, los
diversos estudios que han analizado el perfil de subclases de IgG han revelado que la
mayor parte de los anticuerpos anti-HLA no estdn constituidos por una Unica subclase
de IgG, sino mas bien por una mezcla variable de éstas (97), siendo IgG1 la subclase
mas prevalente (98-101). Posiblemente, la fuerte correlacion anteriormente comentada
entre la fuerza real o titulo de los anticuerpos, estimada por el ensayo SAB-panlgG en
los sueros pretratados o diluidos, y su capacidad de unir Clqg, podria ser en gran medida
consecuencia de la alta prevalencia de la 1gG1 como subclase inmunodominante,
siendo la inmunoglobulina que aporta un peso especifico mayor a la medida de MFI

obtenida.

Recientes evidencias apoyan la idea de que las diferencias que determinan la
capacidad de los diferentes anticuerpos anti-HLA para unir o no el componente Clg no
son de tipo cualitativo, entendidas éstas como distinta composicién de subclases de
lgG, sino mas bien son debidas a diferencias de tipo cuantitativo, en referencia a la
distinta concentracién de las subclases que lo componen (74, 84, 93, 100, 101). De
hecho, un resultado negativo en el test SAB-C1q no tiene por qué significar que el perfil

de subclases del anticuerpo investigado esté compuesto Unicamente por subclases de



lgG con poca (1gG2) o incluso sin (IgG4) capacidad biolégica de activar la cascada del
complemento, como cabria esperar, sino que puede contener, y de hecho contiene
normalmente, concentraciones limitadas de subclases de IgG potencialmente fijadoras

de Clq, fundamentalmente IgG1 (100).

Unicamente adoptando una estructura hexamérica, estabilizada mediante
interacciones de naturaleza no-covalente via Fc:Fc, la IgG1 esta capacitada para atraery
unir la molécula Clg y activar asi la via clasica del complemento (102). La
estequiometria de dicho ensamblaje es de 1:6 (C1q:lgG1ls) (103) y requiere de forma
implicita una proximidad fisica entre las moléculas de IgG. Este estado necesita cierta
concentracion de anticuerpos en el medio para alcanzar una densidad determinada de
éstos unidos sobre sus antigenos diana que facilite su interaccién y proporcione sitios
de anclaje al complejo C1g con suficiente avidez. Este hecho, sin duda, parece explicar
la estrecha relacién encontrada entre la capacidad de un anticuerpo de unir Clqg y su
fuerza real o titulo, mas alld del perfil de subclases que presente. Asi, la presencia de
determinadas subclases de 1gG (1gG1/1gG3) a bajo titulo en la composicion de una
especificidad de anticuerpo anti-HLA particular, con independencia de que éstas tengan
tedricamente una gran capacidad de activar la cascada del complemento, no seria
suficiente para alcanzar el umbral de anticuerpos que posibilite la interaccién vy
conformacién de los complejos hexaméricos necesarios sobre los antigenos HLA
adheridos a las bolas Luminex, impidiendo el reclutamiento eficiente de la proteina Clq
y su posterior deteccion en el test SAB-C1g. Todas las evidencias descritas, y nuestra
propia experiencia, parecen indicar que la fuerza (titulo) de las subclases fuertemente
fijadoras de Clqg, fundamentalmente IgG1, son el principal factor limitante para definir
el estatus Clqg de un anticuerpo anti-HLA mediante el ensayo SAB-Clq. Considerando la
baja prevalencia de las especificidades de anticuerpos, compuestas exclusivamente por
subclases de tipo 1gG2 y/o 1gG4, que esta descrita en la literatura, la incapacidad per se

de un anticuerpo anti-HLA para unir C1q parece ser poco comun (98-101, 104).
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La cinética de la hexamerizacion de la inmunoglobulina 1gG sobre su antigeno
diana es un proceso dindmico que depende de la concentracién tanto del antigeno
como del anticuerpo (103). Desde nuestra perspectiva creemos que el menor impacto
gue ejercen los DSA no fijadores de Clq sobre la evolucién del aloinjerto observado en
nuestra cohorte de estudio podria ser una consecuencia de que dichos DSA estuvieran
realmente compuestos por un bajo titulo de subclases fuertemente fijadoras de Clq.
Bajo esta premisa, un DSA-lIgG1 unido a sus antigenos HLA en el endotelio renal no
alcanzaria el umbral critico necesario para reclutar de forma eficiente la proteina Clq, y
asi disparar la cascada del complemento in vivo por la via clasica, principal mecanismo
de dafio mediado por anticuerpos (39). De manera similar, la ausencia de subclases
fuertemente fijadoras de Clqg (IgG1/1gG3) en una baja proporciéon de anticuerpos o,
mas comunmente, la presencia de 1gG2 o 1gG4 como subclases inmunodominantes,
dentro de una especificidad no fijadora de Clg conformada también por IgG1/IgG3,
podria igualmente limitar el impacto deletéreo sobre el aloinjerto, saturando los

antigenos HLA endoteliales e impidiendo el acceso a subclases mas lesivas.

La caracterizacion de los DSA como anticuerpos no fijadores de Clg no tiene
gue estar estrictamente asociada a una baja fuerza real del anticuerpo, puesto que una
alta concentracién de subclases no fijadoras de Clg también podria ser plausible.
Asumiendo este hecho, podriamos explicar por qué algunas especificidades donde la
MFI es elevada, incluso tras la dilucién del suero, se muestran incapaces de unir Clq, y
sugerimos que, a pesar de su innegable relacion, la fuerza real o titulo de un anticuerpo
no proporciona exactamente la misma informacién que su capacidad de fijar Clq.
Asimismo, creemos que ambas caracteristicas (titulo y capacidad de unir C1lq) deberian
ser integradas en estudios futuros con objeto de lograr una mejor comprensién de los
mecanismos efectores por los que anticuerpos anti-HLA ejercen dafio, lo que nos
permitird sin duda, definir mejor su riesgo y plantear estrategias inmunosupresoras mas

precisas.



Sabemos que los DSA son responsables de que se produzca dafio sobre
aloinjerto a través de un amplio espectro de funciones efectoras, que varian desde la
activacién de la via clasica del complemento, hasta la citotoxicidad mediada por células
NK y macréfagos dependientes de la union a receptores FcyR (19). En un estudio
reciente Lefaucheur y cols. (101) han asociado la presencia de DSA-IgG4 con la
aparicién de AMR subclinico y dafio renal tardio, caracterizado por una predominancia
de caracteristicas histologicas, como glomerulopatia del aloinjerto y fibrosis
intersticial/atrofia tubular, sugestivas de dafio crénico, lo que apoya la idea de que los
anticuerpos pueden lesionar el aloinjerto por vias independientes a la activacion del
complemento (105). Desde esta perspectiva, todos los DSA, con independencia de su
capacidad para unir Clqg, deberian ser evitados. Desafortunadamente, esto no es una
opcién plausible para una proporcién creciente de pacientes altamente sensibilizados,
gue comienzan a colapsar las listas de espera. El desarrollo de protocolos de
desensibilizacién para reducir la incidencia de rechazo y mantener concentraciones
bajas de anticuerpos sostenidas en el tiempo, la optimizacién de los programas de
intercambio de drganos y la mejora de nuestro entendimiento sobre la patogenicidad
de los anticuerpos son retos futuros que aseguraran el éxito del trasplante,
especialmente entre la poblacién sensibilizada. Dado que nuestro estudio identifica
diferentes grupos de riesgo en la poblacion DSA positiva en base a su capacidad de
fijacion de Clg, nosotros planteamos aqui un nuevo y potenciado algoritmo de
estratificacion del riesgo inmunoldgico pre-trasplante. Advertimos de igual modo que
este nuevo algoritmo deberia ser interpretado con precaucién, ya que estd
particularmente dirigido a aquellos pacientes cuyas posibilidades de trasplante son muy
limitadas, careciendo de sentido su aplicacién sobre pacientes con valores de cPRA

bajos.

Como es légico, nuestro estudio también presenta ciertas limitaciones. La
primera es que se trata de un estudio observacional que no proporciona informacién

objetiva sobre las vias de dafio mediadas por los anticuerpos anti-HLA. Nosotros



sugerimos una mayor relevancia clinica de los anticuerpos C1qg positivos en base a los
resultados derivados del analisis de supervivencia y riesgo de fallo renal, sin llegar a
profundizar en las causas subyacentes a este hecho, como por ejemplo la asociacién
DSA-AMR descrita en diferentes tipos de trasplante de drganos sélidos, y caracterizada
en base a hallazgos histopatoldgicos y manifestaciones funcionales (106). Esta
limitacion fue consecuencia de que los criterios de diagndstico de rechazo humoral
sufrieron modificaciones a lo largo del periodo de este estudio, lo que nos impidié
establecer de manera fiable la asociacion entre la ocurrencia de AMR vy la capacidad de
unir Clqg de los DSA. Asi por ejemplo, los diagndsticos anatomopatoldgicos anteriores a
2005 carecen del analisis inmuno-histoquimico de deposicion de C4d, un fragmento
derivado del componente C4b del complemento sin funcion bioldgica conocida,
liberado por la formacién de complejos antigeno-anticuerpo durante la activacion de la
via clasica del complemento, que posee en su estructura un residuo tioéster interno
(107) mediante el cual se une covalentemente a elementos tisulares en el sitio local de
activacién, convirtiéndolo en una huella duradera que evidencia AMR (108). En
segundo lugar, no pudimos evitar la heterogeneidad de los protocolos de
inmunosupresion implementados a los pacientes incluidos, si bien este factor no tuvo
un valor predictivo significativo en el analisis Cox univariante. La tercera limitacion fue,
la no-inclusion de la presencia de anticuerpos frente a los antigenos HLA-Cw y -DP, lo
cual podria constituir un posible factor confundente en una determinada proporcién de
pacientes, teniendo en cuenta la relevancia clinica de estos anticuerpos en la evolucién
del aloinjerto, mostrada en algunos estudios (109). Finalmente, cuando estratificamos
la poblacion de estudio segun la capacidad de unir C1g de los DSA, la prevalencia de
pacientes DSA+, Clg+ fue baja (7,75%) dentro de la poblacion analizada, si bien el
tamafio de muestra fue suficiente para encontrar diferencias significativas dentro del

grupo DSA+.

En resumen, nuestro trabajo demuestra que Unicamente los DSA fijadores de

Clqg preformados representan una contraindicacién absoluta para el trasplante renal,
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pudiendo ser asumido el riesgo que para la funcidn renal representa la presencia de
DSA no fijadores de Cl1qg. El uso clinico del ensayo SAB-C1q para la identificacién de
incompatibilidades HLA donante-receptor inaceptables nos permitiria, en algunos
casos, mejorar la estratificacién del riesgo de pérdida del aloinjerto. Este nuevo
algoritmo podria incrementar la limitada oferta de drganos destinada a pacientes
altamente sensibilizados, predefinidos por el ensayo SAB-panlgG. Este incremento en
las posibilidades de trasplante reduciria el tiempo de permanencia de estos pacientes
en lista de espera, lo que supondria una mejora considerable en su calidad de vida, en
muchos casos mermada, por la mala condicién clinica asociada a una permanencia

prolongada en didlisis.






9. CONCLUSIONES







La tasa de supervivencia del aloinjerto renal en la poblacién trasplantada,
evaluada a 7 afios, disminuye Unicamente en presencia de DSA con capacidad
de fijar el complejo C1q. Por el contrario, la presencia de DSA Clqg negativos no

parece tener un impacto significativo sobre la supervivencia.

La capacidad de fijar complemento, como caracteristica inherente del
anticuerpo, parece incidir negativamente sobre la supervivencia del aloinjerto,

mas alla del valor de MFI del anticuerpo preformado.

Parece haber una clara asociaciéon entre la fuerza de un anticuerpo y su
capacidad de fijar complemento, si bien, esta asociacién es imprecisa cuando
consideramos la fuerza de los anticuerpos en base a su valor de MFI obtenido
en suero neto. El SAB-C1q podria revelar la verdadera fuerza de algunos

anticuerpos en aquellos sueros artefactados por el efecto prozona.

La presencia de DSA Clg+ previo a trasplante incrementa mas de 4 veces (HR
4,012; p<0,001) el riesgo de fallo renal, en cualquier punto del seguimiento,

respecto a la ausencia de D

Hay una falta de asociacidon entre la presencia de DSA Clg- y el riesgo de

pérdida de aloinjerto.

Unicamente la presencia de DSA preformados capaces de unir Clg, en un
contexto de CDC negativo, representan una contraindicacién absoluta para

llevar a cabo el trasplante.

El ensayo SAB-Clqg permite identificar grupos de anticuerpos con diferente
riesgo inmunoldgico entre el total de anticuerpos anti-HLA predefinidos por

SAB-panlgG.

El uso clinico del ensayo SAB-C1g como método de deteccion de anticuerpos y

la implementacion de un nuevo algoritmo de exclusidon antigénica en la



v
f Impacto de la capacidad de fijacién de C1q de los DSA J. Molina

poblacién HLA sensibilizada, incrementaria las opciones de trasplante de este

grupo de pacientes, reduciendo su tiempo en lista de espera.
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10. ABREVIATURAS







LT

Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos

Rechazo mediado por anticuerpos (antibody-mediated rejection)

Area bajo la curva (area under the curve)

Citotoxicidad dependiente de complemento

Célula(s) presentadora(s) de antigenos

Panel calculado de reactividad de anticuerpos (calculated panel
reactive antibody)

Patrones moleculares asociados a dafio (damage associated molecular
patterns)

Desviacion estandar

Anticuerpo(s) especifico(s) de donante (donor-specific antibody/ies)
Ditiotreitol

Acido etilendiaminotetraacético

Enfermedad renal cronica

Virus de Epstein-Barr

Fraccidn cristalizable

Antigeno(s) leucocitario(s) humano(s) (human leukocyte antigen(s))
indice de riesgo (hazard ratio)

Intervalo de confianza

Inmunoglobulina intravenosa

Complejo de ataque a la membrana

Intensidad de fluorescencia media (mean fluorescence intensity)
Cadena relacionada con el MHC de Clase | (MHC Class I chain related)
Complejo mayor de histocompatibilidad (major histocompatibility
complex)

Ratio de fondo normalizada (normalized background ratio)

Nefropatia crénica intersticial

Célula(s) asesina(s) natural(es) (natural killer)

Organ Procurement Transplantation Network

Patrones moleculares asociados a patégenos (pathogen associated
molecular pattern)

Reaccion en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction)
R-ficoeritrina

Pielonefritis crénica

Panel de reactividad de anticuerpos (panel reactive antibody)
Receptores de reconocimiento de patrones (pattern recognition
receptors)

Receiver operating characteristic

Bola(s) de antigeno unico (single antigen bead(s))

Sondas oligonucleotidicas especificas de secuencia (sequence specific
oligonucleotide)

Tratamiento renal sustitutivo

Prueba cruzada virtual (virtual cross-match)
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12. ANEXOS







PROTOCOLO PARA LA DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE ANTICUERPOS
ANTI-HLA: CRIBADO (MIXED I/11) Y ESPECIFICIDADES (SAB)

Preparacién de las muestras de suero

1. Alicuotar 40 uL de suero de cada una de las muestras a analizar en
tubos eppendorf de 1,5 mL.

2. Centrifugar a 8.000-10.000 g durante 10 minutos.

Incubacidn de las muestras de suero con las bolas Luminex

1. Afadir 20 uL de cada muestra de suero a cada uno de los pocillos de
la placa, previamente disefada.

2. Afiadir 2,5 uL de bolas Luminex con una mezcla de Ag-HLA (Mixed I/1)
a cada uno de los pocillos de la placa, en caso de realizar el cribado, o
2,5 plL de las bolas Luminex con antigeno Unico (single antigen beads
0 SAB) Clase | o Clase Il segun corresponda, en caso de determinar las
especificidades de anticuerpos anti-HLA de un suero problema.

3. Vortexar para mezclar.

4. Incubar 30 minutos a temperatura ambiente, en oscuridad vy
agitacion.

Preparacion del buffer de lavado o wash buffer (WB)

El WB estd a una concentraciéon 10x. Para preparar un Vf=100 pL de WB
diluiremos:

10 ul WB (10x) + 90 uL de H0 destilada = 100 uL

Por cada pocillo realizaremos 1 lavado con un V=150 uL de WB y 4 lavados
con un V=200 pL de WB.



Si aproximadamente utilizamos media placa (48 pocillos), prepararemos la
siguiente dilucion (en exceso, puesto que el anticuerpo secundario hay que
diluirlo también en WB):

Vf =50 mL (45 mL de H,0 destilada + 5 mL de WB)

Lavado de las muestras

Para retirar el exceso de anticuerpo no unido a los antigenos HLA sobre las
bolas Luminex, realizaremos 3 lavados.

1. Afadir 150 uL de WB (1x) a cada pocillo, pipeteando arriba y abajo
para mezclar bien. Centrifugar 5 min 1.300 g.

2. Eliminar sobrenadante (inversién de la placa). Resuspender el pellet
(vortex).

3. Afadir 200 pL de WB (1x) a cada pocillo, pipeteando arriba y abajo
para mezclar bien. Centrifugar 5 min 1.300 g.

4. Eliminar sobrenadante (inversién de la placa). Resuspender el pellet
(vortex).

5. Repetirlos pasos 3y 4.

Preparacion del anti-panlgG PE

El anticuerpo secundario anti-panlgG conjugado con PE estd a una
concentracion 100x. Para cada pocillo, diluiremos el IgG anti-panlgG-PE en
WB:

Vol IgG anti-panlgG-PE total = 1 uL IgG anti-panlgG-PE x nimero de muestras
Vol WB total = 99 uL WB x numero de muestras

Nota: este paso lo realizaremos al mismo tiempo que el tercero de los
lavados, para evitar al maximo la exposicién a la luz del anticuerpo
secundario.



Incubacidn con IgG anti-panlgG-PE

1. Afadir 100 pL de IgG anti-panlgG-PE (1x) a cada uno de los pocillos.
Pipetear arriba y abajo para mezclar bien.

2. Incubar 30 min en oscuridad, agitacién y a temperatura ambiente.

Lavado de las muestras y preparacidn para adquisicion en plataforma

Luminex

1. Centrifugar la placa 1.300 g durante 5 min y eliminar el sobrenadante
por inversion de la placa (exceso de IgG anti-panlgG-PE no unida al
anticuerpo primario).

2. Repetir pasos 3y 4 del Lavado de las muestras dos veces.

3. Afadir 80 pL de liquido de sistema para adquirir. Vortexar. Proceder a
la lectura de la placa.



PROCOLO PARA LA DETERINACION DE ANTICUERPOS ANTI-HLA FIJADORES DE
Clq EN SUERO (SAB-C1q ASSAY)

Preparacion del suero a analizar

1. Afadir 40 pL de suero en un eppendorf de 1,5 mL. Repetir con cada
muestra.

2. Calentar los sueros para descomplementar en un bloque térmico a 56
°C durante 30 minutos.

3. Centrifugar los sueros a 8.000-10.000 g durante 10 minutos.

4. Transferir 30 pL del sobrenadante a otro eppendorf de 1,5 mL.
Mantener en hielo.

Preparacién de Clg humano

1. Calcular el volumen de Clg necesario.
Vol C1q total (uL) = [N (nimero de muestras) x 1 uL Clq/test]
2. Elaborar una dilucién 1:5 de C1q en buffer HEPES (10 Mm).
Vol HEPES total (uL) = 4 x Vol C1q total
3. Vortexar la dilucion y mantener en hielo.

Incubacidn de las muestras

1. Enriquecer el suero con Clq:

a. Afadir 0,5 pL de control positivo a cada uno de los pocillos de
la placa, previamente disefiada seglin el nimero de muestras
que se van a testar.

b. Afadir 5 puL de Clg humano previamente diluido en buffer
HEPES en cada uno de los pocillos de la placa.
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c. Afadir 5 pL de cada suero descomplementado a testar al
pocillo correspondiente de la placa.

d. Mezclar.

2. Afadir 2,5 uL de bolas magnéticas Luminex recubiertas de Ag-HLA
Unico (SAB) a cada pocillo segin corresponda (Clase | o Clase ).
Vortexar para mezclar.

3. Incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente en un agitadory
en oscuridad.

4. Afadir 5 uL de IgG anti-Clqg conjugada con PE. Incubar durante 20
minutos en agitacién y oscuridad a temperatura ambiente.

5. Realizar un lavado, afiadiendo 80 pL de PBS a cada pocillo. Centrifugar
5 minutos a 1.300 g. Eliminar sobrenadante (inversién de la placa).

6. Afiadir 80 plL de liquido de sistema. Vortexar. Proceder a la lectura de
la placa en plataforma Luminex.
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Corona Alonso'?, Alberto Rodriguez-Benot'?, Pedro Aljama’? and Rafael Solana’*

"Maimonides Biomedical Research Institute of Cordoba (IMIBIC), Reina Sofia University Hospital, University of Cordoba,
Cordoba, Spain, ?Department of Nephrology, Reina Sofia University Hospital, Cordoba, Spain, Department of Allergy and
Immunology, Reina Sofia University Hospital, Cordoba, Spain, *Department of Immunology, Infanta Cristina University
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The consolidation of single antigen beads (SAB-panigG) assay in the detection of pre-
formed anti-human leukocyte antigen (HLA) antibodies has improved transplantation
success. However, its high sensitivity has limited the allograft allocation for sensitized
patients, increasing their waiting time. A modification of the standard SAB-panigG assay
allows the detection of that subset of antibodies capable of binding C1qg (SAB-C1q
assay). However, the clinical usefulness of SAB-C1q assay for determining the unac-
ceptable mismatches is under discussion. We retrospectively analyzed the impact of
preformed donor-specific anti-HLA antibodies (DSA) according to the C1g-binding ability
on allograft outcome, examining 389 single-kidney transplanted patients from deceased
donors. Recipients with preformed C1g-binding DSA showed the lowest allograft sur-
vival up to 7 years (40.7%) compared to patients with preformed non-C1g-binding DSA
(73.4%; p = 0.001) and without DSA (79.1%; p < 0.001). Allograft survival rate was
similar between patients with preformed non-C1g-binding DSA and patients without
preformed DSA (p = 0.403). Interestingly, among the high-mean fluorescence intensity
DSA (>10,000) population (n = 46), those patients whose DSA were further capable of
binding C1q showed a poorer allograft outcome (38.4 vs. 68.9%; p = 0.041). Moreover,
in our multivariate predictive model for assessing the risk of allograft loss, the presence
of C1g-binding DSA (HR 4.012; Cl 95% 2.326-6.919; p < 0.001) but not of non-C1g-
binding DSA (HR 1.389; Cl 95% 0.784-2.461; p = 0.260) remained an independent
predictor after stratifying the DSA population according to the C1g-binding ability and
adjusting the model for other pre-transplantation predictive factors including donor age,
cold-ischemia time, and HLA-DR mismatches. In conclusion, the unacceptable mis-
match definition according to the SAB-C1q assay would improve the risk stratification
of allograft loss and increase the limited allograft allocation of highly sensitized patients,
shortening their waiting time.

Keywords: allograft-loss risk, C1g-binding antibodies, kidney allograft survival, kidney transplantation, preformed
anti-HLA antibodies, single antigen beads assay

Abbreviations: AMR, antibody-mediated rejection; AUC, area under the curve; CDC, complement-dependent cytotoxicity;
CI, confidence interval; DSA, donor-specific anti-HLA antibody; HLA, human leukocyte antigen; HR, hazard ratio(s); MFI,
mean fluorescence intensity; PRA, panel reactive antibody; SAB, single antigen beads; VXM, virtual cross-match.
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INTRODUCTION

The presence of preformed antibodies against human leukocyte
antigen (HLA), and specifically against those antigens expressed
by the organ donor (donor-specific anti-HLA antibodies, DSA),
is strongly associated with an increased risk of rejection and
premature allograft failure (1). Against this background, the
identification of antibody specificities in recipients awaiting solid
organ transplantation has become a worldwide indispensable
clinical practice to accurately assign their unacceptable HLA-
antigen mismatches (2).

The complement-dependent cytotoxicity (CDC) assay has
been considered the gold-standard method to detect circulat-
ing alloantibodies, since Patel and Terasaki demonstrated its
usefulness for allograft allocation (3). Nowadays, despite the
fact that CDC assay detects the presence of anti-HLA antibod-
ies, solid-phase assays, like single antigen bead (SAB-panlgG)
by Luminex technology, have been consolidated as the main
standard methods, given their higher sensitivity to detect lower
level of alloantibodies (4). Therefore, the actual definition of
unacceptable alleles and the introduction of the non-invasive
virtual cross-match (VXM) according to SAB-panIgG assay have
improved the transplantation success, avoiding the allograft
damage of anti-HLA antibodies not detectable by CDC. However,
the higher sensitivity of SAB-panlgG assay has also increased the
number of highly sensitized patients in transplantation waiting
lists, making the graft allocation for these recipient candidates
more difficult (5). As a result, many highly sensitized patients,
with poor clinical prognosis, could die while waiting for a suit-
able donor.

Desensitization protocols emerged as an approach to reduce
the levels of anti-HLA antibodies and expand transplantation
possibilities of highly sensitized patients by immunomodulating
the immune response (6). These strategies range from the use of
plasmapheresis or intravenous immunoglobulin to monoclonal
antibodies directed against CD20* cells or against the C5 com-
plement factor (7). Although desensitization to HLA may enable
short-term success in incompatible transplantation, preventing
the high rates of rejection and obtaining a durable reduction of
anti-HLA antibody level remain a challenge (8). Hence, many
efforts have been concurrently focused on understanding the true
pathogenicity of anti-HLA antibodies.

Accordingly, the presence of preformed anti-HLA antibodies
has been evaluated by the different available methods of detec-
tion, being the clinical relevance of anti-HLA antibodies detected
by highly sensitive tests in a negative CDC context under discus-
sion. The studies published to date have been controversial. Some
groups have found no correlation between allograft failure and
the presence of preformed DSA detected by SAB-panlgG assay
(9-11). Other studies, however, have shown that the presence
of these antibodies, undetected by other less sensitive tests, are
associated with an increased risk of rejection and lower allograft
survival (12-14).

The major pathway of antibody-induced cytotoxicity occurs
subsequent to the antibody-antigen interaction, resulting in the
activation of the classical complement pathway. The ability to acti-
vate the complement cascade is likely to be the key determinant
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of the pathogenic potential of many DSA (15). Hypothetically,
antibodies with the ability to activate the complement cascade,
among all antibodies detected by SAB-panlgG assay, could be
more injurious to the allograft than those incapable of activating
it (16, 17).

A new highly sensitive test has been developed to detect only
the subset of anti-HLA antibodies capable of binding the first
component of the human complement cascade, Clq (SAB-Clq
assay) (18). Although information regarding SAB-Clq test
results is still scarce, initial studies showed a high correlation
between the presence of preformed Clg-binding DSA with early
acute antibody-mediated rejection (AMR) and C4d staining in
allograft biopsies (19, 20), thus supporting the general principle
that antibodies capable of activating the complement cascade are
the main antibodies involved in humoral rejection and allograft
failure.

Given this possibility, our aim was to evaluate the clinical
usefulness of SAB-Clq in the definition of immunological risk
groups before transplantation. For this purpose, we retrospec-
tively analyzed the impact of preformed DSA on allograft survival
and allograft-loss risk in a single-kidney transplanted cohort,
according to the C1q-binding ability.

MATERIALS AND METHODS

Patient Selection

A total of 389 local single-kidney transplanted patients from
local-deceased donors between January 1995 and October 2009
at Reina Sofia University Hospital (Cordoba, Spain) with available
serum samples adequate for Luminex analysis were included in
this study. All transplants were ABO group compatible. A nega-
tive T-cell and B-cell CDC cross-match in pre-transplantation
neat-serum was required for all recipients. Triple maintenance
immunosuppression was variable, but all transplanted recipients
received a calcineurine inhibitor (cyclosporine or tacrolimus)
combined with a DNA synthesis inhibitor (azathioprine or
mycophenolate mofetil) and low-dose of steroids. Exceptionally,
some included patients were treated with rapamycin combined
with tacrolimus and prednisone. Since 1998, high immunological
risk patients [panel reactive antibody (PRA) >80%, re-transplant
with rejection as failure of the first graft] were induced with a
polyclonal anti-human thymocyte immunoglobulin (thymo-
globulin) for the first 4-7 days. Acute rejections were treated
with steroids bolus for three consecutive days; steroid-resistant
rejections were usually treated with OKT3 and since 1998, with
thymoglobulin. No desensitization protocols were implemented
to any recipients, since they are only offered to patients receiving
a living-donor transplant according to guidelines followed by our
center. The follow-up time was 7 years. The study was approved
by the Ethics Committee of the Reina Sofia University Hospital
(ref. 2465).

Donor HLA Typing

Alllocal donors were genotyped for the HLA-A, -B, -DRBI, and
-DRB3/4/5 loci using a polymerase chain reaction sequence-
specific oligonucleotide system (Dynal Reli SSO Test, Invitrogen
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Corporation). For all kidney transplanted patients with preformed
anti-HLA-DQ antibodies detected by SAB-panlgG assay, donor’s
HLA-DQB1 locus was retrospectively typed by molecular biology
(Innolipa HLA-DQBI typing kit; Innogenetics, Belgium).

Detection and Characterization of Donor-
Specific Antibodies

Neat pre-transplant serum samples from the 389 patients
included, preserved at —20°C, were retrospectively screened
using first the Luminex Mixed Screen assay (LABScreen Mixed
I/II One Lambda Inc.). Then, patients with a positive screen (nor-
malized background ratio >1.5) were characterized for anti-HLA
antibody specificities (Class I and/or Class IT) using SAB-panIgG
assay (LABScreen single antigen beads, One Lambda Inc.).
Samples were analyzed on a Luminex platform (LABScan 100)
using Luminex 100 IS version 2.3 as data acquisition software
and Fusion 3.0 program (One Lambda) as analysis software.
Then, using the information on donor HLA typing, a VXM
was performed. Positive VXM was considered when detecting
an antibody in the recipient’s neat-serum against HLA-A, -B,
-DRB1, -DRB3/4/5, or DQB1 donor’s molecules. This antibody
was defined as DSA. Since no data for donors’ HLA-Cw and
HLA-DP were available, anti-Cw and anti-DP antibodies were
not considered in this study. In addition, patients’ sera with posi-
tive VXM by SAB-panlIgG assay were analyzed by SAB-C1q assay
(One Lambda Inc.) to detect complement-binding antibodies.
Positive antibodies against a donor HLA antigen detected in this
last test were considered C1q-binding DSA.

A cutoff for positive reactions was set at a baseline mean fluo-
rescence intensity (MFI) value of >1,000 in the standard SAB-
panlgG and at a baseline MFI value of >500 in the SAB-C1q assay.
Antibodies with a baseline MFI value of >10,000 were considered
high-MFI antibodies. All assays were performed according to the
manufacturer’s instructions. The methodology of this study is
illustrated in Figure S1 in Supplementary Material.

Statistical Analysis

Patients’ characteristics were summarized using mean and SDs
for the description of continuous variables, and total number
and percentage for the description of non-continuous variables.
The Student’s t-test was used to compare parametric quantitative
data, while the Mann-Whitney U test was used to compare non-
parametric quantitative data. The y* test, or Fisher’s F when
required, was used to compare qualitative data. The Kolmogorov-
Smirnov test was used as normality test. Pearson’s correlation
was used to determine the association between high-strength
antibodies and Cl1q-binding ability.

Allograft survival was analyzed since the time of transplan-
tation up to 7 years with kidney allograft loss as the event of
interest. Allograft loss was defined as return to dialysis. Data on
graft survival were censored at the time of death. Kidney allograft
survivals were plotted on Kaplan-Meier curves and compared
according to the preformed anti-HLA antibody status using the
log-rank test. The rejection incidence was not evaluated due to
the heterogeneity in the diagnostic criteria throughout the study
period.
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Multivariate Cox regression was used to quantify hazard
ratio(s) (HR) and 95% confidence intervals (CI) for kidney
allograft loss. Collinearity tests were performed to ensure the
independence of predictive and confounding variables. Receiver
operator characteristic curves and area under the curve (AUC)
were used to study models’ characteristics.

p Values lower than 0.05 were regarded as statistically significant.

RESULTS

Patients’ Characteristics

The entire population (n = 389) was stratified into two groups
according to the presence or absence of preformed DSA ret-
rospectively detected by the standard SAB-panlIgG assay. The
DSA+ group comprised 92 (23.7%) patients who tested positive
for the presence of preformed DSA, whereas the DSA— group
included 297 (76.3%) patients who were negative. The clinical
and immunological characteristics of both groups are shown in
Table 1. When analyzing classical sensitization pathways against
HLA molecules, a higher percentage of females (58.7 vs. 29.3%;
p <0.001), blood-transfused patients (71.7 vs. 38.7%; p < 0.001),
and re-transplanted patients (41.3 vs. 6.4%; p < 0.001) were found
in the DSA+ group compared to the DSA— group. Regarding
the increased risk for developing anti-HLA antibodies, patients
belonging to the DSA+ group had a higher PRA by CDC at time
of transplantation (21.7 vs. 2.2; p < 0.001). Moreover, probably
due to the difficulty of finding a suitable donor for these patients,
their waiting time (years) was longer (8.0 vs. 3.8; p < 0.001).
No statistically significant differences were found with regard to
the other studied characteristics shown in Table 1.

The 92 patients with preformed DSA were further stratified
according to the DSA Clg-binding ability. Sixty-two (67.4%)
DSA+ patients tested negative in SAB-C1q assay. These patients
comprised the non-Clg-binding DSA group (DSA+/Clq-).
The other 30 (32.6%) patients testing positive in SAB-Clq assay
comprised the Cl1q-binding-DSA group (DSA+/Clq+). Table 1
also shows the clinical and immunological characteristics of
both groups. We found a higher percentage of re-transplanted
patients in the DSA+/C1q+ group compared to the DSA+/C1q—
group (56.7 vs. 33.9%; p = 0.037). Probably as a consequence of
previous transplants, which is the main sensitization pathway
against HLA molecules (21), those patients had a significantly
higher PRA by CDC and calculated PRA by SAB-panlgG assay
(36.3 vs. 14.5; p = 0.005 and 97.7 vs. 81.1; p < 0.001). No statisti-
cally significant differences were found with regard to the other
studied characteristics.

Kidney Allograft Survival

Kaplan-Meier curves for kidney allograft survival according to
the presence or absence of preformed DSA at time of transplanta-
tion are shown in Figure 1A. Patients with preformed DSA had
significantly worse 7-year allograft survival than patients without
preformed DSA (62.9 vs. 79.1%; p = 0.001). However, when the
population with preformed DSA was categorized according to the
DSA Clqg-binding ability (Figure 1B), patients with preformed
Cl1q-binding DSA had significantly the worst allograft survival
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TABLE 1 | Clinical and immunological patient characteristics according to the donor-specific anti-HLA antibody (DSA) status at time of transplantation.

Pr pl ti-h leukocyt gen (HLA) antibody status
DSA- DSA+
Anti-HLA—  Anti-HLA+/  Total cohort DSA+/ DSA+/Clq+ P’ Total cohort p°
(n =238) non-DSA (n =297) Clgq— (n =62) (n=30) (n=92)
(n=59)

Donors
Age, mean (SD) 50.6 (17.1) 459 (17.3) 49.7 (17.2) 443(17.9) 49.7 (20.2) 0.197 46.1(18.8) 0.084
Cold-ischemia time (h), mean (SD) 17.8(7.2) 17.2 (7.3) 17.7 (7.2) 17.2(7.7) 18.9(7.0) 0.307 17.8(7.5) 0.927
Recipients
Age, mean (SD) 49.1 (13.7) 47.1 (12.6) 48.7 (13.5) 45.6 (13.3) 48.8 (15.3) 0.305 46.7 (14.0) 0.219
Females, n (%) 67 (28.2) 20 (33.9) 87 (29.3) 35 (56.5) 19 (63.3) 0.530 54 (58.7)  <0.001
Re-transplanted patients, n (%) 8(3.4) 11 (18.6) 19 (6.4) 21(33.9) 17 (66.7) 0.037 38(41.3) <0.001
Blood-transfused patients, n (%) 82 (34.4) 34 (57.6) 115 (38.7) 46 (74.2) 20 (66.7) 0.452 66 (71.7)  <0.001
Time on waiting list (years), mean (SD) 3.3(3.6) 5.6 (4.7) 3.8 (4.0) 8.5 (7.0) 7.0(6.3) 0.317 8.0(6.5) <0.001
HLA-A, -B, -DR mismatches, mean (SD) 3.2(1.3) 2.9(1.0) 32(1.2 3.1(1.1) 3.6(1.1) 0.089 3.2(1.1) 0.474
Anti-calcineurin drugs 0.869 0.971

Tacrolimus 132 (565.5) 32 (54.2) 164 (55.2) 34 (54.8) 17 (66.7) 51 (65.4)

Cyclosporine 106 (44.5) 27 (45.8) 133 (44.8) 28 (45.2) 13 (43.3) 41 (44.6)
Maintenance immunosuppressant triple 0.874 0.979
therapy*®

A, n (%) 164 (68.9) 36 (61.0) 200 (67.3) 42 (67.7) 21(70.0) 63 (68.5)

B, n (%) 59 (24.8) 21(35.6) 80 (26.9) 17 (27.4) 7(23.3) 24 (26.1)

C,n (%) 15 (6.3) 2(3.4) 17 (6.7) 3(4.8 2(6.7) 5(5.4)
Pre-transplantation anti-HLA antibodies n/c? n/c?

Non-antibodies, n (%) 238 238 (80.1) - -

Class |, n (%) - 42 (711.2) 14.1) 24 (38.7) 3(10.0 27 (29.9)

Class Il, n (%) - 3(5.1) 1.0) 12 (19.4) 3(10.0) 15(16.3)

Class land Il, n (%) - 14 (23.7) 4.7) 26 (41.9) 24 (80.0) 50 (54.3)
Pre-transplantation® PRA by CDC, - 5.5 (13.4) 9.6) 14.5(24.2) 36.3 (36.9) 0.005 21.7(30.5)  <0.001
mean (SD)

Pre-transplantation’ cPRA, mean (SD) - 39.4 (31.3) 21.0) 81.1(26.4) 97.7 (3.3 <0.001 86.5(23.1)  <0.001
Preformed DSA 0.253

Against Class |, n (%) - - 42 (67.7) 16 (63.0)

Against Class Il, n (%) - - 18 (29.0) 11 (31.5)

Against Class | and Il, n (%) - - 2(3.3 3(5.4)

“p value calculated for the comparison between DSA— (n = 297) and DSA+ (n = 92) groups.

"p value calculated for the comparison between DSA+/C1q— (n = 62) and DSA+/C1q+ (n = 30) groups.
“Triple immunosuppressant therapy consisted of calcineurine inhibitor + mycophenolate mofetil + corticosteroids (A); calcineurine inhibitor + azathioprine + corticosteroids (B);

calcineurine inhibitor + mTor inhibitor + corticosteroids (C).
9Non-compared characteristics.

°Pre-transplantation panel reactive antibody (PRA) value at time of transplantation, calculated by complement-dependent cytotoxicity (CDC) assay.
'Calculated panel reactive antibody (cPRA) value at time of transplantation, retrospectively calculated according to unacceptable antigens detected by SAB-panlgG assay using

OPTN database.

among the study population. Thus, at the end of the follow-up
time, only the 40.7% of patients with preformed Cl1q-binding
DSA maintained their allograft functioning, whereas allograft
function was maintained in the 73.4% of patients with preformed
non-Clg-binding DSA (p = 0.001) and in the 79.1% of patients
without preformed DSA (p < 0.001). Interestingly, 7-year allo-
graft survival rate was similar between patients with preformed
non-Clg-binding DSA and patients without preformed DSA
(p = 0.403). When we examined allograft survival in the Clq-
binding DSA population according to the presence of preformed
DSA against Class I and/or Class I HLA molecules (Figure S2A in
Supplementary Material), we did not find differences (p = 0.862).

Furthermore, we explored the impact on allograft outcome
of the C1q-binding ability considering also the DSA MFI value
obtained by the standard SAB-panigG (Figure 2). For this
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purpose, the DSA population was first categorized according
to the presence or absence of high-MFI DSA (MFI >10,000)
at time of transplantation. Kaplan-Meier curves for allograft
survival according to the presence or absence of high-MFI DSA
are plotted in Figure 2A. As expected, patients with preformed
high-MFI DSA had lower allograft survival rate than the other
DSA recipients (52.1 vs. 73.7%; p < 0.020). Then, we analyzed
allograft survival up to 7 years of the high-MFI DSA group
(n = 46), which was stratified according to the DSA C1q-binding
ability (Figure 2B). Interestingly, patients with C1q-binding DSA
showed a poorer allograft survival compared to patients with
non-Clq-binding DSA (38.4 vs. 68.9%; p = 0.041), despite the
fact that preformed DSA of both groups had a high-MFI value.
No differences were found (p = 0.988) when high-MFI Clq-
binding DSA were stratified according to the type of HLA
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FIGURE 1 | Allograft survival of the 389 single-kidney transplanted patients according to the donor-specific anti-HLA antibody (DSA) status at time of
transplantation. Kaplan-Meier curves for allograft survival up to 7 years, stratified by the presence or absence of preformed DSA (A) and the DSA C1g-binding

A 1,0 DSA patients (n=92) B 1,0 High-MFI DSA patients (n=46)
- = l
g 0,8 = 0,8 H
z £ \
= = f—y
£ 0,6 2 0,6 t
&= ,; e T
£ =~ | S SR R
1) =1 ‘.,
2 04 = 04 R
< <
0,2 0,2
1 DSA+, MFI<10000
L - e
=0.020 3= DSAs MEI 10008 Censetd =0.041 S g d
0,04 7 4~ DSA+, MFI=10000 censored 0.0 7 L o

T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7

Time (years)

No. of remaining cases and no. of cumulative events

T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7

Time (years)

No. of remaining cases and no. of cumulative events

0 1 2 &3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7

MFI<10,000 45; 40; 39; 37; 34; 327 29; 28; Clq— 19; 7;; 417; 15 15; 147 125 1L
n=46 1 4 5 6 6 8 10 11 n=21 2 “+ 4 4 4 4 5 6
MFI210,000 39; 31; 30; 27; 27; 25 22; 19 Clg+ 20; 45 13 12 9% 1 10; &
n=46 Y § 15 16 17 17 17 18 21 n=25 5 11 12 13 13 13 13 15

FIGURE 2 | Kaplan-Meier curves for allograft survival up to 7 years of the 92 patients with donor-specific anti-HLA antibodies (DSA), categorized according to the
presence or absence of high-mean fluorescence intensity (MFI) DSA (MFI >10,000) at time of transplantation (A), and after stratifying high-MFI DSA group (n = 46)
according to the C1g-binding ability (B). Curves were compared using the log-rank test.
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molecules (Class I and/or Class II) against which they were
directed (Figure S2B in Supplementary Material).

Risk of Allograft Loss

We studied the association of clinical and immunological factors
with allograft loss in a univariate analysis by Cox regression
(Table 2). The significant pre-transplantation predictive factors
identified were then introduced by forward conditional method
in a multivariate Cox model (Table 3). Donor age, cold-ischemia
time, HLA-DR mismatches >1, and the presence of DSA remained
independent predictive variables in the multivariate analysis
(Table 3, A). The adjusted-risk of allograft failure was more than
double in recipients with DSA at time of transplantation (HR
2.133; CI 95% 1.379-3.300; p = 0.001). However, when the DSA
population was subsequently stratified according to the DSA
C1q-binding ability (Table 3, B), only the subset of patients with
preformed Clq-binding DSA showed a significantly increased
adjusted-risk of allograft loss compared to patients without DSA
(HR 4.012; CI 95% 2.326-6.919; p < 0.001). Interestingly, we did
not find significant differences at any point throughout the follow-
up time between patients with preformed non-Clq-binding DSA
and patients without DSA, regarding allograft loss adjusted-risk
(HR 1.389; CI 95% 0.784-2.461; p = 0.260).

Both multivariate predictive models were explored by receiver
operator characteristic analysis. AUC was 0.704 (CI 95%,
0.645-0.763) for the conventional predictive model based on
the presence of DSA detected by the standard SAB-panlgG
assay (Table 3, A). The AUC of the model which included
the DSA Clq-binding ability (Table 3, B) became enhanced
(AUC = 0.725; CI 95%, 0.665-0.782). In addition, we explored
the predictive value of a multivariate model considering the pres-
ence of high-MFI DSA (MFI >10,000) at time of transplantation
(Table S1 in Supplementary Material). The AUC of this model was
lower than the model based on the presence of Cl1g-binding DSA
(AUC = 0.711; CI 95%, 0.652-0.770).

Antibody MFI Value and C1q Reactivity

A total of 9,898 data points, from neat-serum sample analyses
belonging to the 92 patients with preformed DSA and represent-
ing single Luminex beads, were displayed in a log-scale scatter plot
according to their MFI value (baseline) obtained by SAB-panIgG
assay and their respective MFI value obtained by SAB-Clq assay
(Figure 3). Among 4,191 positive beads detected by SAB-panIgG,
932 (22.2%) were also positive in SAB-C1q assay, whereas 3,259
(77.8%) tested negative. Nine out of 941 positivebeadsin SAB-Clq
assay were not detectable as positive in the standard SAB-panIgG
assay. The MFI average of positive antibodies capable of bind-
ing C1q was significantly higher than that of positive antibodies
incapable of binding C1q (18,816 vs. 6,495; p < 0.001). Among
941 Clq-binding antibodies, 869 (92.3%) showed a neat-serum
MFI value of >10,000 in the standard SAB-panlIgG assay and only
72 of them (7.7%) showed a neat-serum MFI value below 10,000.
The correlation between MFI values of each bead obtained using
both tests was of 0.666 (Pearson’s correlation). In addition, the
correlation between the presence of antibodies with high-MFI
value (MFI >10,000) in SAB-panIgG assay and their positivity in
SAB-Clq assay (MFI >500) was of 0.661 (Pearson’s correlation).
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TABLE 2 | Pre-transplantation clinical and immunological risk factors associated
with allograft loss.

Factor No. of Hazard Cl95% P
patients ratio(s) (HR)

Donor age 389 1.016 1.003-1.030 0.015
(per 1 year of increment)
Cold-ischemia time 389 1.055 1.028-1.082 <0.001
(per 1 h of increment)
Recipient age 389 0.993 0.978-1.008  0.349
(per 1 year of increment)
Sex female

No 248 1.00

Yes 141 1.475 0.975-2.232  0.066
Re-transplantation

No 332 1.00

Yes 57 2.259 1.407-3.626  0.001
Time on waiting list 389 1.025 0.987-1.064  0.200
(per 1 year of increment)
Human leukocyte antigen 389 1.143 0.927-1.409 0.211
(HLA)-A, -B mismatches
(per 1 mismatch of increment)
HLA-DR mismatches >1

No 119 1.00

Yes 270 1.929 1.1562-3.232 0.013
Anti-calcineurin drugs

Tacrolimus 215 1.00

Cyclosporine 174 0.962 0.636-1.456 0.856
Triple maintenance 0.219
immunosuppressant therapy

Calcineurine 263 1.00 -

inhibitor + MMF + Pred

Calcineurine 104 1.133 0.720-1.785 0.589

inhibitor + Aza + Pred

Calcineurine 22 0.759 0.276-2.088 0.593

inhibitor + Rapamycin + Pred
Induction therapy®

No 347 1.00

Yes 42 1.580 0.878-2.843 0.127
cPRA® 389 1.010 1.005-1.015 <0.001
Presence of DSA

No 297 1.00

Yes 92 2.009 1.306-3.091  0.002
Presence of DSA and C1qg-
binding ability

No-DSA 297 1.00 - -

Non-C1g-binding DSA 62 1.270 0.720-2.238  0.409

C1qg-binding DSA 30 4.160 2.420-7.151 <0.001

Univariate Cox analysis.

Cl, confidence interval; MMF, mycophenolate mofetil, Pred, prednisone; Aza,
azathioprine.

“Induction treatment consisted of thymoglobulin.

Calculated panel reactive antibody (cPRA) value at time of transplantation,
retrospectively calculated according to unacceptable antigens detected by SAB-
panigG assay using OPTN database.

DISCUSSION

In this retrospective study, 389 single-kidney transplanted
patients were carefully characterized according to the presence
of preformed DSA and the DSA Clq-binding ability, using SAB-
panIgG and SAB-Clq assays as antibody detection tests. Our
results showed that patients with preformed Clq-binding DSA
had worse 7-year allograft survival than patients with non-Clq-
binding DSA or without DSA. Interestingly, among the high-MFI
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TABLE 3 | Risk allograft-loss assignment according to the presence of DSA at time of transplantation (A) and the DSA C1g-binding ability (B) after the adjustment for
other clinical and immunological pre-transplantation predictive factors including donor age, cold-ischemia time, and human leukocyte antigen (HLA)-DR mismatches.

Multivariate Cox regression?® No. of patients

Donor age (per 1 year of increment) 389
Cold-ischemia time (per 1 h of increment) 389
HLA-DR mismatches 21
No 119
Yes 270
Model A
Presence of DSA (at time of transplantation)
No 297
Yes 92
Model B
Presence of DSA and C1q-binding ability
No-DSA 297
Non-C1qg-binding DSA 62
C1g-binding DSA 30

Multivariate model by Cox regression.

Hazard ratio(s) (HR) Cl195% P
1.016 1.003-1.029 0.014
1.054 1.028-1.082 <0.001
1.00 - -
1.896 1.129-3.851 0.016
1.00
2.133 1.379-3.300 0.001
1.00
1.389 0.784-2.461 0.260
4.012 2.326-6.919 <0.001

“The significant predictive factors in the univariate analysis were introduced by forward conditional method in the multivariate analysis.

Cl, confidence interval.

DSA population, those patients whose DSA were further capable
of binding Clq showed a poorer outcome. Moreover, in our
multivariate predictive model for assessing the risk of allograft
loss, only the presence of the C1q-binding DSA subset remained
an independent predictor after stratifying the DSA population
according to the C1q-binding ability and adjusting the model for
other pre-transplantation predictive factors, including donor age,
cold-ischemia time, and HLA-DR mismatches.

Since the development of highly sensitive solid-phase tests, the
presence of DSA detected by SAB-panIgG assay, under a negative
CDC cross-match context, has been associated with poor trans-
plant prognoses (22-24). Consistent with these findings, our
results indicate that the presence of preformed DSA increases the
risk of allograft loss, supporting the theory that these antibodies
damage the allograft. In addition, our study also reveals that not
all preformed DSA detected by SAB-panlgG assay are equally
pathogenic, suggesting that the significant injury on allograft
occurs mainly when preformed C1q-binding DSA are present.

The role of DSA according to the Cl-binding ability has
previously been evaluated, remaining one of the main investiga-
tion lines of humoral response against transplanted allografts.
Several studies have demonstrated that the de novo appearance
of Clg-binding DSA after transplantation is strongly associ-
ated with worse allograft outcome. Loupy et al. (25) reported
that the presence of Clq-binding DSA was associated with an
increased rate of AMR, more severe graft injury phenotypes and
an increased risk of allograft loss. Previously, Sutherland et al.
(26) had already demonstrated the greater risk of allograft loss
of de novo Clg-binding DSA. In the same line, Piazza et al. (27)
showed that the presence of Clg-binding, but not non-Clg-
binding de novo DSA was a biomarker of worse transplant
outcome. More recent studies have found that the development
of AMR and the subsequent allograft injury occurs mainly in
the presence of Clq-binding DSA (28, 29). However, despite
the growing evidence about the harmful role that C1q-binding
DSA play on transplant outcome, supported by the theoretical
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higher ability of these antibodies to activate the in vivo comple-
ment cascade, the clinical usefulness of SAB-Clq assay in the
pre-transplantation allograft allocation has not been accurately
determined.

Authors analyzing the clinical relevance of the pre-transplant
Clq-binding ability have reported controversial results. While
initial studies evaluating the usefulness of SAB-Clq assay in
heart-transplanted recipients showed a strong association
between preformed C1q-binding DSA and the risk of AMR and
premature allograft loss (19, 20), subsequent studies discussed
its clinical use for allograft allocation. Otten et al. (30) could
not assess the clinical significance of C1q-binding DSA regard-
ing allograft survival due to the low prevalence of sera scoring
DSA-positive in the SAB-C1q assay. Crespo et al. (31), and more
recently, Thammanichanond et al. (32) in small cohorts of patients
with DSA (28 and 48, respectively) did not find any association
between allograft outcome and the presence of Clq-binding or
non-Clq-binding DSA, suggesting a limited predictive value for
SAB-Clq assay. However, these studies did not provide any data
about the theoretically pathological role caused by non-Clq-
binding DSA with regard to a control population without DSA.

The present report, evaluating 92 transplanted patients with
preformed DSA, demonstrates that the severe effect on allograft
function is caused when preformed DSA are able to bind comple-
ment and provides evidence of their limited impact when they
are non-Clg-binding DSA. Interestingly, SAB-C1q assay allowed
us to define groups of patients with different allograft survival
among those with preformed high-MFI DSA (Figure 2B),
whereas allograft survival of non-Clg-binding DSA recipients
was similar (p = 0.457) regardless of the MFI value (Figure S3
in Supplementary Material). Taken together, these data sug-
gest that the neat-serum MFI value alone, which only offers a
semi-quantitative measured of antibody level at best (33), is not
entirely reliable for predicting transplant outcome, thus other
antibody properties, such as the Clq-binding ability, should
be considered. Moreover, our results support recent findings
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showing that SAB-C1q assay improves the AMR prediction with
regard to the MFI value (34), assuming the strong association
between AMR and allograft failure (35). The use of SAB-Clq
assay within a sensitized population could provide added value
to the conventional immunological risk stratification based on
the MFI value of DSA.

Not surprisingly, the C1q-binding ability was a characteristic
mainly found in beads showing high MFI values in the standard
SAB-panlgG assay (Figure 3). In this regard, other authors
have already shown that the ability to bind Clq is linked to the
antibody strength (20, 28). However, this association is far from
perfect when the antibody strength is assigned using the neat-
serum MFI value and either low-MFI but C1q-binding antibodies
or high-MFI but non-Cl1q-binding antibodies may be detected,
as depicted in Figure 3. The detection of low-MFI antibodies
capable of binding C1q is commonly a consequence of a prozone
effect, a phenomenon that hides the real strength of antibodies
(20). The treatment of neat-samples with EDTA or dithiothreitol
may somewhat eliminate this inhibitory effect (36), which would
enhance the relationship between the antibody C1q-binding abil-
ity and its MFI value. Conversely, high-MFI antibodies incapable
of binding C1q could denote low antibody strength, as reported
by Tambur et al. (37), who using serum serial dilutions for
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FIGURE 3 | Correlation between SAB-panlgG mean fluorescence intensity
(MFI) values and SAB-C1q MFI values. MF| values of single Luminex beads
were plotted in a log-scale scatter graph. Table under the graph shows the
number of negative (MFI <500) and positive (MFI >500) beads in SAB-C1q
assay according to their SAB-panigG MF| value.
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anti-HLA antibody detection provided a more reliable estimation
of their real strength (titer) and demonstrated a strong associa-
tion between low antibody titers and the inability to bind Clq.
The SAB-C1q assay, as well as titration studies, enables the real
strength of antibodies to be unmasked.

Otherwise, given the different avidity for the Clq protein
complex exhibited by the four IgG subclasses (38), the IgG
isotype pattern of a particular antibody is determinant for its
potential C1g-binding ability. Until now, IgG subclass studies
showed that anti-HLA antibodies are not usually comprised of
a unique IgG subclass but of a variable mixture of them, IgG1
being by far the most common (39-42). Arguably, the direct
correlation between the antibody real strength (titer) detected
by SAB-panIgG assay and their Cl1q-binding ability could be
largely explained by the high prevalence of IgG1, as the immu-
nodominant subclass. Emerging evidence supports that the
differences between C1q- and non-Clq-binding antibodies are
not usually due to the quality but to the quantity (titer) of the
IgG subclasses comprising them (20, 28, 37, 41, 42). Indeed, a
negative SAB-C1q assay result does not mean that the antibody
investigated was composed of isotypes without the biological
capacity to activate the complement, as would be expected, but
that it may contain a certain amount of strong Cl1q-binding IgG
subclasses (41).

Only in the form of hexamers via Fc:Fc non-covalent interac-
tions, IgG is endowed to bind the C1q component and assemble
C1q:(IgG)s complexes (43, 44). This status implies that a critical
antibody density bound to its target antigen is needed to provide
a sufficiently avid Clq-binding site, what supports the close
relationship between C1q-binding ability and antibody strength
(titer). A low titer of specific IgG subclasses (IgG1/IgG3) com-
prising a particular anti-HLA antibody would not be enough to
conform the hexameric complexes on the antigens of Luminex
beads, preventing the efficient recruitment of Clq and its sub-
sequent detection by SAB-Clq assay. All evidence described
seems to indicate that the strength (titer) of strong C1q-binding
subclasses, mainly IgG1, is the major limiting factor for the anti-
HLA antibody Clg-binding status assignment. Considering the
low prevalence of isolated IgG2 and/or IgG4 subclasses described
in previous reports, the per se anti-HLA antibody inability to bind
Clq seems to be uncommon (39, 41, 42).

The kinetics of IgG hexamerization is a concentration-
dependent dynamic process (44). Thus, we hypothesize that the
lower impact on allograft outcome of non-Clg-binding DSA
observed in our cohort could be a consequence of the low titer of
strong C1q-binding isotypes comprising them, which would not
reach the critical threshold to efficiently recruit the Clq protein
and trigger the complement cascade in vivo, the major pathway
of antibody-mediated injury (15). Similarly, the absence of strong
C1q-binding subclasses in a low proportion of non-C1q-binding
antibodies could also limit their harmful impact on the allograft.
The characterization of DSA as non-Clq-binding antibodies is
not strictly associated with low antibody strength, because a high
level of non-Clq-binding subclasses may be present. This fact
explains the not completely perfect correlation between the Clq-
binding ability and the antibody titer and suggests that the real
strength (titer) does not provide exactly the same information as
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the ability to bind C1q. Both properties (titer and C1q-binding
ability) should be integrated in future analyses to provide more
valuable insights into the assessment of the immunological risk
of anti-HLA antibodies.

It is well established that DSA are responsible for allograft
damage through a wide spectrum of effector functions, which
range from complement activation to FcyR-dependent mac-
rophage and NK cell functions (45). Recent findings have
associated the presence of circulating DSA-IgG4 with subclinical
AMR and later allograft injury characterized by a predominance
of chronic histological features (42), which supports that even
in the absence of complement activation, antibodies may lead to
non-complement-mediated chronic allograft damage (46). From
this perspective, all DSA, regardless of their C1q-binding ability,
should ideally be avoided, but unfortunately, this is not a plausible
option for an increasing proportion of highly sensitized patients.
Developing desensitization protocols to reduce the incidence of
rejection and maintain low levels of antibodies for long periods of
time, optimizing the allograft exchange programs and improving
our understanding of the pathogenicity of antibodies are future
challenges to ensure the success of transplantation in highly
sensitized patients. Since our study identifies different groups of
risk based on the C1q-binding ability of DSA, we postulate a new
pre-transplantation and enhanced stratification algorithm. This
new algorithm should be cautiously interpreted and should be
particularly addressed to those patients whose transplantation
possibilities are considerably limited.

Our study has limitations. First, it is observational and
consequently does not provide complete information about the
damaging pathways caused by anti-HLA antibodies, given the
close relationship between preformed DSA and AMR revealed
in different organ transplants by histopathological findings and
functional manifestations (47). Since diagnostic criteria for
allograft rejection varied over the time course of the study, the
association between AMR and the C1q-binding ability could not
be accurately ascertained. Second, we could not avoid the het-
erogeneity in the immunosuppressant treatments implemented,
although this factor did not have a significant predictive value.
Third, the non-inclusion of the presence of antibodies against
HLA-Cw and -DP antigens could be a possible confounding
factor in a proportion of patients, assuming their clinical rel-
evance for allograft outcome (48). Finally, when we stratified the
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