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Resumen

Una de las principales complicaciones tras el trasplante cardiaco (TC) es la aparicion
del rechazo mediado por anticuerpos (RMA), donde la cascada del complemento vy las
células B juegan un papel fundamental. En esta tesis doctoral nos planteamos estudiar
los genes implicados en la biologia de las células B y en la activacion de la cascada del
complemento, en los pacientes trasplantados y sus donantes que aportan informacion

relevante sobre el RMA.

Para ello, se analizaron las variantes genéticas detectadas en 112 genes, 51 genes
relacionados con la via del complemento y 61 genes implicados en la biologia de las
células B en 46 receptores con TC, 23 con RMA y 23 sin RMA y en 28 donantes, 14

donantes de los pacientes con RMA y 14 donantes de los pacientes sin RMA.

Se identificaron 7 polimorfismos (SNP) con diferencias significativas entre ambos
grupos: 5 SNPs presentes en receptores: 2 SNPs en genes de la via del complemento
(p.Gly54Asp-MBL2 y p.Asn428(p=)-CFP) y 3 SNPs en el gen ITGA4 implicado en la
biologia de las células B [p.Thr615(p=), p.GIn878Arg y p.His961(p=)]. Un SNP en el
gen IL4Ra (p.lle75Val), relacionado con la biologia de las células B, en los donantes y
un SNP en el gen ADA (p.Vall78(p=)), que participa en la regulacion de las células B,

en las parejas donante-receptor con TC.

Ademas, para examinar el papel de las variantes p.Gly54Asp-MBL2, p.Asn428(p=)-
CFP y para el haplotipo AGT-ITGA4, se llevaron a cabo estudios de expresion, en
pacientes con presencia y ausencia de dichas variantes, que corroboraron su posible

papel en el desarrollo del RMA.

La conclusién mas relevante de este estudio es que los polimorfismos presentes en los

genes MBL2 y CFP de la via del complemento, en receptores con TC, y en los genes



Resumen

ITGA4, IL4Ro. y ADA, en las células B, en receptores con TC y donantes, juegan un

importante papel en el RMA.
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Abstract

One of the main problems involved in heart transplantation (HT) is the humoral
response now termed antibody-mediated rejection (AMR), where complement cascade
and B-cells play a key role. Thus, in this doctoral thesis, we explore the importance of
genes related to complement pathway and B-cell biology in heart transplant patients and

their donors that can yield diagnostic and prognostic information about AMR.

For this purpose, genetic variants in 112 genes (51 complement pathway and 61 B-cell
biology genes) were analyzed by next generation sequencing in 46 HT patients, 23 with
and 23 without AMR and 28 donors, 14 donors from patients with and 14 donors from

patients without AMR.

We have identified 7 polymorphisms (SNPs) between groups which correlates with the
development of AMR: 5 SNPs in receptors: 2 SNPs in complement genes (p.Gly54Asp-
MBL2 and p.Asn428(p=)-CFP) and 3 SNPs in ITGA4 gene, related with B-cell biology
[p.Thr615(p=), p.GIn878Arg y p.His961(p=)]. We have identified one SNP in donors in
genes related with B-cell biology, p.lle75Val-IL4Ra, which correlates with the
development of AMR. Moreover, in the analysis of discrepancies between recipient-
donor genotypes, we have identified another SNP, in this case in ADA gene

(p.Vall78(p=)), which is related with B-cell biology, associated with AMR.

In addition, to examine the role of the variants p.Gly54Asp-MBL2, p.Asn428 (p =)-CFP
and for the AGT-ITGA4 haplotype, expression studies were carried out, in patients with
presence and absence of these variants, that corroborated their possible role in the

development of the AMR.

The most relevant conclusion of this study is that polymorphisms in HT receptors in

MBL2 and CFP genes of the complement pathway and polymorphisms in ITGAA4,



Abstract

IL4Ra, and ADA genes belonging to the B cells biology in HT receptors and in donors

could have an important role in AMR.
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Resumo

Unha das principais complicacions tras o transplante cardiaco é a aparicion do
rexeitamento mediado por anticorpos (RMA), onde a cascada do complemento e as
células B xogan un papel fundamental. Nesta tese de doutoramento nos plantexamos o
estudo dos xenes implicados na bioloxia das células B e na activacion da cascada do
complemento, en pacientes transplantados e nos seus doantes que aportan informacion

diagnostica e prognostica sobre o RMA.

Para iso, analizdronse as variantes xenéticas detectadas en 112 xenes, 51 Xxenes
relacionados coa via do complemento e 61 xenes implicados na bioloxia das células B
en 46 receptores con TC, 23 con RMA e 23 sen RMA e en 28 doantes, 14 doantes dos

pacientes con RMA e 14 doantes dos pacientes sen RMA.

Identificaronse 7 polimorfismos (SNP) con diferenzas significativas entre ambos
grupos: 5 SNPs presentes en receptores: 2 SNPs en xenes da via do complemento
(p.Gly54Asp-MBL2 y p.Asn428(p=)-CFP) e 3 SNPs no xen ITGA4 implicado na
bioloxia das células B [p.Thr615(p=), p.GIn878Arg y p.His961(p=)]. Un SNP no xen
IL4Ro (p.lle75Val), relacionado coa bioloxia das células B, nos doantes e un SNP no
xen ADA (p.Vall178(p=)), que participa na regulacién das células B, nas parexas doante-

receptor con TC.

Ademais, para examinar o papel das variantes p.Gly54Asp-MBL2, p.Asn428(p=)-CFP
e para o haplotipo AGT-ITGA4, levaronse a cabo estudos de expresion en pacientes, con
presenza e ausencia de ditas variantes, que corroboraron o seu posible papel no

desenvolvemento do RMA.

A conclusion mais relevante deste estudo € que os polimorfismos presentes nos xenes

MBL2 e CFP da via do complemento, en receptores con TC, e nos xenes ITGA4, IL4Ro.
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e ADA, nas células B, en receptores con TC e en doantes, xogan un importante papel no

RMA.
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1.1Rechazo mediado por anticuerpos

La idea de reemplazar érganos afectados del cuerpo por otros sanos, ha cautivado la
imaginacion humana desde la antigiiedad y encontramos referencias a los trasplantes en
escritos antiguos procedentes de Egipto, India, China y la cultura cristiana con
referencias que se remontan incluso al afio 2.000 a.C. (1). En antiguos manuales chinos,
ya se hace referencia al médico Pien Ch’iao que intercambio los corazones de dos
guerreros entre si con el fin de lograr un equilibrio entre las fuerzas de ambos
individuos (2). En el antiguo testamento se hace la que probablemente sea la primera
referencia al trasplante cardiaco cuando el profeta Ezequiel dice, “Yo les daré un solo
corazon...Y quitaré de su carne el corazén de piedra y les daré un corazén de carne”.
Pero, quizas la leyenda més famosa sobre los trasplantes sea “el milagro de la pierna
negra”, descrita en el afio 300 a.C. por los Santos Cosmas y Damian quienes
sustituyeron la pierna gangrenada de un diacono romano por una pierna sana de un
etiope que habia fallecido recientemente (3). Si bien resulta poco probable que ninguno
de estos escritos derive de hechos reales, ponen de manifiesto la fascinacion por el

trasplante (4).

Mas alla del folclore, durante siglos se hicieron intentos por trasplantar diferentes tipos
de tejidos. Asi, encontramos referencias al trasplante de injertos en el manual indio
titulado Sushruta Samhita del afio 600 a.C., que recoge los procedimientos aplicados
para la reparacion de nariz empleando piel de la frente del individuo, al cual se le habia
amputado la misma, normalmente como castigo por un crimen (5-6). En los manuales
chinos encontramos referencias al médico chino Hua Tuo, quien, en el siglo I, realiz6
trasplantes de érganos enfermos administrando a sus pacientes plantas medicinales que

funcionaban como anestésicos. Sin embargo, Hua Tuo fue ejecutado por sus practicas y
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todos sus manuales fueron quemados y sus practicas quedaron en desuso (4,7). Muchos
siglos después, en el S. XVI, debido a la creciente popularidad del duelo con espadas,
en los cuales eran frecuentes las amputaciones de nariz, Gaspare Tagliacozzi, basandose
en el método italiano de reparacion nasal descrito por los sicilianos Gustavo Branca y su
hijo Antonio, logro reparar con éxito la nariz empleando injertos autégenos procedentes
del propio brazo del individuo (5,8-9). Aunque durante el siglo XVI, se hicieron varios
intentos con aloinjertos, es decir injertos procedentes de otro individuo de la misma
especie, éstos, a diferencia de los injertos autdgenos, no funcionaban. Tagliacozzi y
otros cientificos de la época especularon sobre si esto era debido a la “fuerza del
individuo” (10). A pesar de esta observacion, hasta el siglo XX no se documenta la
posibilidad de que los injertos puedan ser rechazados por el cuerpo del individuo
trasplantado. Es entonces cuando se empiezan a investigar las bases inmunolégicas del

trasplante (4,9).

En esta linea, si revisamos la historia del rechazo mediado por anticuerpos (RMA) en el
trasplante (Figura 1), vemos que la primera evidencia sobre el posible papel de los
anticuerpos en el rechazo de injertos, fue explicada por Peter Gorer en 1936. Gorer,
describié el complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) en ratones, como un
antigeno de grupo sanguineo al que llamé antigeno 2 y que estaba involucrado en el
rechazo de trasplante de tejidos y tumores (11). En la década siguiente, George Snell
desarroll6 cepas de ratones congénicas que solo diferian en entre si en un pequefio
segmento cromosomico. El andlisis seroldgico de estas cepas, permitio la confirmacion
de lo descrito anteriormente por Gorer, al establecer que los genes que controlaban la
resistencia ante los injertos tumorales eran los mismos, 0 estaban estrechamente
relacionados, con genes codificados por el antigeno 2 que fue designado como H-2 (12).

Los trabajos de los Drs. Gorer y Snell, proporcionaron la base al Dr. Dausset, quien en
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1958 describid por primera vez el antigeno leucocitario humano (Human leukocyte
antigen, HLA) (13). Los trabajos de los Drs. Dausset y Snell en el campo de la
histocompatibilidad, les llevaron a conseguir, en el afio 1980 el premio Nobel de
medicina, junto al Dr. Benacerraf, por sus estudios sobre los genes que regulan la
respuesta inmune. A partir del descubrimiento de Dausset, los Drs. Payne y van Rood
identificaron rapidamente los anticuerpos contra los antigenos HLA, en pacientes con
transfusiones previas y mujeres multiparas (14-15). Afios mas tarde el Dr. Terasaki
desarroll6 los test de identificacion de los antigenos HLA (16). Paralelamente, Medawar
y colaboradores (17), postularon que el rechazo del injerto se asemejaba a una reaccion
de hipersensibilidad retardada mediada por células, trabajo por el que se le otorgé el
premio Nobel en el afio 1960. Debido a la gran reputacién del Dr. Medawar, la mayoria
de los investigadores se inclinaron por la teoria celular del rechazo de injertos, dejando
la teoria del rechazo mediado por anticuerpos en segundo plano hasta que, en el afio
1970, el Dr. Jeannet y colaboradores sefialaron la correlacion existente entre anticuerpos
circulantes especificos contra antigenos de donante (Donor-specific antibodies (DSA))

y la presencia de lesiones en el injerto renal (9,18-19).

En la década siguiente, el Dr. Herskowitz y colaboradores (20) definieron por primera
vez los aspectos clinicos del RMA en el trasplante cardiaco (TC), caracterizado por la
presencia de vasculitis 0 edema severo, en ausencia de infiltrado celular y con un mal
prondstico. Dos afios mas tarde, el Dr. Hammond y colaboradores (21) describieron un
patron de rechazo humoral en 6 pacientes con TC asociados con depdsitos de
anticuerpos y de moléculas del complemento. Finalmente en los afios 90, el concepto de
RMA comienza a ser aceptado, con cierta controversia, como una patologia diferente
del rechazo celular (RC), mediado por linfocitos T, al establecerse la presencia de

depdsitos de C4d como marcador de fijacion del complemento en el injerto, seguido del
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Figura 1. Linea temporal que muestra la historia del RMA en el trasplante.
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hallazgo que asociaba la presencia de estos depoésitos, con anticuerpos DSA (22-23). A
pesar de estos hallazgos, el debate sobre el RMA continud, en gran parte debido a la
ausencia de técnicas que permitiesen detectar con fiabilidad la presencia de anticuerpos

y depositos del complemento en el injerto.

Hoy en dia, aungue la definicidn sigue estando en discusion, sabemos que el RMA se
produce cuando los anticuerpos del receptor son dirigidos contra antigenos HLA del
donante, bien por la presencia de anticuerpos preformados debido a un proceso de
sensibilizacion previa del receptor, producido frecuentemente por transfusiones previas,
trasplantes anteriores, o en mujeres con embarazos multiples; o bien debido a la
produccién de novo de anticuerpos DSA (24-26). Asi pues, se considera que la
presencia de anticuerpos es la causa principal del fallo del injerto, mediante la fijacién y
activacion del complemento, induciendo un proceso inflamatorio. Este estado
inflamatorio, produce una serie de respuestas que incluyen la activacion de plaquetas,
macrofagos y células dendriticas, lo que finalmente producira la disfuncion del injerto

(25-27).

El RMA se caracteriza, histoldgicamente, por la presencia de grandes ceélulas
endoteliales que reflejan la activacion endotelial que es consecuencia de la sefializacion
intracelular inducida por los anticuerpos, y posteriormente, por el sistema del
complemento. La presencia de vasculitis o infiltrado leucocitario a través del endotelio,
en la pared de los vasos, demuestra la activacion de la respuesta humoral con
citotoxicidad dependiente de anticuerpos, citoquinas y reclutamiento de monocitos
circulantes (25). Esta caracterizacion suele ir acompafiada de hallazgos

inmunopatoldgicos, relacionados con la presencia de depdsitos de inmunoglobulina,
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complemento (C4d, C3d y/o C1qg) y macrofagos (CD68) en los capilares, detectables

mediante técnicas de tincion inmunohistoquimica e inmunofluorescente (28).

Por tanto, podemos definir el RMA como un proceso inmunopatoldgico mediante el
cual el sistema inmune del receptor, intenta destruir el injerto trasplantado mediante la
produccién de anticuerpos, citoquinas y complemento. Clinicamente, se asocia con
compromiso hemodindmico, incremento de disfuncion del injerto, aceleracion de la
enfermedad vascular del injerto (EVI) y un descenso en la tasa de supervivencia

(24,27,29-30).

1.1.1 Frecuencia del RMA

El RMA puede aparecer inmediatamente tras el trasplante, durante las primeras horas o
dias tras la reperfusion del injerto (RMA hiperagudo), a las pocas semanas (RMA
agudo) o incluso afios después del trasplante (RMA crénico) (24). Este Gltimo asociado
a la produccion de novo de anticuerpos DSA (26).

Hasta hace unos afios, la forma mas frecuente de RMA, era el rechazo hiperagudo que
se manifestaba casi de forma inmediata tras el trasplante, asociado a:

e Presencia de anticuerpos preexistentes,

Pruebas cruzadas donante/receptor positivas,

e Sensibilizacién previa positiva para el anticuerpo monoclonal muromonab-CD3
(OKT3),

e Pruebas para citomegalovirus (CMV) positivas,

e Implantacién de un dispositivo de asistencia ventricular o sensibilizacion previa

del receptor (31).

Sin embargo, en los ultimos afos, el avance en los tratamientos inmunosupresores y los

estudios previos de compatibilidad, han hecho que este tipo de rechazo hiperagudo
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decrezca. Actualmente los tipos de RMA mas frecuentes son el rechazo agudo y el

cronico (31-32).

En cuanto a la frecuencia del RMA, no es sencillo establecerla debido a los cambios que
ha habido en los ultimos afios en los criterios de diagnéstico del RMA y a la escasez, en
la mayoria de centros, de rutinas de monitorizacion en pacientes asintomaticos con
RMA. Todo esto ha hecho que exista disparidad entre diferentes hospitales con respecto
a la cantidad de casos registrados (31). En la Tabla 1 se muestra el rango de incidencias
descritas para el RMA segun el tipo de érgano trasplantado. Asi, vemos que el RMA se
ha descrito con mayor frecuencia en el trasplante renal (TR) y cardiaco, presentando en

todos los casos, un rango variable.

Tipo de trasplante Incidencia del RMA
Cardiaco (25,29) 3-85%
Hepético (33-34) 10-24%
Pancreatico (35-36) 10-20%
Pulmonar (34) 4-25%
Renal (34,37) 6-60%

Tabla 1. Porcentaje de casos de RMA en funcién
del érgano trasplantado.

Debido a que en esta tesis doctoral, incluimos pacientes con TC como modelo de
estudio del RMA, a partir de este apartado nos centraremos en el RMA tras el TC. Es
importante destacar que la unidad de Insuficiencia cardiaca y trasplante cardiaco del
Hospital Universitario de A Corufia (CHUAC) es uno de los grupos de referencia en

este campo, con alrededor de 20 trasplantes cardiacos al afio.
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1.1.2 DSAs en el RMA y dafio endotelial

El mecanismo por el que se produce dafio endotelial, no es del todo conocido pero se
han descrito tres mecanismos por los cuales los DSAs, producidos en el RMA, podrian

provocar dafio endotelial tras el trasplante (Figura 2):

A. Lavia clasica mediante la fijacion del complemento:

En esta via, los antigenos unidos al complemento, son capaces de interaccionar de
forma mas eficiente con las células B mediante el receptor CR2 reduciendo asi la
cantidad de antigenos necesaria para inducir la produccion de anticuerpos (38-39). A
su vez, los anticuerpos formados, son capaces de unirse a la superficie endotelial del
injerto provocando la activacion de la via clésica del complemento y la lisis celular

(39-41).

B. Receptores Fc y lesion del injerto:

Los monocitos, macrofagos, neutréfilos y las células Natural Killer (NK), expresan
receptores para las regiones Fc de los anticuerpos (FcyRs) que median las diferentes

respuestas celulares de la inmunidad innata, tales como (42):

Activacion de células endoteliales y reclutamiento de leucocitos,

e Fagocitosis mediada por macrofagos,

e Citotoxicidad mediada por DSAs,

e Produccion de interferon gamma (IFNy), factor de necrosis tumoral alfa
(TNFa) y liberacion de quimiocinas (CC) que pueden aumentar el efecto de

los anticuerpos.

Todos estos procesos resultan relevantes en la etiologia del RMA 'y sugieren que las

células podrian mediar el dafio endotelial a través de los FcyRs (43-44).
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C. Activacion endotelial por los anticuerpos:

Diferentes estudios sefialan que algunos DSAs tienen poca capacidad para fijar el
complemento, lo cual sugiere que podrian participar en el RMA de una manera
independiente al mismo, mediante la estimulacion de sefiales proinflamatorias y
otras que promueven la proliferacion de células endoteliales (45-46). Esto también
se observa en estudios clinicos que reflejan que, en algunos casos, los inhibidores
del sistema del complemento no resultan eficaces para la prevencién del RMA
cronico (47-48). Por este motivo, en los Gltimos afios se ha reconocido un subtipo de
RMA C4d-negativo, lo cual ha hecho necesario reformular el esquema de

diagnostico del RMA para incluir esta entidad (49).

Interaccion de los anticuerpos Capilaritis

3 : Componentes del complemento
con los antigenos de superficie

Oc3a
QOcsa

MHC u otros
antigenos

Receptor

4
240 =
5 IFNy
O Sublitico C:a(o)C3a TNQ
£5b-C9 M Granzima B

?Citoquinas quimiotacticas y
+ VWF quimiocinas

4 P-selectina (IL-10, IL-8, CCL2 y CCL5)
# Factor tisular 4 Moléculas de adhesion
t PDGF (VCAM-1, ICAM-1, E-selectina)
$ BCLXL t DAF # Citoquinas quimiotdcticas y
tBCL-2 . < i quimiocinas
+CD59 Migracion lequ>c:tana (IL-1B, IL-6, IL-8 y CCL5)
t FGFR - - Trombosis
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OUISTECIOn complemento Resistencia al complemento y adhesion

Figura 2. Mecanismos de los DSAs para mediar el dafio endotelial (Modificado de 46).
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1.1.3 Cuestiones abiertasen el RMA enel TC

En el RMA aun quedan algunos aspectos abiertos:

e Definicion y diagnostico del RMA en el TC,
e Monitorizacion del RMA,
e Tratamiento del RMA,

e Papel de la genética en el RMA.

El esclarecimiento de estas cuestiones podria mejorar el tratamiento y prondéstico de los

casos de RMA (25,50).

1.1.3.1 Problemas de definicion y diagnostico del RMA trasel TC

Una de las principales cuestiones abiertas, es la progresion en la definicion y
diagndstico del RMA tras el trasplante, que siguen siendo un tema de debate. Por una
parte, el diagndstico resulta sencillo cuando el paciente presenta disfuncién del injerto,
con una fraccién de eyeccion reducida (FE<30%), y sin evidencias de rechazo celular
en la biopsia endomiocardica (BEM), acompafiado de estudios inmunopatolégicos en el
tejido cardiaco que sugieran dafio vascular, activacion del complemento y presencia de
anticuerpos circulantes. El paciente que presente todas estas caracteristicas, constituiria
el caso ideal de RMA (24). Sin embargo, los pacientes no siempre presentan estas
caracteristicas debido a la cantidad de fenotipos de RMA diferentes que dificultan el
diagndstico y la creacion de una definicion estandar.

En el afio 2003, el Instituto Nacional de Salud americano, fijo como objetivo obtener
una definicion clara y uniforme de RMA (51). En el caso del TC, encontramos dos
documentos consenso especificos, llevados a cabo por la Sociedad Internacional de
trasplante cardiaco y pulmonar (International Society of Heart and Lung

Transplantation (ISHLT)) en 2005-2006 y en 2011-2013 (25,51).
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La clasificacion de 2005-2006 tuvo como objetivo la estandarizacion del diagnéstico y
definicién del RMA en el TC creando una clasificacion comdn que estableciese criterios
de diagndstico y tratamiento comunes, al tiempo que reconocia el RMA como una
entidad independiente del RC. Como consecuencia, esta clasificacion se basaba en la
combinaciéon de hallazgos patoldgicos y clinicos, estableciéndose 4 categorias de

criterio diagnostico: clinico, histopatoldgico, inmunopatoldgico y seroldgico (Tabla 2).

EVIDENCIAS Hallazgos patoldgicos requeridos Opcionales

1. Evidencia clinica de Recomendado combinaciéon  con

disfuncién del injerto otras evidencias que soporten el
diagnostico de RMA

2. Evidencia histolégica de a. Cambios  en los  capilares | c. Neutrdfilos en capilares (severo)

lesién aguda en los capilares (se | endoteliales d. Hemorragia/edema intersticial

requieren ay b) b. Macrofagos en capilares (severo)

3. Evidencia inmunopatolégica | a. 1gG, IgM y/o IgA + C3d y/o C4d o

para lesion mediada por Clqpor IF

anticuerpos (requerido a, boc) | b. CD68 para macrofagos en capilares
(CD31 0 CD34) y/o C4d (intensidad 2-
3+) en capilares por IH en parafina

c. Fibrina en vesiculas (severo)

4. Evidencia seroldgica de anti- Clase anti-HLA | y/o clase Il u otros
HLA o anticuerpos anti- anticuerpos anti-donante en el
donante momento de la biopsia (apoyado por

evidencias clinicas y/o hallazgos
morfoldgicos)

Tabla 2. Hallazgos RMA agudo en corazon segun la clasificacion ISHLT 2005 (25). HLA: antigeno
leucocitario humano; IF: inmunofluorescencia; Ig: Inmunoglobulina; IH: inmunohistoquimica; RMA:
rechazo mediado por anticuerpos.

A pesar de la publicacion de estos criterios, en mas del 50% de los centros se seguia
realizando el diagnoéstico de RMA basandose Unicamente en la disfuncion del injerto y
en la ausencia de infiltrado celular en la BEM (25,30). Por este motivo, en el afio 2013,
la ISHLT cred una nueva clasificacion en la que establecié la BEM para el diagnostico
del RMA tras el TC, usando una combinacion de criterios histopatolégicos e
inmunopatoldgicos, de forma similar a la utilizada para el diagndstico del RC (Tabla 3y
Figura 3) (26,52-53). La diferencia mas destacable entre las guias de 2005 y 2013, es
que la clasificacion ISHLT del 2013 para el RMA tras el TC establecia pasar de un
criterio diagnostico, basado en la combinacion de hallazgos clinicos y patologicos, a

uno basado puramente en hallazgos patologicos (pPRMA). Con ello, se intentaba reducir
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las variaciones en el diagnostico del RMA y proporcionar una base para el desarrollo de

nuevas terapias estandarizadas (25,51).

Clasificacion Caracteristicas Caracteristicas IF | Caracteristicas IP | Comentarios
Histoldgicas
pRMA 0 Negativo Negativo Negativo
pRMA 1 (H+) | Hinchazon endotelial Negativo Negativo Puede presentar
capilar o denudacion; patron de tincion
acumulacion ligera para IF e IP sin
intravascular de resultar positiva
macro6fagos o
neutréfilos; edema
intersticial
pRMA 1 (I+) Ninguna o solo focales | Tincidn intensa Tincién intensa IF o IP positivas.
difusa o multifocal | difusa o multifocal Hallazgos similares
con C4d y/o C3d en | de capilares con en algunos controles
capilares C4d y CD68 si se
usa
pRMA 2 Hinchazdn endotelial Tincién intensa Tincién intensa IF o IP positivas
capilar o denudacion; difusa o multifocal | difusa o multifocal
acumulacion con C4d y/o C3d en | de capilares con
intravascular de capilares; tincion C4d y CD68 si se
macrofagos o intensa con HLA de | usa
neutréfilos; edema capilares
intersticial
pRMA 3 Hinchazdn endotelial Tincién Tincién intensa Caracteristicas
capilar o denudacion; interrumpida o difusa o multifocal | histoldgicas
acumulacion multifocal con C4d | de capilares con dificilmente
intravascular de y/o C3d en C4d y CD68 si se distinguibles del
macrofagos o capilares; tincion usa; tincion de rechazo celular
neutrofilos; edema débil o CD310CD34en severo (ISHLT 3R)
intersticial; trombo interrumpida de capilares
intravascular; necrosis HLA; acumulacion | demostrando el
de miocitos sin rechazo | de fibrina; C3d o dafio en las paredes
celular; residuos de C4d de necrosisde | o la pérdida de
tejido intersticial miocitos capilares

Tabla 3. Clasificacién ISHLT 2013 para el diagndstico patoldgico del RMA tras el TC (26,53).HLA:
antigeno leucocitario humano; IF: inmunofluorescencia; IP: inmunoperoxidasa; pRMA: clasificacion
patologica del rechazo mediado por anticuerpos.

No obstante, tal y como se ve en la columna de comentarios de la Tabla 3, el

establecimiento de este tipo de biopsias no soluciona el problema completamente pues

sigue sin aunar la evidencia clinica y la patolégica. De hecho, recientemente se ha

planteado la necesidad de revisar esta clasificacion para evaluar criticamente si la

misma separa de forma efectiva los diferentes tipos de RMA. Esto plantea nuevamente

la necesidad de crear un nuevo criterio clinico-patologico que permita mejorar el

diagndstico y crear un esquema que facilite la comunicacion entre patologos, clinicos e

inmunologos, permitiendo avanzar en la investigacion del RMA (26,54-55).
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Figura 3. Fotomicrografias del pRMA: A. pRMA 1H+; B. pPRMA 2 y C. pRMA 3. En todas las fotografias
se observan células endoteliales hinchadas y macr6fagos de adherencia. En pRMAS3, también hay un
importante edema intersticial y restos necréticos, lo que indica que se ha producido un mayor dafio en los
capilares (26).

1.1.3.2 Técnicas de monitorizacion del RMA
El seguimiento de los pacientes con RMA en el TC, se ha basado casi exclusivamente
en la realizacion de BEMs para la clasificacion pRMA y en la introduccién de pruebas
serologicas para la deteccion de anticuerpos anti-HLA (56-57). Dichas pruebas
permiten:
e Antes del TC:
= Tipificacion HLA tanto del receptor como de su potencial donante,
= Cribado e identificacion de los anticuerpos HLA en el receptor y la
deteccion de anticuerpos en el receptor que pudiesen ser reactivos frente
a los linfocitos de un donante prospectivo (pruebas cruzadas).
e Después del TC:
= Monitorizacion del dafio en el injerto tras un episodio de RMA y
seguimiento de los DSAs.
Sin embargo, el uso de las BEM también presenta ciertas desventajas:
e Esunatécnica invasiva,
e Ausencia de protocolos estandarizados para su uso,
e Limitaciones cuantitativas y cualitativas,

e Baja sensibilidad de las biopsias C4d,
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e Presencia de RMA subclinico o con ausencia de depdsitos de C4d.

No obstante, la limitacion més relevante, tanto de la BEM como de la deteccion de
anticuerpos anti-HLA, sigue siendo la ausencia de protocolos estandarizados para
monitorizar el RMA. Por ello, se ha establecido la recomendacion de realizar BEMs
para la evaluacion pRMA vy pruebas para la deteccion de anticuerpos circulantes
(24,26,56-57):

A. Enla BEM:

= Evaluaciéon histolégica e inmunopatolégica (inmunoperoxidasa (IP)/
inmunofluorescencia (IF)) para C4d a las 2 semanas, a los 90 dias y tras
3, 6, 9y 12 meses post-TC y siempre que exista sospecha clinica de
RMA,

» Realizacion de rutina de C4d tras un resultado positivo hasta
negativizacion.

B. Anticuerpos circulantes: se recomienda hacer pruebas para detectar la presencia
de DSA HLA | y Il para los mismos intervalos que la BEM y en caso de que
estos no sean detectados, se aconseja la busqueda de anticuerpos no HLA.
También se han empezado a implantar estos protocolos para la deteccién de

RMA subclinico pero sus beneficios ain no han sido demostrados.

Cabe destacar que estudios recientes, sefialan la importancia de incluir en estos
protocolos de seguimiento, datos de los donantes en el momento de la donacién,
muestras de tejido durante la reperfusion isquemica y alicuotas de suero para DSA y
otros marcadores de la activacion de la respuesta inmune durante el TC. El anélisis
conjunto de estos datos permitiria definir los descriptores mas importantes para el

seguimiento del TC (54,26,58).
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Asimismo, se ha empezado a investigar nuevas técnicas que permitan diagnosticar el

RMA de una forma mas precisa y menos invasiva que las BEMs:

Busqueda de nuevos transcritos y sefiales proteicas, tanto en sangre como en
orina, que permitan diferenciar entre RC y RMA de forma precisa. Asi, en el
estudio de Rabant y colaboradores (59) describieron que, combinando el ratio
quimiocina CXCL10:creatinina (CXCL10:Cr) con la monitorizacion de los
DSAs, mejoraba significativamente el diagndstico del RMA en TR, de forma no
invasiva. En otro estudio, Danger y colaboradores (60), emplearon células
mononucleares de sangre periférica de pacientes con RMA cronico y
examinaron el perfil de expresion para 257 micro-ARNs (miARNSs). En dicho
estudio describieron que la sobreexpresion del miR-142-5p en los pacientes con
RMA cronico podria usarse como marcador para el diagndstico.

Uso de microarrays para el estudio de niveles de expresion génica en tejido y su
potencial para determinar el grado de RMA. En un trabajo reciente, Loupy y
colaboradores (61) plantearon que la sobreexpresion de ciertos genes
relacionados con las células NK, activacion endotelial e interferon-y puede estar
relacionada con la presencia de pPRMA y por tanto estos genes podrian actuar
como marcadores para el diagnéstico del RMA.

Deteccion de Acido desoxirribonucleico (ADN) libre de células derivadas de
donante (Donor-derived cell-free DNA (dd-cfDNA)) en la sangre de los
receptores, como posible marcador no invasivo para la deteccion de rechazo,
tanto en TR como en TC. Esta técnica se basa en la premisa de que los niveles
de dd-cfDNA permiten distinguir entre los pacientes con RC y aquellos con

RMA (62-63).
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Por tanto, parece clara la necesidad de incorporar nuevas técnicas especificas y
protocolos estandarizados para el diagndstico y monitorizacion del RMA. Ademas, el
avance en estas cuestiones puede abrir nuevas vias de estudio en la terapia

inmunosupresora para el tratamiento de esta patologia.

1.1.3.3 Tratamiento del RMA
Los tratamientos para el RMA, van dirigidos principalmente a eliminar los anticuerpos
circulantes, a reducir la produccion de anticuerpos adicionales y a suprimir las
respuestas mediadas por las células B y T. Sin embargo, a pesar de la variedad de
tratamientos, resulta complicado realizar ensayos clinicos para evaluar
prospectivamente el uso de estas terapias en el RMA. Actualmente no existe ningin
tratamiento estandar para el RMA vy los protocolos varian entre los diferentes centros
(25,57).
Las terapias disponibles actualmente para el tratamiento del RMA son (25,50,57,64,65-
66):
e Corticoesteroides
Son un potente agente inmunosupresor y antiinflamatorio, capaz de afectar la
distribucidn, las funciones y la cantidad de los leucocitos y células endoteliales.
Los corticoesteroides han sido descritos como uno de los agentes mas empleados
en el tratamiento del RMA (25,57).
e Inmunoglobulinas intravenosas (1V1g)
Las IVIg pueden usarse como tratamiento en pacientes con sensibilizacion
previa al trasplante o bien, en combinacion con otros farmacos para el
tratamiento del RMA. Actdan neutralizando la actividad de los anticuerpos

residuales y de las citoquinas, bloqueando los receptores Fcy, inhibiendo el
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complemento y desregulando la actividad de los receptores de las células B
(25,50,57,64).
Plasmaféresis
El intercambio de plasma consiste en la separacion extracorpérea del plasma del
resto de componentes celulares de la sangre, mediante el uso de una membrana
de filtracion o por centrifugacion. La plasmaféresis se emplea para la
eliminacibn  mecanica de  anticuerpos  circulantes en  pacientes
hipersensibilizados a la espera de un TC y como terapia estandar para el RMA
(25,50,57,64).
Fotoféresis
También llamada fotoquimioterapia extracorpérea, es una técnica de aféresis en
la cual las células mononucleares de sangre periférica son tratadas con psoraleno
y radiacion ultravioleta A y reinfundidas posteriormente al paciente. Se
desarrolla asi una respuesta inmune dirigida contra los linfocitos reinfundidos
que sufren procesos de apoptosis y son fagocitados por monocitos activados
(25). A pesar de que no existen datos sobre la eficacia de la fotoféresis como
tratamiento del RMA, si se ha empleado como tratamiento de rechazos
recurrentes y del rechazo celular agudo (67).
Globulina antilinfocitica
Son anticuerpos dirigidos contra los linfocitos T. Existen 2 categorias:
1. anticuerpo monoclonal, como el muromonab-CD3 (OKT3),
2. anticuerpo policlonal, conocido comunmente como inmunoglobulina
linfocitaria 0 ATG, para la cual existen 2 formulaciones:
2.1 globulina de ratén antitimocito (RATG o timoglobulina),

2.2 globulina equina antitimocito (ATGAM).
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Aungue la mayoria de los ensayos con globulinas, han sido realizados para el
tratamiento del RC, su uso se ha adaptado para el tratamiento del RMA (68-69).
Ademéas se usan como tratamiento de pacientes hipersensibilizados, en
combinacion con otras terapias como I1VIg, plasmaféresis o rituximab (25,65-

66).

Anticuerpos monoclonales

Se emplean 2 tipos principales:

1. El rituximab, que es un anticuerpo monoclonal quimérico murino y humano,
obtenido por ingenieria genética. Esta dirigido contra el marcador CD20,
encargado de regular el desarrollo y diferenciacion de las células B. El
rituximab fue empleado para el tratamiento del linfoma de no Hodgkin y de
enfermedades autoinmunes como la miastenia gravis o el tratamiento de
desordenes linfoproliferativos post-trasplante (70). Ademaés, se usa en el
tratamiento del RMA, normalmente en combinacién con otras terapias, lo
que ha dificultado estudiar su eficacia como agente Unico (25,57,65).

2. El alemtuzumab es un anticuerpo monoclonal dirigido contra el antigeno
CD52, comun en la superficie de los linfocitos B y T, de la mayoria de los
monocitos, macrofagos y células NK. Alemtuzumab actla deplecionando los
linfocitos T y B. Se ha testado su uso en protocolos de desensibilizacion pero
hay pocos estudios acerca de su uso en el tratamiento del rechazo (25,65).

Bortezomib

Es un inhibidor reversible del proteasoma 26S que reduce los niveles de células

plasmaticas, encargadas de la produccién de anticuerpos. Bortezomib se emplea

en el tratamiento del RMA, en combinacion con otras terapias como IVIg,

plasmaféresis, rituximab y corticoesteroides (25,57). Sin embargo, no existen
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datos sobre el uso de bortezomib como tratamiento Unico para el RMA enel TC
y los existentes en TR han demostrado una eficacia variable (71-73).

Eculizumab

El mecanismo de accion de eculizumab consiste en el boqueo del sistema del
complemento, mediante su union a C5 inhibiendo su activacion. Aungue no se
ha indicado el tratamiento del RMA con inhibidores del complemento, estudios
con eculizumab, combinado con rituximab, 1VIg y plasmaféresis, han reflejado
una remision completa del RMA (25,57,64,74).

Micofenolato de mofetilo (MMF)

Su uso en el tratamiento del RMA radica en su capacidad para reducir los
niveles de anticuerpos circulantes, ademas de reducir la proliferacion de las
células B y la produccion de novo de anticuerpos. Sin embargo, hasta la fecha no
se han realizado estudios sistematicos sobre el uso del MMF en el manejo del
RMA (25,66).

Ciclofosfamida

Es un agente antineoplasico del grupo de las mostazas nitrogenadas que tiene
como diana farmacoldgica las células B. Aunque su uso principal ha sido el
tratamiento de diversos tipos de cancer, en las Gltimas décadas se ha empleado
para reducir el nivel de anticuerpos en los pacientes hipersensibilizados y en
combinacion con plasmaféresis y rituximab para el tratamiento del RMA
(25,75).

Esplenectomia

Consiste en la extirpacion del bazo que alberga células plasmaticas productoras
de anticuerpos y celulas B que contribuyen al RMA. La esplenectomia puede

reducir la produccion de anticuerpos a niveles que pueden ser manejados

35



Introduccion

mediante otras terapias. Sin embargo, se ha descrito que este proceso puede
acarrear infecciones, por lo que solo se recomienda su uso en pacientes con

RMA en los que no ha resultado el uso de otras terapias (25).

La mayoria de las terapias descritas anteriormente para el tratamiento del RMA se
emplean, bien de forma simultanea o bien de manera consecutiva, dependiendo de la
respuesta del paciente. Dentro de las nuevas terapias para el tratamiento del RMA, se
encuentran las derivadas de experiencias previas en el area de oncologia y hematologia

como:

- El carfilzomib es un inhibidor irreversible del proteasoma que se ha empleado en
enfermedades hematoldgicas y recientemente se ha comenzado a testar en el
RMA (76).

- Anticuerpos monoclonales, como el belimumab, dirigido directamente contra las
células B (77-78).

- Uso de la oxigenacion por membrana extracorporea (ECMO) como una terapia

para la mejora de los pacientes con RMA y compromiso hemodinamico (79).

A pesar de la variedad de tratamientos disponibles para el RMA, es importante destacar
la necesidad de optimizar el régimen inmunosupresor asi como la creacién de
protocolos estandarizados de actuacion, que ayudarian a reducir la variabilidad
observada entre los distintos centros. A este respecto, en una encuesta realizada entre 5
centros, el tratamiento mas comun incluia el uso de corticosteroides, plasmaféresis e
IVIg (25). A pesar de la evolucion del sistema patologico de clasificacion para el RMA,
la decision sobre el tiempo y modo de tratamiento, dada las multiples combinaciones
potenciales de hallazgos histopatoldgicos, manifestaciones clinicas y cuantificacion de

anticuerpos, aun no se ha resuelto. Todo esto sumado a la falta de un protocolo
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estandarizado de actuacion y a que la respuesta inmune sigue siendo una importante
barrera, hace que los tratamientos actuales produzcan resultados variables y en algunos
casos sean ineficaces. De ahi, la importancia de ampliar el conocimiento sobre las vias

moleculares implicadas en el RMA (25,57).

1.1.3.4 Genética del RMA

La introduccion de las pruebas genéticas de histocompatibilidad ha contribuido de
manera fundamental en la mejora de la tasa de supervivencia y éxito de los trasplantes.
Por este motivo, se busca tener tantas similitudes genéticas o compatibilidades, entre
donante y receptor como sea posible. Como principal exponente de la necesidad de
compatibilidad, tenemos los trasplantes de médula 6sea en el cual es fundamental para
el éxito del trasplante, que tanto el donante, como el receptor, sean genéticamente
idénticos para los loci HLA, razon por la cual en este tipo de trasplantes se suelen

buscar primeramente donantes entre los familiares de primer grado (80-81).

Para testar la compatibilidad genética se emplean técnicas que permiten reducir el riesgo

de desarrollar cualquier tipo de rechazo del injerto (82-84):

¢ Tipificacion de los loci de grupo sanguineo (ABO) para donante y receptor,
¢+ Tipificacion de los loci HLA,
¢+ Monitorizacion de anticuerpos circulantes preformados,

¢+ Pruebas cruzadas de compatibilidad.

En los Ultimos afos, también se han relacionado otros genes no HLA, como MICA
(MHC class | polypeptide-related sequence A) y KIRs (killer cell immunoglobulin-like
receptors), con procesos de histocompatibilidad tras el trasplante. Estos genes se

expresan intracelularmente, en la superficie de las células endoteliales y en las células
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apoptoticas y son capaces de participar en la activacién de la via del complemento y la
interaccion/activacion de leucocitos (34,85). Los anticuerpos no-HLA junto con DSAs,
crean un efecto sinérgico en el injerto que se ha relacionado con la presencia de RMA

enel TC (86-87).

Cabe destacar que tanto los genes del sistema HLA, de tipo | (A, By C) y Il (DP, DQy
DR); asi como los genes MICA y KIR, son altamente polimorficos y de ahi la
importancia de estudiar la compatibilidad, es decir, las semejanzas alélicas existente
entre donante y receptor para estos genes. Para determinar el grado de compatibilidad
existente entre donante y receptor, se han desarrollado durante afios diferentes pruebas
serologicas (test de citotoxicidad dependiente de complemento, ELISAs, Luminex y
citometria de flujo). Ademas, estas pruebas permiten estudiar la presencia de DSAs que
pudiesen estar presentes como consecuencia de una sensibilizacién previa del receptor

(24,83).

La introduccion de técnicas moleculares, como la secuenciacion masiva 0 Next
Generation Sequencing (NGS), pueden ayudar en la investigacion de diferentes
patologias asociadas al trasplante como el RMA, puesto que permite la tipificacion de
multitud de genes simultaneamente de forma rapida y precisa. Asi, se estan llevando a
cabo estudios que analizan la importancia de la presencia de polimorfismos (Single
nucleotide polymorphisms (SNPs)), en donante y receptor, en genes relacionados con
procesos inmunologicos (genes de la via del complemento, citoquinas, células T y B,
etc) y su relacion con el RC, la supervivencia o la progresion del injerto tras el
trasplante. Otros estudios se centran en la relacion entre la presencia de SNPs y su
efecto sobre la expresion de proteinas que intervienen en el transporte, metabolismo o

mecanismo de accion de farmacos empleados tras el trasplante (88-93).
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En relacion con el RMA, parece importante el estudio de los genes implicados en la
cascada del complemento y de la biologia de las células B como responsables
principales del fallo del injerto y produccion de anticuerpos, tal y como hemos visto en
el capitulo 1.1.2. A dia de hoy, no hay estudios sistematicos sobre el papel de las
variantes genéticas en los genes de ambas vias y como podrian influir en el riesgo de

desarrollar RMA.

1.2. Papel del sistema de complemento en el RMA

El importante papel que el sistema del complemento tiene en el RMA se pone de
manifiesto debido a su accion en el dafio del injerto. La presencia de depdsitos de
complemento en los capilares, constituyé la primera evidencia del RMA como entidad
independiente inducida por la inmunidad humoral. Debido a esto, se ha establecido la
presencia de depdsitos de moléculas del complemento, como condicion indispensable

para el diagndstico del RMA (25,94).
1.2.1 Fisiologia del complemento

El complemento es un sistema funcional de receptores, reguladores y moléculas
efectoras que constituye un potente amplificador de la respuesta inmune innata. El
sistema del complemento, es capaz de cooperar con otros componentes del sistema
inmune actuando como puente entre la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa,
mejorando la respuesta de los linfocitos B y aumentando su capacidad de memoria
(38). En el sistema del complemento participan mas de 50 genes que codifican
alrededor de 40 proteinas, la mayoria proteasas, que crean una respuesta en cascada
cuando se activan, donde cada proteasa activa la siguiente de la cadena (Figura 4)

(39,63,95).
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Figura 4. Sistema del complemento (Modificacion de “Coagulation and complement cascades” mapa de la enciclopedia Kyoto
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A. Vias de Activacion del complemento
La activacion del sistema del complemento se puede producir por tres vias principales:
la via clésica, la via alternativa y la via de las lectinas. Todas las vias, consisten en una
serie de reacciones que finalmente generan las convertasas C3 y C5 que inician la via

final del complemento (63,96).

A.1 Viaclésica

La via clasica del complemento puede ser activada por cualquier molécula que sea
reconocida por el complejo Clg. Este complejo esta codificado por los genes C1QA,
C1QB y C1QC que son capaces de unirse a diferentes ligandos de forma
independiente (97). Los cambios producidos en Clg tras la unién al complejo
antigeno-anticuerpo (Complejo Ag-Ac), produce la activacion de las proteasas C1r y
C1s formando el complejo C1.

El complejo enzimatico C1 tiene capacidad para escindir las moléculas de C4 y C2,
formando el complejo proteasa C4b2a que tiene actividad de C3 convertasa, requerida
para escindir C3. La activacion de un unico complejo C1 puede producir miles de
moléculas de C3 que al escindirse forman diversas subunidades. La subunidad C3b es
capaz de unirse al complejo C4b2a para formar la C5 convertasa e iniciar la via final

del complemento (Figura 5) (38-39).
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Figura 5. Via clasica del complemento.

A.2 Via de las lectinas

La activacion del complemento por la via de las lectinas, se puede llevar a cabo bien por
las colectinas CL-L1, CL-K1 y la lectina de unién a manosa (MBL), o por las ficolinas
1, 2 y 3, de forma similar a Clq (39). Tanto MBL, que es el miembro mejor
caracterizado de la familia de las colectinas, codificada por el gen MBL2, como las
ficolinas, son capaces de unirse a estructuras de carbohidratos, lo que permite el
reconocimiento de una gran variedad de bacterias, virus y levaduras (98-99). La via de
las lectinas también puede ser activada por moléculas que se encuentran en la superficie
de las células y que pueden ser reconocidas por patrones de reconocimiento al ser

liberados al medio debido a que la célula ha sido necrosada (39).

En el caso de MBL, cuando forma un complejo con la sustancia reconocida, induce la
actividad proteolitica de las serinproteasas asociadas, MASP-1 y MASP-2, que desde un
punto de vista estructural se asemejan a C1r y C1s de la via clésica. Estas serinproteasas

participan en la adhesion enzimatica del resto de componentes de forma anéloga a la via
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clasica y convergen en la via final (Figura 6) (38,96). Recientemente se ha visto que la
via de las lectinas puede influir en la activacion de la via alternativa; para ello las
proteasas MASPs inducen al pro-CFD a CFD (factor D), que es capaz de activar

entonces la via alternativa (96).

C4b
MBL C4a C3a

% / Escinde /
C3b
CL-L1/CLKL |= MASP1 m) | 3
A

VIASP2 ﬁm\ ]
C2a

FCN1/FCN2
JFCN3 C2b
— o
Escinde
Via
final

Figura 6. Via de las lectinas de activacion del complemento.

A.3 Via alternativa

La principal caracteristica de la via alternativa es la capacidad para activar el
complemento en ausencia de anticuerpos, amplificando la respuesta en presencia de
sustancias extrafias presentes en la superficie celular. En condiciones normales, un
enlace tioléster interno en C3 se activa de forma espontanea a muy baja velocidad para
formar el compuesto intermediario reactivo C3b o bien una molécula de funcion similar
denominada C3i o C3(H,0). En presencia de Mg®" estas moléculas pueden formar
complejos con el factor B (CFB) que posee caracteristicas similares a las de C2. Esta
unién forma el complejo C3FB que a su vez puede ser escindido por CFD, para formar
el complejo C3bBb que tiene actividad enzimatica, conformando una nueva C3
convertasa que es capaz de dividir C3 en C3a y C3b (38). Sin embargo, es importante

destacar que la activacion espontanea de C3 es un proceso controlado por proteinas
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reguladoras, puesto que se trata de un sistema de retroalimentacion positivo que podria
salirse de control rapidamente. A este respecto, la proteina conocida como properdina o
factor P (CFP), que es producida por los neutréfilos activados y es el Gnico regulador
positivo conocido en la activacion del complemento, tiene como papel principal
estabilizar la convertasa C3bBb fijada, mediante la formacion del complejo C3bBbP,
evitando asi su degradacion y acelerando la deposicion de C3b sobre las superficies
diana. (38,100). Ademas, se ha visto que CFP es capaz de seguir atrayendo moléculas
de C3b y CFB aun cuando este ya unida a la superficie diana con C3b. La formacion del
compuesto C3bBbC3b, conocida como convertasa C5, iniciard la via final del

complemento (Figura 7) (100).

C3b

C3a l
1 [t ] = [ | e [ | =i | b i |

Escinde ﬂ

CFB CFD Properdina c5

Via
final

Figura 7. Via alternativa de activacién del complemento.

B. Via final del complemento

Esta via, también llamada via litica del complemento, se inicia con la formacién y
activacién de las convertasas C3 y C5 por cualquiera de las tres vias de activacion
antes comentadas. La convertasa C5 escinde proteoliticamente a C5 en dos
fragmentos, uno pequefio C5a y otro, de mayor tamafio, C5b. A continuacién se
produce la adherencia secuencial de C6 y C7 a C5b, formando un complejo con un

sitio de union a membrana transitorio y afinidad por C8. Este nuevo complejo, se sitla
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en la superficie de la membrana y dirige cambios conformacionales en C9, que se
transforma en una molécula anfipética capaz de insertarse en la bicapa lipidica y
polimerizarse para constituir el complejo de ataque de membrana (Membrane Attack
Complex, MAC) (38,96). Una vez formado MAC, se crea un canal transmembrana que
es totalmente permeable a los electrolitos y al agua y en el que, debido a la elevada
presion osmotica, se produce un flujo neto de iones Na* y agua hacia el interior, lo que

a menudo produce la lisis celular (Figura 8) (38-39).

Convertasade C5
via clasica/ lectinas

ITI i/
| c3b I c2a | cab | o
Escindel /

C5 \ [TV
Complejo de ataque de

Escinde' membrana (MAC)

[cab| 8b | cav |

Convertasade C5
via alternativa

Figura 8. Via final del complemento (Modificado de 101).

1.2.2 Regulacion del complemento

Es esencial una correcta regulacion del complemento puesto que, su activacion
incorrecta puede producir dafios en las células sanas del receptor (39,63,96). Algunos de
los reguladores tienen la capacidad de inhibir directamente la funcion de las
convertasas, mientras otros actuan directamente o como cofactores para la degradacion

de proteinas especificas (38-39,102).

» El inhibidor de unién a membrana DAF o CD55, produce la disociacion de las
moléculas Bb y C2a de la convertasa C3, impidiendo ademas que esta se

reensamble nuevamente.
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> El receptor de complemento CR1/CD35, es capaz de influir en la activacion del
complemento por las 3 vias mediante su union a C3b y C4b. Ademas, actua como
cofactor para el factor | (CFI) que participa en la degradacion de estas moléculas.

> La proteina CD46 actia como cofactor de CFI para la degradacion de C3b y C4b.

> La proteina C4bp, puede actuar como cofactor de CFI para la degradacion de C4b,
jugando un papel tanto en la via clasica, como en la de las lectinas.

» El inhibidor C1-Inh produce la disociacion de Clq, evitando asi la excesiva
activacion de la via clasica.

> Las proteinas CD59, VTN y CLU acttan como inhibidores impidiendo la
formacion del MAC mediante su unién a los factores C8 y C9 de la via final del

complemento.

Por otra parte, encontramos reguladores dirigidos de forma especifica hacia los productos
de la via alternativa debido a que esta se activa de manera espontanea y por tanto resulta la

mas peligrosa para las células del receptor (38-39,100).

» El factor H (CFH) es capaz de desplazar a CFB con relativa facilidad, formando el
complejo C3bH que puede ser inactivado por CFI. El iC3b inactivado carece de
actividad bioldgica por lo que puede ser degradado por la accién de las proteasas
presentes en los liquidos corporales.

> La proteina cofactor de membrana MCP/CD46, puede actuar como cofactor para

CFI, participando en la escision proteolitica de C3b y C4b.

1.2.3 Variantes geneticas en el complemento y el trasplante

Las proteinas del complemento, asi como sus reguladores, pueden jugar un importante
papel en enfermedades autoinmunes (95-96,102), asi como en la respuesta inmune post-
trasplante y por ello, variantes en estos genes pueden influir en dicha respuesta post-
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trasplante. En la literatura se pueden encontrar distintos estudios que han descrito la

presencia de variantes relacionadas con diversas patologias post-trasplante.

1.2.3.1 Variantes genéticas del complemento en patologias post-trasplante

En la literatura se ha descrito, en al menos 15 estudios, que la presencia de
polimorfismos en los genes del complemento, puede influir en la progresion del
trasplante (Tabla 4). Es importante resaltar que 11 de los 15 estudios recogidos en la
Tabla 4 muestran una asociacion entre la presencia de polimorfismos en los genes del
complemento y la progresion de patologias post-trasplante como el sindrome urémico
hemolitico (SUH) (103-105), el RC (106-109), la progresion del injerto (110-113) y la
supervivencia (114-115). Ademas, también llama la atencion que 12 de los 15 estudios
se han llevado a cabo en rifién y solo el de Keslar y colaboradores (106) se llevé a cabo
en TC y en €l se median los niveles de expresion de proteinas del complemento y su
relacion con el grado de RC. En este caso, se encontrd que las biopsias de grado 3 de
pacientes con RC, presentaban mayor cantidad de transcritos de CFB, C3, C5,
interferén-y, PRF1, GZMA y CFP lo cual sugeria que el perfil de expresion de estos
genes podria emplearse como herramienta para el diagndstico del RC. Estos estudios
ponen de manifiesto la importancia de la presencia de polimorfismos en los genes del
complemento, en pacientes con trasplante y su utilidad para estratificar el riesgo de que
estos pacientes desarrollen diversas patologias post-trasplante. Sin embargo, cabe
destacar el pequefio nimero de genes estudiados, entre 1-7, en relacion con estas
patologias por lo que, teniendo en cuenta que en el complemento participan méas de 40

proteinas, podria quedar informacion relevante sin analizar.
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Autores Organo DyR Genes estudiados (polimorfismos) N°. De N°. De Hallazgos clinicos Conclusiones
trasplantado genes pacientes
Caprioli et al Rifion R CFH (17 polimorfismos conocidos) 1 101 SUH Polimorfismos en CFH influencia en SUH
2003 (103)
Brown et al 2006 | Rifion parejas C3 (rs2230199) 1 501 Progresion del injerto | Sin asociacion
(110) D R
Keslar et al 2008 | Corazén R Niveles de expresion de CFB, C3, C5, | 7 71 RC Biopsias grado 3 de RC con mas transcritos de CFB,
(106) interferon-y, PRF1, GZMA y CFP C3, C5, interferon-y, PRF1, GZMA y CFP
Varagunametal | Rifion parejas C3 (rs2230199) 1 1.147 Progresion del injerto | Discrepancias D_R: peor pronostico.
2009 (111) DR
Cervera et al Higado D MBL2 (Promotor y rs5030737, rs1800450y | 1 95 Infecciones, RC, y | D con rs5030737, rs1800450, y rs180045: peor
2009 (116) rs1800451) supervivencia pronostico.
Dhillon et al Higado parejas C3(rs2230199) 1 296 Progresion del injerto | Sin asociacion
2010 (112) D R
Jeong et al 2011 | Rifidn parejas C5 (rs2159776, rsl7611, rs25681 vy | 2 191 Progresion del injerto | Menor funcién renal con GGCG en R&D. Sin
(113) D R rs2241004 (GGCG haplotipo)) y Cb5aR asociacion con C5aR
(rs10404456)
Wahrmann et al Rifién parejas C4 (VNCs) 1 1.969 Supervivencia Sin asociacion
2011 (114) D_R
Bazyar et al Rifidén parejas C3 (rs2230199) 1 100 RC Sin asociacion
2012 (117) D R
Damman et al Rifion parejas C3 (rs2230199) 1 1.265 DP, RC FRI, | Polimorfismos en D asociados con DP
2012 (107) D R supervivencia y
Progresion del injerto
Damman et al Rifién parejas 12 polimorfismos funcionales en MBL2, | 3 1.271 DP, FRI, RC, | Sin asociacion
2012 (108) D R FCN2 y MASP2 supervivencia
Bresin et al 2013 | Rifién R CFH, MCP, C3, CFB y CFI (busqueda de | 5 795 SUH Presencia de varias mutaciones conjuntas en CFH y/o
(104) mutaciones) MCP aumentan el riesgo de SUH
Le Quintrec etal | Rifi6n R Mutaciones en CFH, CFI, MCP, C3yCFB. | 7 57 SUH Mutaciones en CFH, C3 o CFB: riesgo alto SUH
2013 (118) CFHR1/CFHR3 (rs7542235) y haplotipo en Mutaciones en CFIl y/o MCP y haplotipo CFH :riesgo
CFH (rs800292, rs1061170, rs3753396 y moderado SUH
rs1065489) Sin mutaciones en CFH ni haplotipo: bajo riesgo
SUH
Ranghino et al Rifién R CFl, CFH y MCP (busqueda de | 3 1 SUH Mutacion p.Arg50Pro en CFI no asociada con
2013 (105) mutaciones) desarrollo de SUH de forma temprana
Budding et al Pulmén D CD59 (promotor) 1 137 Supervivencia Polimorfismos en D:disminucion supervivencia a
2015 (115) largo plazo
Park et al 2016 Rifién R CD46 (promotor) 1 334 RC, perdida del | Polimorfismo rs2796267, en la regién promotora,

(109)

injerto

aumenta el riesgo de RC

Tabla 4. Variantes genéticas en los genes del complemento, asociadas con patologias post-trasplante. D: Donante; DP: Disfuncion primaria; FRI: Funcién retardada del injerto; R:
Receptor; RC: Rechazo celular; rs: reference_ SNP; SUH: sindrome urémico hemolitico; VNCs: Variacion en el nimero de copias.
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1.3. Papel de las células B en el RMA

Las células B juegan un importante papel en el RMA debido a su funcion como células
presentadoras de antigenos, productoras de anticuerpos y citoquinas. Son el componente
principal del brazo humoral en la respuesta inmune adaptativa (38,119). Estudios
recientes han establecido que los DSAs, producidos por las células B, son la causa

principal del rechazo del injerto tras el TC (57,65,119-124).

En el RMA, los antigenos son presentados a las células T helper (Th) por las células
presentadoras de antigenos (CPAs), tanto de donante como de receptor, lo que a su vez
desencadena la activacion y diferenciacion de las células B mediante citoquinas y otros

factores coestimuladores (38,125).
1.3.1 Diferenciacion y activacién de las células B

El proceso de diferenciacion y activacion de las células B, tiene como finalidad su
diferenciacion en células de memoria y en células plasmaticas, productoras de
anticuerpos. Los anticuerpos actian como elementos centrales de la inmunidad humoral
protegiendo al individuo de un gran nimero de amenazas externas. Por tanto, los
defectos en el desarrollo de las células B, en su seleccion o funciones, pueden tener
como consecuencia la aparicion de enfermedades autoinmunes, cancer o
inmunodeficiencias; y su activacion resulta especialmente importante en los trasplantes

y en el RMA (25,38,124,126).

La ontogenia de las células B, se puede dividir en dos fases principales que finalmente
daran lugar a la diferenciacion de células de memoria y células plasmaéticas, productoras

de anticuerpos (Figura 9):
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A. Fase independiente de antigeno

En humanos, al igual que en todos los mamiferos, las células B se desarrollan en la

médula Osea a partir de precursores de células hematopoyéticas. Los primeros estadios

en el desarrollo de las células B en la médula dsea, se estructuran principalmente

alrededor del reordenamiento génico de los segmentos de las inmunoglobulinas

(38,126). El reordenamiento génico de los segmentos VH, DH y JH de la cadena pesada

(cadena-H), junto con el reordenamiento de los segmentos génicos VL-JL de la cadena

ligera (cadena-L), son los responsables de generar el repertorio de células B que

expresan anticuerpos que son capaces de reconocer mas de 5*10° antigenos diferentes.

Segun el proceso de reordenamiento génico de las cadenas H y L, se definen 3 estados:

El primer estado, se produce en las células pro-B y consiste en el reordenamiento
de los segmentos D y J de la cadena-H, seguido de un segundo reordenamiento
en el cual se une el segmento V al ya reordenado segmento DJ. Debido a que es
un proceso aleatorio, la combinacion de DJ en un alelo es distinta a la producida
en el otro alelo (38,126).

El segundo estado, conocido como estado pre-B, se inicia con el reordenamiento
funcional de los segmentos génicos de la cadena-H-. En humanos, durante el
estado de célula pre-B, se producen entre 1 y 2 divisiones celulares y el
reordenamiento de segmentos génicos que codifican para las cadenas k y A. La
expresion de la cadena p reordenada, la cadena L sustituta (formada en humanos
por A-like y V-preB), y la sefial de los componentes transductores 1g-a (CD79a) e
Ig-B (CD79b), permite la formacion del complejo receptor de antigenos, pre-B
(pre-BCR), que se expresa en la superficie celular. Las sefiales a partir del pre-

BCR son criticas para continuar con la diferenciacién de las células B (127). El
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reordenamiento génico de los locus Igk o Igh de la cadena L, provoca la
expresion del receptor de células B (B-cell receptor, BCR) completo y determina
el estado de célula B inmadura (38,127).

= El tercer estado se inicia con la combinacién de las cadenas k, A y W, dando lugar
a la sintesis de la inmunoglobulina M (IgM), que se expresa en la superficie
celular como BCR. La IgD de superficie posee una secuencia VDJ idéntica a la
cadena pesada de IgM producida por corte y empalme alternativo del transcrito
de ARN de la cadena-H. La célula B (IgM+IgD+) se conoce como célula B naive

que puede interaccionar con el antigeno. (38,124,126-127).

Fase independiente de antigeno
P g IgM IgMo
(BCR} ,gD
Reordenamiento Reordenamiento Splicing
génico VHDHJH génico VLDL ARN .{
Célula Célula Célula B Célula B madura
pro-B pre-B inmadura naive

Fase dependiente de antigeno

Productora ’
de —_—>
1gG/1gA/1gE “
Célula de Célula
memoria plasmatica

Figura 9. Diferenciacion y activacion de las células B.
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B. Fase dependiente de antigeno

Cuando un determinado antigeno entra en contacto con el BCR, se inicia una cascada de
sefializacion que produce su internalizacion para ser reconocido y procesado por las
moléculas del CMH de tipo Il (CMHII) que posteriormente lo presentan a las células T
CD4 o células Th, que son necesarias para la activacion completa de la célula B (124).
Este proceso también requiere de la interaccion coestimuladora del complejo CD40L-
CDA40, lo cual conduce a la sobreexpresion del receptor de superficie para IL-4 e IL-13.
La liberacion, en grandes cantidades, de estas citosinas por las células Th, impulsa la

expansion clonal de la poblacién de células B activadas. (38).

A continuacién las células B activadas, experimentan procesos de cambio de clase y
rondas de proliferacién e hipermutacion somatica para generar BCRs que presenten una
mayor afinidad por el antigeno. Los dos tipos celulares que emergen, como resultado de
este proceso, son las células B de memoria y las células plasmaticas productoras de

anticuerpos (124).

1.3.2 Regulacién de la diferenciacion de las células B

Debido a la enorme especificidad de anticuerpos, es necesario que existan diversos
puntos de control de los niveles de auto reactividad de las células B durante su

desarrollo (Figura 10) (38,126).

¢ El desarrollo de las células hematopoyéticas a lo largo del linaje de las células B
requiere de la expresion del factor de transcripcion E2A, del factor de células B
tempranas (Early B-cell factor, EBF) y la interleucina 7 (IL7). La ausencia de
cualquiera de estos factores impide que las células pro-B progresen al estado de

celula pre-B.
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X/

¢+ La expresion del gen Pax5 que codifica la proteina activadora especifica de las
células B (B cell specific activator protein, BSAP) y activa genes especificos,
como CD79A, CD19 y BLNK, es necesario para que la célula B pase del estado
pre-B al estado de célula B inmadura.

« Durante el reordenamiento génico de la cadena pesada H en el caso de
producirse un reordenamiento “improductivo”, es decir, que los segmentos
adyacentes se unan en un marco de lectura incorrecto o de tal modo que se
genere un codon de terminacion en direccion 3’ a partir del punto de empalme,
se produce un segundo reordenamiento V-DJ sobre el locus de la cadena-H
hermana. En caso de que este segundo reordenamiento tampoco sea productivo,
la célula pre-B es eliminada.

“+ En el proceso de formacion del receptor pre-BCR, se produce una sefializacion a
través de Igo/B, que causa exclusion alélica, por la cual se suprime cualquier
reordenamiento posterior de los genes de la cadena-H en la croméatide hermana.
Finalmente, una vez formada la molécula IgM de superficie, esta impide una
nueva recombinacion de genes homdlogos mediante exclusion alélica de todos
los genes no reordenados de la cadena-L.

¢+ Las sefiales iniciadas en el BCR regulan los eventos a nivel transcripcional y

post-transcripcional, lo que finalmente determinara si la célula B vive, muere,

prolifera o se diferencia.
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IL7
E2A VpreB A5 Pre-BCR
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Figura 10. Regulacién del proceso de diferenciacién de las células B.

1.3.3 Variantes genéticas en las células B

Debido al importante papel de los linfocitos B en la inmunidad adaptativa y, por tanto,
en la progresion de diversas enfermedades autoinmunes y post-trasplante, se han
realizado diversos estudios sobre el papel que los polimorfismos presentes en genes

relacionados con la biologia de las células B, podrian tener en enfermedades tales como:

la artritis reumatoide (128),

e el sindrome Hiper-IgM (129),

¢ la hepatitis B (130),

o diferentes tipos de inmunodeficiencias (131-132),

e cancer (133-135).
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1.3.3.1 Variantes genéticas de las células B en patologias post-trasplante

Diversos estudios han descrito el papel que juegan las células B en la progresion del
rechazo post-trasplante (121,123,125,136-137). A este respecto, se han llevado a cabo al
menos 17 estudios, en los dltimos 18 afios, sobre la relacion existente entre la presencia
de SNPs en los genes relacionados con la biologia de las células B y la aparicion de
patologias tras el trasplante (Tabla 5). Cabe destacar que en todos estos estudios se
encontr6 algun tipo de asociacion entre la presencia de SNPs en los genes analizados y
diferentes patologias tales como: la resistencia a esteroides (138), el RC (88,139-147),
la supervivencia (139,148-149), el fallo crénico del injerto (150), la enfermedad del
injerto contra huésped (EICH) (151) y las infecciones por el virus de la hepatitis By C
(146,152-153). Ademas, aunque la mayoria de estos estudios fueron llevados a cabo en
rifion, 6 de los 17 estudios se realizaron en TC. De ellos, 3 encontraron asociacion entre
la presencia de polimorfismos y el riesgo de presentar RC (140, 142, 145); en 2 de ellos
se sefialaba una asociacion entre la presencia de polimorfismos en el gen TGFp!1 y el
fallo crénico del injerto y un mayor riesgo de vasculopatia (143,150). Mientras que, en
el estudio de Fildes y colaboradores (148) se describio la presencia del polimorfismo
rs333, en el gen CCR5 en donantes y su relacion con una menor supervivencia tras el
TC. El hecho de que, en todos los casos hubiese SNPs relacionados con la patologia
estudiada, confirma la importancia de las células B, y de los polimorfismos presentes en

los genes relacionados con su biologia, en la progresion de los trasplantes.
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Autores Organo DyR Genes estudiados (polimorfismos) N°. De N°. De Hallazgos Conclusiones
trasplantado genes pacientes clinicos
Sankaran et al 1999 Rifion DyR TNFo. (promotor) e IL10 (promotor) 2 115 REsy RS Polimorfismos en R TNFa y IL10
(138) determinantes en REs y RS
Asderakis et al 2001 Rifion R IFN-y (repeticion CA intron 1) e IL10 (5°UTR) 2 88 Supervivencia | IFN-y con repeticiones CA: mas RC
(139) yRC Polimorfismo en 1L10: Efecto protector
Awad et al 2001 (140) Corazon DyR TNFa  (promotor), IL10 (promotor), IL6 |5 93Ry29D | RC Polimorfismos en R asociado con RC
pediéatrico (promotor), TGFp1 (rs1800470 y rs1800471) e
IFNy (rs2430561)
Holweg et al 2001 Corazon DyR TGFp1 (rs1800470 y rs1800471) 1 252 Ry 213 | FCI Polimorfismos en R asociados con FCI
(150) D
Poole et al 2001 (141) Rifion DR IL10 (promotor) e 1L4 (promotor) 2 120 RC y funcién | Genotipos de D y R en IL4 e IL10
parejas del injerto influencia en RC y funcion del injerto
Marshall et al 2001 Rifidn DyRy | IL6 (promotor) 1 145 D, 209 | RC Genotipo de D IL6: mayor riesgo de RC
(88) DR R y 126
parejas parejas
Bijlsma et al 2002 Corazon DyR IL4 (Promotor) 1 167 RC Genotipo de D: menor RC
(142)
Densem et al 2004 Corazon DyYR TGFB1 (rs18041006 y rs1982073) 1 147 Ry 134 | Vasculopatia R rs18041006 mayor vasculopatia y RC
(143) D yRC
Hoffmann et al 2004 Rifién D IL2, IL6, IL10, TNFa, TGFB, IFNy, CCR2, CCR5 | 8 68 RC Polimorfismos en D: influencia la
(144) (polimorfismos relacionados con RC) respuesta del Ry el RC
Karabon et al 2005 Células madre DyR IL6 e IL10 (promotor) 2 93Ry74D | EICH Polimorfismos en D IL10 & IL6: afecta
(151) hematopoyéticas al riesgo de EICH
Fildes et al 2005 (148) | Corazon DyR CCR5 (rs333 (CCR5A32)) 1 178 Supervivencia | Genotipo de D: mayor mortalidad
Girnita et al 2008 (145) | Coraz6n R IL6 (rs1800795), IL10 (rs1800896, rs1800872 y | 4 205 RC Polimorfismos en VEGF y IL6; asi
rs1800871), TNFa  (rs1800629), VEGF como ausencia de polimorfismos en
(rs699947, rs833061 y rs2010963) IL10: aumenta el riesgo de RC
Pawlik et al 2008 (149) | Rifién R TNFa  (rs1800629), 1L2 (rs2069762), IL4 | 4 197 Supervivencia | Polimorfismos en TNF-a e IL6 mejora
(rs2243250) e IL6 (rs1800795) la supervivencia
Biggins et al 2013 Higado Ry IL28B  (rs12979860 y rs8099917) DDX58 | 2 440 Ry 225 | HCV Genotipo D aumenta el riesgo de HCV
(152) DR (rs10813831) parejas
parejas

Tabla 5. Variantes genéticas en las células B, relacionadas con patologias post-trasplante. DCI: Disfuncién crénica del injerto; D: Donante; EICH: Enfermedad del injerto contra
huésped aguda; FCI: Fallo cronico del injerto; FRI: Funcion retardada del injerto; HBV: Virus hepatitis B; HCV: Virus hepatitis C; IL: Interleucina; R: Receptor; RC: Rechazo
celular; REs: Resistencia a esteroides; RS: Rechazo severo; rs: reference_SNP.
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2014 (147)

Autores Organo DyR Genes estudiados (polimorfismos) N°. De N°. De Hallazgos Conclusiones
trasplantado genes pacientes clinicos
Firpi et al 2013 (153) Higado DR I1L28B (rs12979860) 1 135 HCV Polimorfismo en D y R: mayor
parejas respuesta al tratamiento
Hejr et al 2013 (146) Rifién R IL17 (rs2275913), 1L21 (rs2055979, rs4833837) e | 3 220 HBV yRC Polimorfismos en estos genes se
IL23R (rs10889677) relacionan con HBV y RC
Kwiatkowska et al Rifion R IL2-1L21 (rs6822844) 1 270 FRI, RC, DCI | Polimorfismo no influye en FRI, RC o

DCI

Tabla 5 (Continuacion). Variantes genéticas en las células B, relacionadas con patologias post-trasplante. DCI:

Disfuncion cronica del injerto; D: Donante; EICH: Enfermedad del
injerto contra huésped aguda; FCI: Fallo cronico del injerto; FRI: Funcion retardada del injerto; HBV: Virus hepatitis B; HCV: Virus hepatitis C; IL: Interleucina; R: Receptor; RC:
Rechazo celular; REs: Resistencia a esteroides; RS: Rechazo severo; rs: reference_SNP.
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Por tanto, debido al importante papel del complemento y de las células B, en la
progresion del RMA, en esta tesis doctoral nos planteamos un nuevo enfoque
empleando la NGS, lo cual permitird estudiar un mayor nimero de genes. Ademas, la
posibilidad de realizar estudios de expresion nos permitird estudiar su posible relacion
con el fenotipo. Esta nueva informacién puede aportar informacion diagndstica y

pronostica sobre el RMA.
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Obijetivos

Los objetivos de esta tesis doctoral son:

1) Identificar variantes genéticas en el receptor y en su donante en la biologia de las
células B y en la activacion de la cascada del complemento que pueden estar implicadas

en el desarrollo del RMA.

2) Analizar la disparidad de variantes existente entre el genoma del receptor y de su
donante con el fin de poder identificar la complementariedad entre el receptor y el

donante en la génesis del RMA.
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Material y Métodos

3.1 Seleccidn de pacientes

Todas las muestras empleadas en esta tesis doctoral pertenecen a la “Coleccion de
muestras para la investigacion de insuficiencia cardiaca avanzada y trasplante cardiaco”
del CHUAC, registrada en el Instituto de Salud Carlos 111 como C_0000419, 2012/348,
cuya responsable es la Dra. Maria G. Crespo Leiro. El estudio fue aprobado por el
Comité ético de investigacion de Galicia, Referencia: 2014/012 y se realiz6 en
conformidad con la guia ética de la Declaracion de Helsinki. Todos los pacientes
incluidos firmaron el consentimiento informado para la utilizacion de muestras bioldgicas

en el estudio.
3.1.1 Receptores de TC

Se seleccionaron 46 pacientes con TC, de forma retrospectiva, en el Complejo
Hospitalario Universitario de A Corufia (CHUAC) entre Junio del 2000 y Noviembre del
2015. De los pacientes incluidos en el estudio, 23 habian presentado algin episodio de
RMA. Estos pacientes (casos), fueron pareados con los pacientes control con TC, en

funcion del género, edad (z 5 afios) y periodo de seguimiento post-TC (£ 6 meses).

El criterio diagnostico para definir los casos con RMA fue diferente dependiendo de si el
RMA habia ocurrido antes o después del afio 2013, puesto que en este afio la ISHLT
formuld el nuevo criterio histopatoldgico para el RMA (53). Los casos de RMA
anteriores al 2013 (n=15) se definieron de acuerdo a la clasificacion ISHLT del 2005 (30)

segun:
a) disfuncion de injerto,

b) fraccion de eyeccidn reducida y/o insuficiencia cardiaca,
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c) evidencia de activaciéon del complemento en la BEM (tincién positiva para C4d y/o

C3d),

d) respuesta favorable ante el tratamiento para el RMA.

En los casos de RMA, posteriores al 2013 (n=8), se siguieron los criterios establecidos en
la clasificacion ISHLT 2013 [pRMAL(I+), pPRMAL(H+), pPRMA2 y pPRMA3] (53) con al
menos una BEM positiva (PRMAL1 o mayor). Los pacientes control, no presentaban

ningun signo de RMA (pRMAD) o disfuncion del injerto.

3.1.2 Donantes y parejas donante-receptor

Para el estudio de los donantes y de las parejas donante-receptor, se seleccionaron 28 de
los receptores con TC, 14 con RMA y 14 controles, para los cuales habia disponible
muestra de su correspondiente donante. Por lo tanto se incluyeron 56 pacientes para su

analisis:

e 14 pacientes con TC y RMA y sus 14 donantes,

e 14 pacientes control con TC y ausencia de RMA y sus 14 donantes.

3.2 Extraccion del ADN

La extraccion del ADN se realizo:

a) A partir de sangre periférica con &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) como
anticoagulante,

b) A partir de codgulos obtenidos de sangre periférica sin anticoagulante, mediante un
proceso de centrifugacion a 2.500 g durante 15 minutos tras el cual, se obtiene el suero en

la parte superior y el coagulo en la inferior.
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Independientemente de la muestra bioldgica disponible, para la extracciéon de ADN se
emple6 el Kit comercial QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen Inc. Hilden, Germany),

siguiendo las instrucciones del fabricante (Figura 11).

Muestra
| -
% 3 B 5 8 — 8 — = .
b |j \1 I:j : :j ADN gendmico
L i 3 ! \
Lisis Union ala  Lavado (Buffer  Lavado (Buffer Elucion
columna AWT) AW2)

Figura 11. Esquema extraccion de ADN con QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen Inc. Hilden,
Germany).

Los pasos a seguir con el kit de extraccidn son 4: preparacién de la muestra, lisis, filtrado

y elucion. Cada procedimiento se detalla a continuacion:

A. Preparacion de la muestra

e Muestras de sangre total: se afiadieron 200 puL de muestra en tubos de 1,5 mL con 25
ML de proteinasa K para digerir las proteinas.

e Muestras de coagulos: se cortd6 una seccion del mismo para disgregarlo
mecanicamente en un Retsch MM200 mixer mill (Merck KGaA Darmstadt-Alemania)
durante 10 minutos con 200 pL de tampdn fosfato salino (PBS) y 20 pL de proteinasa K.
Posteriormente, se incubd durante 2 horas a 37°C con agitacion continua en un agitador a
250 revoluciones por minuto (rpm). Una vez transcurridas las 2 horas, se procedid a
utilizar la muestra como si fuese sangre.

B. Lisis celular para la liberacion de los acidos nucleicos

Para llevar a cabo la lisis celular, se afiadieron 200 pL de tampon de lisis AL a la muestra
y se agitod durante 15 segundos para homogeneizar. A continuacion, se incubd la muestra
a 56°C durante 10 minutos y se agregaron 200 pL de etanol absoluto (100%) a la muestra

para que el ADN precipitase.

67



Material y Métodos

C. Filtrado

Se trasvaso cuidadosamente la muestra a la columna QlAamp Mini spin column (en un
tubo de 2 mL), que contiene una membrana de silice que retiene los &cidos nucleicos y se

centrifug6 a 6.000 g durante 1 minuto. A continuacion se lavo la columna 2 veces:

e EIl primer lavado se realiz6 con 500 pL de tampon de lavado AW1 y se centrifugd a
6.000 g durante 1 minuto,

e EIl segundo lavado se realizé con 500 pL de tampdn de lavado AW2 y esta vez se
centrifug6 a 20.000 g durante 1 minuto. A continuacion se volvié a centrifugar a maxima
velocidad durante 1 minuto para asegurar que no gquedasen restos del tampén de lavado
en la columna.

D. Elucién

Se traspasé la columna a un tubo limpio de 1,5 mL rotulado y se afiadieron 100 uL de
tampon de elucion AE. Se incubd a temperatura ambiente durante 1 minuto y a

continuacion se centrifug6 a 6.000 g durante otro minuto para obtener el ADN eluido.

3.3 Cuantificacion del ADN

3.3.1 Cuantificacion del ADN total

Una vez extraido el ADN, para su cuantificacion y medicion de su pureza por
espectrofotometria con el Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Massachusetts-USA) se

emplearon 2 pL de muestra.

Para comprobar la pureza, se midio la absorbancia a 260 nm (Azs) Y @ 280 nm (Azso)
respectivamente. Esto es debido a que los &cidos nucleicos tienen su maximo de
absorcion a 260 nm, mientras que las proteinas lo tienen a 280 nm. Viendo la relacion

entre ambas absorbancias (A260/280) se puede estimar si el ADN gendémico (ADNQ)
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extraido estd contaminado con restos de proteinas (Figura 12). Para considerar que el
ADNg de la muestra se ha extraido con la pureza adecuada, el ratio A260/280 debe estar

entre 1,8 y 2,0.
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Figura 12. Grafico absorbancias 260 nm (Azg) Y 280
nm (A,gg). La relacion entre ambas nos da el grado de
pureza del ADN extraido (Cultek S.L.U. 2006).

3.3.2 Cuantificacion del ADN de doble cadena

La cuantificacion del ADN de doble cadena, se realizd mediante fluorometria con un
Qubit® 3.0 (Invitrogen-California USA). Esta medida aporté una informacion mas
especifica que la obtenida con el Nanodrop 1000 que mide la cantidad de ADN total, es
decir, el ADN tanto de cadena simple como de doble hebra. Sin embargo, el Qubit® 3.0
permite medir la cantidad de ADN de doble cadena que contenian las muestras lo cual

resulta clave para la realizacion de la NGS.

Para llevar a cabo las medidas en el Qubit® 3.0, se utilizo, el kit Qubit™ dsDNA BR
Assay Kit (Invitrogen-California USA) que permite medir cantidades de ADN con un
amplio rango (Broad Range, BR) entre 1 y 1.000 ng. Para ello, se siguieron las

instrucciones detalladas en la Figura 13.
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Buffer Broad Range (BR) 199 pl/muestra
. //7

. . / Buffer High sensitive (HS)
“Working solution”

Qubit® dsDNA BR Reagent
o}
Quibit® dsDNA HS reagent
(fluoroforo)

1 pl/muestra

190 pL working solution + 10 pL

Standards _— .
standard correspondiente

Tubo de reaccion

o Muestras 198 plL working solution + 2 pL

> muestra

v

Figura 13. Instrucciones para la preparacion de las muestras para su medicion en el Qubit® 3.0.

Para realizar las medidas en el Qubit® 3.0, se emplearon tubos de pared fina de 500 pL
(Axygen San Diego-USA). Debido a que cada protocolo de NGS se realiz6 en pools de
12 muestras, las cuantificaciones también se llevaron a cabo en grupos de 12 muestras,
incluyendo en cada caso 2 mediciones adicionales para los correspondientes standards. A

continuacion, se prepararon las muestras de la siguiente manera (Figura 13):

e Working solution (WS): Se afiadieron 199 uL de tamp6n BR por muestra'y 1 uL por
muestra del fluor6foro Quibit® dsDNA BR reagent. Debido a que en cada protocolo se
miden un total de 14 muestras, se afiaden 2.786 uL de tampén y 14 uL del fluoroforo.

e Tubos de reaccion: En el caso de los standards, se afiadieron 190 pL de la WS y 10
ML del standard correspondiente. Mientras que, para las muestras se afiadieron 198 pL de

laWS y 2 uL de cada muestra.
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Una vez preparadas las muestras, se incubaron 2 minutos en oscuridad para evitar la
degradacion del fluoréforo y se midieron en el Qubit® 3.0 indicando que se trataba de

ADN de doble hebra y el tipo de ensayo (BR).

1. Primero se midieron ambos standards para crear la curva de calibracion. El primer
standard con una concentracion de 0 ng/pL y como segundo standard se emplea una
concentracion conocida de ADN a 10 ng/pL,

2. Se indicé la cantidad de ADN afiadido de cada muestra y se realiz6 la medida muestra

por muestra.

El Qubit® 3.0 calcula de forma directa la concentracion original de ADN presente en
cada una de las 12 muestras. A partir de estos datos se realizé una dilucion de la muestra
original a 10 ng/pL en un volumen final de 20 uL. Esta dilucion se comprobd midiendo
las muestras nuevamente en el Qubit® 3.0, esta vez empleando el Qubit™ dsDNA HS
Assay Kit (Invitrogen-California USA) que mide cantidades en un rango mas sensible
(High sensitive, HS) entre 0,2 y 100 ng. Para la preparacion de las muestras se siguieron
las instrucciones detalladas en la Figura 13, pero en este caso se empled el fluoréforo
Quibit® dsDNA HS reagent. A continuacion, se procedid a su lectura en el Qubit® 3.0 al
igual que en el caso anterior pero indicando, en este caso, que se trataba de una medicion
HS. A partir de estas medidas, se prepar6 una dilucion de las muestras a 5 ng/uL, ya que
para comenzar el proceso de NGS, se necesita una cantidad aproximada de 50 ng de

ADNg en un volumen de 10 pL.
3.4 Secuenciacion masiva (NGS)

La secuenciacion de nueva generacion o Next Generation Sequencing (NGS) es una
técnica que permite obtener millones de secuencias de ADN en poco tiempo y a un precio
reducido (154). En esta tesis doctoral empleamos la tecnologia de Illumina (San Diego-
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USA) para la amplificacion de un exoma clinico que incluye 125.396 sondas destinadas a
capturar 11.946.514 pares de bases (pb) de 4.813 genes, entre los que se incluyen los 112
genes seleccionados por su importante papel en la via del complemento y la biologia de
las células B (Tabla 6). La NGS consiste en una serie de pasos para preparar las librerias
de ADN, secuenciarlas y finalmente generar los datos que permitan el analisis de cada

muestra y de las variantes presentes en ellas.

Gen Posicion Hebra Isoforma/Tréanscrito ID

MASP2 1:11.086.580 - 11.107.291 NEG NM_006610/ENST00000400897
C1QA 1: 22.962.999 - 22.966.102 POS NM_015991/ENST00000374642
C1QC 1:22.970.123 - 22.974.604 POS NM_001114101/ENST00000374639
C10B 1: 22.979.255 - 22.988.032 POS NM_000491/ENST00000314933
FCN3 1: 27.695.603 - 27.701.316 NEG NM_003665/ENST00000270879
C8A 1: 57.320.479 - 57.383.895 POS NM_000562/ENST00000361249
c8B 1: 57.394.883 - 57.431.814 NEG NM_000066/ENST00000371237
CRP 1: 159.682.079 - 159.684.380 NEG NM_000567/ENST00000255030

g CFH 1:196.621.008 - 196.716.635 POS NM_000186/ENST00000367429

E CFHR3 1:196.743.925 - 196.763.204 POS NM_021023/ENST00000367425

g CFHR1 1: 196.788.875 - 196.801.320 POS NM_002113/ENST00000320493

g CFHR4 1:196.857.144 - 196.887.844 POS NM_001201550/ENST00000367416

% CFHR2 1: 196.788.898 - 196.928.357 POS NM_005666/ENST00000367415

E CFHR5 1: 196.946.667 - 196.978.805 POS NM_030787/ENST00000256785

g C4BPA 1: 207.277.607 - 207.318.318 POS NM_000715/ENST00000367070

E CD55 1: 207.494.853 - 207.534.312 POS NM_001114752/ENST00000314754

% CR2 1: 207.627.575 - 207.663.241 POS NM_001006658/ENST00000367057

é CR1 1: 207.669.492 - 207.813.993 POS NM_000651/ENST00000367049

§ CD46 1: 207.925.402 - 207.968.859 POS NM_002389/ENST00000358170

& COLEC11 |2:3.691.541-3.691.739 POS NM_001255985/ENST00000418971.6
MASP1 3:186.935.942 - 187.009.811 NEG NM_001879/ENST00000337774
CFl 4:110.661.852 - 110.723.336 NEG NM_000204/ENST00000394634
C9 5: 39284275 - 39364553 NEG NM_001737/ENST00000263408
Cc7 5:40909473 - 41016004 POS NM_000587/ENST00000313164
C6 5: 41142146 - 41261486 NEG NM_000065/ENST00000337836
Cc2 6: 31897785-31945674 POS NM_000063/ENST00000299367
CFB 6: 31.895.475 - 31.919.826 POS NM_001710/ENST00000425368
PLG 6:161.123.270 - 161.174.339 POS NM_000301/ENST00000308192
CLU 8:27.454.434 - 27.472.549 NEG NM_001831/ENST00000316403

Tabla 6. Lista de genes incluidos en el estudio por su papel en el sistema del complemento o en la biologia
de las células B. NEG: Negativa; POS: Positiva; ID: Identificacion.
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Gen Posicion Hebra Isoforma/Tréanscrito 1D

C5 9: 120952335 - 121074925 NEG NM_001735/ENST00000223642
FCN2 9:137.772.654 - 137.779.925 POS NM_004108/ENST00000291744
IL2RA 10: 6.010.694-6.062.370 NEG NM_000417/ENST00000379959
MBL2 10: 54.525.140 - 54.531.461 NEG NM_000242/ENST00000373968
CD59 11: 33.719.807 - 33.757.992 NEG NM_203330/ENST00000528700

é SERPINGL1 | 11: 57.364.860 - 57.382.327 POS NM_000062/ENST00000278407

'(_% C1QTNF5 |11:119.209.652 - 119.217.384 NEG NM_001278431/ENST00000528368

§ C1s 12:7.096.351 - 7.178.337 POS NM_201442/ENST00000328916

é CiR 12:7.187.513 - 7.245.204 NEG NM_001733/ENST00000542285

= |A2Mm 12:9.220.260 - 9.268.826 NEG NM_000014/ENST00000318602

g CTSG 14: 25.042.728 - 25.045.467 NEG NM_001911/ENST00000216336

S [IGHG2 14:106.111.146-106.109.520 NEG NM-/ENST00000390545

g IGHA1 14:106.175.021-106.173.485 NEG NM-/ENST00000390547

% ITGAM 16:31.271.311 - 31.344.191 POS NM_001145808/ENST00000544665

é VTN 17: 26.694.297 - 26.700.111 NEG NM_000638/ENST00000226218

§ CFD 19: 859.453 - 863.570 POS NM_001928/ENST00000327726
C3 19: 6677835 - 6720682 NEG NM_000064/ENST00000245907
CALR 19: 13.049.392 - 13.055.304 POS NM_004343/ENST00000316448
C5AR2 19: 47.835.404 - 47.846.607 POS NM_001271749/ENST00000595464
ITGB2 21: 46.305.868 - 46.351.905 NEG NM_000211/ENST00000302347
CFP X: 47.483.612 - 47.489.705 NEG NM_002621/ENST00000247153
VSIG4 X: 66.021.738-66.040.125 NEG NM_001257403/ENST00000455586

Gen Posicion Hebra Isoforma/Trénscrito ID

PIK3CD 1:9.711.790 - 9.789.173 POS NM_005026 /ENST00000377346

2 VCAM1 1:100719640..100739045 POS NM_001078/ENST00000294728

% IL6R 1: 154.377.669 - 154.441.927 POS NM_000565/ENST00000368485

é CHRNB2 | 1:154.540.257 - 154.552.503 POS NM_000748/ENST00000368476

% FCRL3 1: 157.646.271 - 157.670.648 NEG NM_052939/ENST00000368184

8 |FCER1A | 1:159.259.504 - 159.278.015 POS NM_002001/ENST00000368115

'.(% CcD32B 1:161.551.101 - 161.648.445 POS NM_004001/ENST00000358671

g FASL 1:172.628.154 - 172.636.015 POS NM_000639/ENST00000367721

% 1L10 1: 206.940.947 - 206.945.840 NEG NM_000572/ENST00000423557

S [MSH2 2:47.630.108 - 47.789.451 POS NM_000251/ENST00000233146

g IGKV 2:89.247.314-89.246.799 NEG NM-/ENST00000496168

é ITGA4 2:182.321.929 - 182.400.915 POS NM_000885/ENST00000397033

©

N | CASP8 2:202.098.166 - 202.152.435 POS NM_001080125/ENST00000358485

§ HDAC4 2:239.969.864 - 240.323.349 NEG NM_006037/ENST00000345617

g CD38 4:15.779.898 - 15.851.070 POS NM_001775/ENST00000226279

© NF-kp 4:102.501.329-102.617.302 POS NM_003998/ENST00000226574
L2 4:123.372.625 - 123.377.881 NEG NM_000586/ENST00000226730

Tabla 6 (Continuacién 1). Lista de genes incluidos en el estudio por su papel en el sistema del
complemento o en la biologia de las células B. NEG: Negativa; POS: Positiva; ID: Identificacion.
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Gen Posicion Hebra Isoforma/Transcrito ID
1L21 4:123.533.783 - 123.542.225 NEG NM_021803/ENST00000264497
IL7R 5: 35856875-35879603 POS NM_002185/ENST00000303115
PIK3R1 5:67.511.548 - 67.597.650 POS NM_181523/ENST00000521381
MEF2C 5: 88.013.975 - 88.199.923 NEG NM_002397/ENST00000504921
IL5 5:131.877.136 - 131.892.531 NEG NM_000879/ENST00000231454
1L13 5:131.991.955 - 131.996.803 POS NM_002188/ENST00000304506
L4 5:132.009.678 - 132.018.369 POS NM_000589/ENST00000231449
HDAC9 7:18.126.572 - 19.036.994 POS NM_178425/ENST00000441542
IL6 7:22.765.503 - 22.771.622 POS NM_000600/ENST00000258743
FAM126A | 7:22.980.878 - 23.053.750 NEG NM_032581/ENST00000432176
IL7 8: 78.675.870 - 78.805.523 NEG NM_000880/ENST0000026385
CD72 9: 35.609.530 - 35.646.808 NEG NM_001782/ENST00000259633
% PAX5 9: 36.833.272 - 37.034.104 NEG NM_016734/ENST00000358127
2 |FAM120A |9:96.214.004 - 96.328.398 POS NM_014612/ENST00000277165
é FAS 10: 90.750.414 - 90.775.543 POS NM_000043/ENST00000355740
§ HHEX 10: 94.447.945 - 94.455.404 POS NM_002729/ENST00000282728
S BLNK 10: 97.951.458 - 98.031.345 NEG NM_013314/ENST00000224337
% IKK 10: 101.948.055-101.989.377 NEG NM_001278/ENST00000370397
g CD20 11: 60.223.225 - 60.238.234 POS NM_152866/ENST00000534668
(E;_ CLCF1 11:67.131.639 - 67.141.649 NEG NM_013246/ENST00000312438
S [FADD 11:70.203.163 - 70.207.402 POS NM_003824/ENST00000301838
g ATM 11:108.093.211 - 108.239.830 POS NM_000051/ENST00000278616
é IL10RA 11:117.857.063 - 117.872.197 POS NM_001558/ENST00000227752
[¢]
N | AICDA 12:8.754.762 - 8.765.468 NEG NM_020661/ENST00000229335
§ IGHM 14:106.320.349 - 106.322.324 NEG NM-/ENST00000390559
g IL4R 16: 27.324.989 - 27.376.100 POS NM_000418/ENST00000395762
© CD19 16: 28.943.260 - 28.950.668 POS NM_001178098/ENST00000538922
CcD79B 17:62.006.100 - 62.009.715 NEG NM_001039933/ENST00000392795
FCER2 19:7.753.644 - 7.767.033 NEG NM_002002/ENST00000346664
CD320 19: 8.367.011 - 8.373.241 NEG NM_016579/ENST00000301458
CD22 19: 35.810.164 - 35.838.259 POS NM_001771/ENST00000085219
TGF-8 19:41.807.492 - 41.859.817 NEG NM_000660/ENST00000221930
CD79A 19:42.381.190 - 42.385.440 POS NM_001783/ENST00000221972
FCGRT 19:50.010.073 - 50.029.591 POS NM_001136019/ENST00000221466
FCAR 19: 55.385.704 - 55.401.839 POS NM_002000/ENST00000355524
ADA 20: 43.248.163 - 43.280.875 NEG NM_000022/ENST00000372874
CD40 20: 44.746.911 - 44.758.503 POS NM_001250/ENST00000372285
CHRNA4 20: 61.975.420 - 62.009.754 NEG NM_000744/ENST00000370263
IL10RB 21: 34.638.663 - 34.669.540 POS NM_000628/ENST00000290200

Tabla 6 (Continuacién 2). Lista de genes incluidos en el estudio por su papel en el sistema del

complemento o en la biologia de las células B. NEG: Negativa; POS: Positiva; ID: Identificacion.

74




Material y Métodos

Gen Posicién Hebra Isoforma/Transcrito 1D

VPREB1 22:22.599.087 - 22.599.928 POS NM_007128/ENST00000403807

IGLL1 22:23.915.312 - 23.922.496 NEG NM_02007 /ENST00000330377

MIF 22:24.236.191 - 24.237.415 POS NM_002415/ENST00000215754

1GBP1 X:69.353.299 - 69.386.175 POS NM_001551/ENST00000356413

Genes analizados por su papel
en la bioloaia de las células B

CD40LG X:135.730.352 - 135.742.550 POS NM_000074/ENST00000370629

Tabla 6 (Continuacién 3). Lista de genes incluidos en el estudio por su papel en el sistema del
complemento o en la biologia de las células B. NEG: Negativa; POS: Positiva; ID: Identificacion.

3.4.1 Preparacion de librerias

Se define como libreria a una coleccion de clones de secuencias de ADN que deberia
contener, tedricamente, todas las secuencias existentes en la muestra original de ADN y

que se van a amplificar en el exoma clinico.

La preparacion de las librerias, se llevd a cabo siguiendo las especificaciones del
fabricante para el kit de preparacién de muestras TruSight™ One Sequencing Panel
Library Preparation (Illumina San Diego-USA) que consiste en la preparacion de las
muestras, la formacion del pool y su posterior hibridacion con sondas especificas con el

fin de capturar las regiones de interés (Figura 14).
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Figura 14. Flujo de trabajo para la preparacion de las librerias con el kit TruSightTM One Sequencing
Panel Library Preparation (Illumina San Diego-USA).

3.4.1.1 Preparacion de las muestras

La preparacion de las muestras consiste en afiadir 50 ng de cada una de las 12 muestras a
secuenciar para la fragmentacién y marcado del ADNg, su purificacion y la primera
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Para ello, se afiaden 10 pL de la dilucion 5

ng/uL previamente realizada.

3.4.1.1.1 Fragmentacion y marcado del ADN genémico

Durante este proceso se fragmentd y marcé el ADNg empleando los transposones de
Nextera (Illumina San Diego-USA) que mediante una reaccion enzimética fragmentan, de
forma simultanea, los 50 ng afiadidos de ADNg, generando fragmentos de 300 pb
aproximadamente. De forma simultanea, se afiade un marcador universal de Illumina en
los extremos de las secuencias que actia como referencia para la unién de los indices y

adaptadores que son necesarios para las PCRs posteriores (Figura 15).
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Transposones
ADN genomico
¥ x .
g +
y =300 pb
¥ Marcaje

Figura 15. Marcado del ADNg con la transposasa de Nextera. A. Los transposones se
unen al ADNg para fragmentarlo. B. Los transposones afiaden marcadores para la

PCR posterior (Illumina San Diego-USA).

Para llevar a cabo la fragmentacion y marcado del ADNg se afiadié en un tubo de 200

ML:

e 10 puL de ADNg de la dilucion a 5 ng/uL (50 ng de ADNQ),
e 25 uL de tampon Tagment DNA Buffer,

e 5 uL de Tagment DNA Enzyme 1,

e 10 pL de H20 grado-PCR.

Para que se pueda llevar a cabo la reaccion, las muestras se incubaron en un

termociclador Veriti™ Dx Thermal Cycler (Applied biosystems, California-USA), a 58°C

durante 10 minutos. A continuacion, se afiadieron 15 puLL de tampdn Stop Tagment Buffer

con el fin de detener la reaccion.

3.4.1.1.2 Limpieza del ADN marcado

El siguiente paso fue la purificacion del ADNg previamente marcado. Este paso es

esencial para eliminar toda la transposasa que, de otra forma, podria unirse a los extremos

del ADN e interferir en las reacciones posteriores.
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Para llevar a cabo este proceso, se utilizaron bolas magnéticas de purificacion de
muestras (Sample purification beads, SPB) que se unen a los fragmentos de ADN

marcados siguiendo los siguientes pasos:

e Se agitaron las SPB y se afiadieron 65 pL a cada muestra. Vortex e incubacion durante
10 minutos a temperatura ambiente,

e Se colocaron los tubos en la placa magnética y se incubaron durante 2 minutos,

e Se descarto el sobrenadante sin arrastrar las SPB,

e Se afladieron 200 uL de etanol (EtOH) al 80% Yy se incubaron 30 segundos,

e Se repitieron los dos pasos anteriores para completar dos rondas de lavados con EtOH
al 80%,

e Se descartd todo el sobrenadante y se dejo secar a temperatura ambiente al menos 10
minutos,

e Una vez seco, se quitaron los tubos de la placa y se afiadieron 22,5 uL de tampon de
resuspension a cada tubo, sin tocar las SPB. Vortex durante 1 minuto para homogeneizar
e incubacion 2 minutos,

e Se colocaron nuevamente en la placa y se incubaron otros 2 minutos,

e Se transfirieron 20 pL de sobrenadante a tubos limpios y rotulados.

3.4.1.1.3 Primera PCR

El siguiente proceso fue la amplificacion del ADN marcado y purificado mediante una
PCR. En este paso, es esencial afiadir de forma correcta los indices o index que actuaran
como etiqueta de identificacion para cada una de las 12 muestras que conforman el pool.
El kit TruSight™ One Sequencing Panel Library Preparation (Illumina San Diego-USA)
cuenta con 12 indices 1 (i7xx) y con 8 indices 2 (i5xx) lo cual permite crear una
combinacion unica, de ambos indices para cada muestra. En cada protocolo de
preparacion de librerias, realizado en esta tesis doctoral, se han empleado los 12 indices 1
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(i701-i712), en combinacion con un unico indice 2 (i50x). Ademas, cada indice afiade
también una serie de adaptadores comunes (P5 y P7) que son complementarios a la
secuencia de oligonucle6tidos presentes en la célula de flujo del secuenciador y a los
cuales se unirén durante la secuenciacion.

Para la realizacion de la PCR, se afiadieron:

e 20 pL de Nextera Library Amplification Mix,

e 5 uL del indice 2 seleccionado,

e 5 uL del indice 1 correspondiente.

Un vez realizada la mezcla de PCR, esta se llevo a cabo en un termociclador Veriti™ Dx
Thermal Cycler (Applied biosystems, California-USA) mediante un programa de 10

ciclos que se muestra en la Figura 16.

* Tapa del secuenciador a 100°C

98°C | 98°C
72°C 30s 105 72°C | 72°C
3 min 60°C 30s Smin
C30s \ 10°C
./ B o0
10x
4 PCR

Index 1 ‘ Read 1 cebador secuenciacion

Read 2 cebador secuenciacion [

~P7

Figura 16. Protocolo primera PCR. Unién de indices y adaptadores (Illumina San Diego-USA).
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3.4.1.1.4 Purificacion de la PCR

Empleando nuevamente las SPB se purifico el ADN de la libreria amplificada y se
eliminaron los productos no deseados como restos de nucledtidos y cebadores. En el
proceso de purificacion se siguieron los mismos pasos que en el apartado 3.4.1.1.2 con la
salvedad de que en este caso se afiadieron 90 puL de SPB por muestra y 27,5 uL de

tampdn de resuspension para recoger 25 L finales de cada libreria en un tubo nuevo.

3.4.1.1.5 Cuantificacion de las librerias

En este paso se cuantificaron las librerias en el Qubit® 3.0 con el kit Qubit™ dsDNA BR
Assay (Invitrogen-California USA) siguiendo los pasos descritos en el apartado 3.3.2.
Este paso es esencial para conseguir un enriquecimiento uniforme y evitar una

representacion mayor de alguna de las muestras.

3.4.1.2 Formacion del pool

Se afiadieron 500 ng de cada una de las 12 librerias de ADN para formar el pool que debe
estar a un volumen final de 40 uL. En los casos en los que el volumen era mayor de 40
pL se concentrd el mismo utilizando para ello una unidad de filtro de centrifuga Amicon
Ultra-0.5 (0,5 mL, 30 kDa) de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Merck

Millipore, Massachusetts-Estados Unidos):

e Se afiadieron todos los volimenes necesarios para obtener 500 ng de cada muestra en
un tubo de 0,5 mL,

e Se transfirid todo el volumen a concentrar a la columna (maximo 500 pL),

e Se centrifugd a 14.000 g durante 5-10 min segun el volumen de partida. El volumen
final en el interior de la columna debia ser inferior a 40 pL,

e Se invirtié la columnay en el mismo tubo se centrifugé a 1.000 g 2 minutos,
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e Enuntubo de 0,2 mL se recuperé el volumen eluido de la columna,

e Se afadi6 el volumen necesario de tampdn de resuspension para obtener un volumen
final de 40 uL.

Por lo tanto, a partir de este punto, se trabaja con un unico tubo que contiene el pool

formado por la misma cantidad de ADN de cada una de las 12 librerias.

3.4.1.3 Hibridacion, captura y purificacion

Tras formar el pool, se llevaron a cabo dos rondas de hibridacion con sondas especificas
de las regiones de interés, su captura y la purificacién de las mismas para asegurar el

maximo enriquecimiento de las librerias.

3.4.1.3.1 Primera hibridacion

Se hibridaron las librerias de ADN, que conforman el pool, con sondas de captura en
regiones objetivo de interés. Para ello, se afiadieron 50 pL del tampon de hibridacion y 10
pL de oligos TruSight One en un tubo de 0,2 mL que contenia el pool de librerias. A
continuacion, se incubd en el termociclador Veriti™ Dx Thermal Cycler (Applied

biosystems, California-USA) con el siguiente protocolo:

e Se fijo la temperatura de la tapa a 100°C,

e 95°C durante 10 minutos,

e 18 incubaciones de 1 minuto cada una, que comienzan a 94°C y, a continuacion,
disminuyen 2°C por incubacion,

e 58°C .

El tiempo de hibridacion de al menos 90 minutos a 58°C, garantizO que las regiones

objetivo se uniesen con las sondas de captura completamente.
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3.4.1.3.2 Primera captura

Se emplearon 250 pL de bolas marcadas con estreptavidina (Streptavidin magnetic beads,
SMB) para capturar las sondas, marcadas con biotina e hibridadas en las regiones de
interés. A continuacion, se incubd la muestra durante 25 minutos a temperatura ambiente
y seguidamente se incubd 2 veces consecutivas a 50°C, durante 30 minutos en el
termociclador Veriti™ Dx Thermal Cycler (Applied biosystems, California-USA) con el

fin de eliminar las uniones inespecificas a las SMB.

Tras las rondas de incubacidon se procede a la elucién de la captura:

e Se retird la muestra del secuenciador y se incubd en la placa imantada durante 2
minutos, tras los cuales se elimino el sobrenadante,

e Se afiadieron 23,5 pL de la pre-mix (Enrichment elution buffer + HP3) previamente
preparada. Vortex 2 minutos. Este proceso rompe la unién de las librerias a la sonda de
captura,

e Se incubd durante 2 minutos a temperatura ambiente y se colocé en la placa imantada
durante otros 2 minutos,

e Se transfirieron 21 pL del sobrenadante a un tubo de 0,2 mL, limpio y rotulado,

e Rapidamente, se afadieron 4 pL de la solucion Elute Target Buffer 2 que detiene la

reaccién de la pre-mix. Vortex 30 segundos.

A continuacion, se llevo a cabo una segunda ronda de hibridacion, igual a la explicada en
el paso 3.4.1.3.1 que se dej6 toda la noche, seguido de una segunda captura con SMB

para garantizar el maximo enriquecimiento de las librerias.
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3.4.1.3.3 Lavado de muestras de captura

Tras la segunda captura, se purificaron las muestras mediante el uso de 45 pL de SPB, de
forma analoga a la descrita en el paso 3.4.1.1.2. En este paso, al igual que en el 3.4.1.1.4,
se afadieron 27,5 uL de tampon de resuspension para recoger 25 pL finales del pool en

un tubo nuevo.

3.4.1.4 Segunda amplificacion por PCR

Se realiz6 una segunda PCR de 10 ciclos con el fin de amplificar la biblioteca capturada,

siguiendo el protocolo descrito en la Figura 17.

Para la realizacion de la PCR, se afiadieron:

e 5 uL de PCR Primers Cocktail (PPC),

e 20 pL de Enrichment Amplification Mix.

98°C | 98°C

72°C 30s 105\ 72°C | 72°C

3 min N 60°C 30s E5 min
P 30s . | 10°C

=]

10 x

* Tapa del secuenciador a 100°C

Figura 17. Protocolo segunda PCR.

3.4.1.5 Purificacion de la PCR

Tras esta segunda PCR, se emplearon las SPB para la purificacion, tal y como se describe
en el apartado 3.4.1.1.2, con la salvedad de que en este caso se afiadieron 32,5 pL de

tampon de resuspension y se recupero el pool a un volumen final de 30 pL.
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3.4.1.6 Cuantificacion del pool

El pool se midié en el Qubit® 3.0 con el kit Qubit™ dsDNA BR Assay (Invitrogen-
California USA) siguiendo los pasos descritos en el apartado 3.3.2 para conocer su
concentracion final en ng/pL. Una vez se obtuvo dicha concentracion, se realizaron los
calculos para conocer la molaridad del pool y poder realizar una dilucion de 4 nM, con
tampdn de resuspension, que es la necesaria para cargar en el secuenciador NextSeq® 500
(lMlumina, San Diego-USA). La secuenciacion se llevd a cabo en el secuenciador

NextSeq® 500 del Hospital la Paz (Madrid-Espafia).

Para los calculos de la molaridad se empled la siguiente férmula suponiendo un tamafio

de biblioteca de 650 pb:

(C oncentracion de la libreria en _g)

x 10° = Concentracion en nM

(660 L z) % 650

3.4.2 Secuenciacion por sintesis de Illumina

La secuenciacion de lllumina es de tipo paired end, que es aquella en la que se obtienen
dos lecturas o reads de cada fragmento, una por cada extremo (Figura 18). Ademas, las
lecturas generadas, quedan marcadas de manera que se puede identificar aquellas que
provienen del mismo fragmento de ADN. Otra ventaja de la secuenciacion de tipo paired
end, es que las lecturas tienen aproximadamente el mismo tamaro, lo cual resulta de

utilidad para el alineamiento posterior de las secuencias con el genoma de referencia.
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Fragmento de ADNg

Pairedend — nm——(

" Directa ‘~ Reversa .

Figura 18. Secuenciacién de tipo paired end.

La secuenciacion paired end, se realizd en el secuenciador NextSeq® 500 de Illumina
segun las instrucciones del fabricante (lllumina, San Diego-USA). Para llevar a cabo la
amplificacion de las librerias, éstas se inmovilizaron en los carriles de la celda de flujo,
que es un sustrato elaborado con cristal en el que se generan los clusters para llevar a
cabo los ciclos de desnaturalizacion, anillamiento, extension y lavado. La celda de flujo
empleada en el secuenciador NexSeq® 500, consta de 4 carriles y la adquisicion de

iméagenes se realiza de dos en dos (Figura 19):

e Las imagenes de los carriles 1y 3 (par de carriles A) se adquieren al mismo tiempo,
e Las iméagenes de los carriles 2 y 4 (par de carriles B) se adquieren tras la adquisicion

de las iméagenes del par de carriles A.

A Par de carriles A: carriles 1 y 3
B Parde carriles B: carriles 2y 4
C Marco del cartucho de la celda de flyjo

Figura 19. Celda de flujo NextSeq® 500 (155).
Estas celdas de flujo contienen en su superficie, una serie de oligonucledtidos

complementarios a la secuencia de los adaptadores P5 y P7 que fueron afiadidos a las
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secuencias de ADN, durante la preparacion de las librerias (seccion 3.4.1.1.3). La union
de las librerias a la celda de flujo, por puentes de hidrdgeno, permite su amplificacion
mediante PCR de tipo puente. Durante la PCR, en la fase de extension, la cadena de
ADN, unida a la celda de flujo, actiia como molde para la polimerasa creando una cadena
complementaria que permanece unida a la celda, mientras que la cadena original es
lavada. Al agregar los nucle6tidos y enzimas, los extremos libres de las cadenas de ADN,
se unen a la superficie de la celda a través de los adaptadores complementarios, creando
estructuras de tipo puente. En este punto se realiza otra extensién de forma que, durante
la desnaturalizacion, se obtienen dos cadenas de ADN separadas. Este proceso es repetido
generando millones de clusters de cadenas del mismo fragmento (Figura 20) (155-156).
El ciclo finaliza con el lavado de las cadenas reverse (Rv) para obtener un solo grupo de
cadenas de ADN forward (Fw), iguales en cada cluster y a las cuales se les bloquea el

extremo 3°-OH libre para evitar las uniones inespecificas.

1. Preparacion de las muestras 2. Unién del ADN a la celda de flujo 3. PCRtipo puente
Adaptador
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7 "\ ADN £ .
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Figura 20. Proceso de amplificacion de los clusters en fase sélida (Modificado de 157).
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Durante la secuenciacién por sintesis, para asegurar que los nucleétidos son incorporados
de uno en uno, se afiaden 4 desoxinucleosido trifosfato (ANTP)-[Adenina (A), Citosina
(C), Guanina (G) y Timina (T)], marcados con fluorescencia en su extremo 3’-OH, que
actian como terminadores reversibles durante la secuenciacion en paralelo de los
millones de clusters generados, empleando para ello una polimerasa con el centro activo
modificado (158). La etiqueta de los nucledtidos funciona como terminador de la
polimerizacion, por lo que después de que cada dNTP es incorporado, se lleva a cabo un
proceso de lavado del resto de los nucledtidos no incorporados y se captura la imagen
mediante la excitacion de los fluoréforos por 2 tipos de laseres y bandas de filtro, verde y
rojo. El laser verde identifica los nucledtidos G y T, mientras que el rojo identifica los
nucleétidos A y C. Por su parte, las bandas de filtro permiten distinguir a su vez, entre

G/T y A/IC dependiendo de la imagen que llega a la camara (Figura 21).

1. Determinacion de la primera base 2. Captura imagen primera base
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Figura 21. Secuenciacién por sintesis lllumina (Modificado de 157).
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El secuenciador NextSeq® 500 de Illumina, se basa en la secuenciacion de dos canales, es
decir, que se requieren solo 2 imagenes para la deteccion de los 4 nucle6tidos (156). Asi,
los clusters con sefiales rojas y verdes se interpretan como C y T respectivamente,
mientras que los vistos como amarillos (aparecen en las imagenes rojas y verdes) se
marcan como A. Por su parte, los clusters sin sefial son interpretados como G. En los
casos en los que los clusters empiezan con una G, esta se detecta en ciclos posteriores,

tras la deteccion de las bases A, C y T respectivamente (Figura 22).
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Figura 22. Imégenes secuenciacion 2
canales. Las bases A estan presentes en
ambos canales (clusters amarillos), bases C
en rojo, T en verde y las G en ninguno
(Modificado de 159).

Tras finalizar la secuenciacion de los fragmentos forward se libera el extremo 3’-OH lo
que permite que la secuencia vuelva a unirse a la celda de flujo, formando un puente que
permite la extension del fragmento mediante PCR de tipo puente. Después del proceso de
desnaturalizacion de la doble hebra formada, se bloquea nuevamente el extremo 3’-OH
para evitar uniones inespecificas y se lavan los fragmentos forward, repitiéndose todo el

proceso de secuenciacion por sintesis, para los fragmentos reverse (160).

Las cadenas idénticas que forman un determinado cluster, son leidas de forma simultanea
por lo que en un carril se secuencian millones de clusters en paralelo que a la cdmara no

le resulta posible captar al mismo tiempo. Debido a esto, las imagenes de cada carril se
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adquieren en éareas de adquisicion de imagenes pequefias denominadas placas, que
definen el campo de vision de la cdmara (Figura 23). El NextSeq® 500 utiliza seis
camaras para efectuar la adquisicion de imégenes de la celda de flujo. Cabe destacar que
el nimero de ciclos necesarios para secuenciar un fragmento, determina la longitud de la
lectura, mientras que la longitud de onda, junto con la magnitud de la sefial fluorescente,
emitida al incorporarse un nucledtido a la cadena, determina la llamada de base o base

calling, es decir, qué nucleétido ha sido incorporado (159).

. illumina .

Figura 23. Imagen de placa durante la secuenciacion. A. Figura celda de flujo NextSeq® 500 con 4
carriles; B. Placa y zoom de la placa con miles de clusters; C. Zoom de cluster formado por

amplificacion clonal de una molécula de ADN.

3.4.3 Andlisis bioinformatico

Una de las principales dificultades de la NGS es el analisis bioinformatico de los millones
de secuencias cortas obtenidas tras la secuenciacion. El analisis de datos de NGS es
complejo ya que incluye numerosas etapas y es dependiente de multitud de programas y
bases de datos, involucrando enormes cantidades de datos heterogéneos. Durante el
analisis, se generan diferentes archivos de datos que permitiran el posterior analisis de las
secuencias (Figura 24).
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Basecall demultiplex reads alignment Aligned variant variants
(BCL) |:> & generate [> (FASTQ) |:> or [> reads |:> calling |:> (VCF)
fastg assembly (BAM)

Figura 24. Pasos para la generacion de archivos de analisis (Illumina San Diego-USA).

El primer paso consiste en un analisis de la calidad de las secuencias generadas, para ello
se utilizan los datos del secuenciador en los cuales se le asigna un valor de calidad a cada
nucleétido incorporado a la secuencia. Este valor refleja una probabilidad estimada de
error. Los archivos que contienen las secuencias y los valores de calidad asociados a los
nucleotidos, son demultiplexados y transformados, mediante el software de conversién
bcl2fastq para crear el formato estandar FASTQ (160). Al cargar los ficheros FASTQ, de
una determinada carrera, en el programa Illumina Sequencing Analysis Viewer 1.10.2

(SAV) nos permite visualizar las métricas de calidad generadas por el secuenciador.

Analizar los datos de calidad que da el secuenciador es importante para valorar la calidad
de la carrera o run. Se considera que una carrera tiene una calidad buena cuando mas del
70% de las secuencias presentan una puntuacién Phred de calidad (Phred Quality Score)
con una puntuacion de 30 (Q30), es decir, que la probabilidad de que un determinado
nucleotido este asignado erroneamente durante la llamada de base es de 1 entre 1.000

(0,001) (161-162).

Una vez que se ha analizado la calidad de las secuencias obtenidas durante la carrera, se
lleva a cabo el alineamiento o mapeo y ensamblado de las secuencias mediante el
software alineador de secuencias cortas, Burrows-Wheeler Aligner (BWA) (Illumina San
Diego-USA), que proporciona las posiciones probables para una determinada secuencia,
en el genoma humano de referencia (GRCh37, hgl19) con la caracteristica afiadida de que

con su algoritmo, swy mem puede alinear tanto lecturas cortas como las muy largas
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(Figura 25). El alineamiento de las secuencias genera archivos llamados Binary

Alignment/Map (BAM) que permiten su visualizacion (163-164).

ATGGCATTGCAATTTGACAT
TGGCATTGCAATTTG
AGATGGTATTG
GATGGCATTGCAA
GCATTGCAATTTGAC
ATGGCATTGCAATT
AGATGGCATTGCAATTTG

Lecturas

Genoma de

: AGATGGTATTGCAATTTGACAT
referencia

Figura 25. Alineamiento de las secuencias con el genoma
humano (hg19) (160).

Para asegurar un correcto alineamiento y subsanar los posibles errores que hayan tenido
lugar durante la secuenciacion, se emplea la redundancia de fragmentos que significa que
los fragmentos son solapantes y que cada base es secuenciada mas de una vez. Con esto
se consigue una mayor fiabilidad de la secuencia a la hora de alinearla. Al nimero de

veces que se secuencia una determinada base se le llama profundidad o coverage (165).

Finalmente, una vez alineadas las secuencias con el genoma de referencia, se identifican
las discrepancias existentes entre dichas secuencias y la referencia en un proceso de
Ilamado de variantes o variant calling que genera un archivo con formato estandarizado,
variant call format (VCF), que almacena los tipos mas frecuentes de variacion de
secuencia, incluidos SNP, inserciones y deleciones, variantes estructurales, entre otros,
junto con anotaciones que pueden resultar de interés a la hora de interpretar dichas

variantes (166).

3.5 Visualizacién de las secuencias

Una vez obtenidos los archivos de la secuenciacion, estos fueron almacenados en la

plataforma DNAnexus (California-USA) que proporciona una plataforma de analisis y
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gestion de datos basada en la nube para datos de secuencias de ADN y que permite

acceder a ellos desde cualquier ordenador, solo con los datos de usuario.

La plataforma DNAnexus, permite descargar los ficheros BAM y VCF correspondientes a
cada una de las muestras secuenciadas. Estos ficheros pueden cargarse para su
visualizacion en el software gratuito Integrative Genomics Viewer (IGV) que es un
programa JAVA desarrollado por el Broad Institute para la exploracién interactiva de
datos gendmicos (Figura 26) (167). La visualizacion en IGV, de las variantes detectadas

por el software, permitio la confirmacion visual de las mismas.
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Figura 26. Visualizacion de los ficheros BAM y VCF con IGV. 1. Barra de
herramientas; 2.Vista del cromosoma; 3. Guia de posicion; 4. Lecturas; 5. Gen; 6.
Nombre de los ficheros cargados; 7. Cobertura del gen seleccionado; 8. Variante
detectada.

Para considerar una variante detectada por NGS como valida, debe cumplir una serie de

caracteristicas:

e Tener asignada una puntuacion de calidad de al menos 250,
e El numero de lecturas en la posicion de la variante sea igual o superior a 15,
e Si se trata de una variante en heterocigosis, esta debe estar presente en al menos el

40% de las lecturas realizadas para esa posicion.
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3.6 Sensibilidad, exactitud y especificidad de la NGS

Empleando el método de secuenciacion directa de Sanger como patrén de oro (Gold
standard) se secuenciaron 24 amplicones, pertenecientes a 14 de genes del sistema del
complemento y 10 de genes relacionados con las células B, en 40 muestras pertenecientes
a 23 pacientes que contenian, al menos, una variante detectada en la NGS (Tabla 7). Con
ello se evaluo la sensibilidad, especificidad y exactitud de la técnica para la deteccion de

variantes empleando las siguientes formulas:

e Sensibilidad:

VP
VP + FN

e Especificidad:

VN
VN + FP

e Exactitud:

VP +VN
VP +FP+FN +VN

Donde:

v VV/P: verdaderos positivos. Se detect6 la variante mediante Sanger y NGS,
v" VN: verdaderos negativos. No se detect6 la variante mediante Sanger ni NGS,
v’ FP: falsos positivos. Se detect6 la variante por NGS pero no por Sanger,

v FN: falsos negativos. Se detect6 la variante mediante Sanger pero no en NGS,

El disefio de los cebadores o primers para la secuenciacion por el método de Sanger, para
los 24 amplicones seleccionados, se realizo con el programa informatico Primer3Plus
(168), empleando como secuencias de referencia las publicadas en la base de datos

GenBank (GenBank-GRCh37.p9) (169) (Tabla 7) y fijando la longitud de los cebadores
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en torno a 20 pb y la cantidad de GC entre un 50-60% para cada par de cebadores. La

sintesis de los cebadores fue llevada a cabo por Invitrogen (Life Technologies California-

USA).
Gen Secuencia de referencia Fragmento Secuencia del primer Tamafio Muestras
(GenBank-GRCh37.p9) (5’23 del por
amplicon amplicon
(nt)
CFHR2 NC_000001.11 CFHR2EX3_Fw tgcagttgtactttttctttgc 270 1
(196943752..196959328) CFHR2EX3_Rv aacagcatctgagagaacaaca
CR2 NC_000001.11 CR2Ex5_Fw tcttcagcacaaactgcctaa 274 1
(207454300..207489895) CR2Ex5_Rv ggatgctttggtgaagcac
CR2Ex16_Fw aaggccaaaatatgactgtgc 277 1
CR2Ex16_Rv ctccgttagccagttacaage
CFB NC_000006.12 CFBEx10_Fw cttggaccctcatecttect 244 1
(31945944..31952084) CFBEx10_Rv caggggaacctgaggagagt
PLG NC_000006.12 PLGEX15_Fw ggctttctgtacaatggagca 223 1
(160702193..160754054) PLGEx15_Rv ggaaaggaggaaaggaggaa
A2M NC_000012.12 A2MEX3_Fw caacagcaaataggggagga 291 1
(9067708..9115962) A2MEx3_Rv ggaacatccaggggaagaag
ITGAM NC_000016.10 ITGAMEX8_Fw ggcaggagaatcacttgagc 395 1
(31259967..31332892) ITGAMEX8_Rv ttgcaaattgaagggaggat
ITGAMEX20+21_Fw | tgtctgcgtctctgttctge 495 2
ITGAMEx20+21_Rv | tccccaaagaaatcaaagagaa
IGHAL NC_000014.9 IGHA1EX3_Fw agcagaggggctctctcatc 497 8
(105707168..105708664) IGHALEX3_Rv gggggagcatggagtttatt
C8A NC_000001.11 C8AEX10_Fw ctgtgaggatccaaggtggt 483 1
(56854770..56918221) C8AEx10_Rv tggctaggagagctccaaaa
CR1 NC_000001.11 CR1Ex9 Fw tcagcaacaccaatcatagca 370 2
(207496128..207641765) CR1Ex9_Rv atatggagggcctgggttag
C3 NC_000019.10 C3Ex14_Fw ctcccagggctgacttettt 242 4
(6677835..6720682) C3Ex14_Rv ctccgcctcttctcagea
MASP1 NC_000003.12 MASP1Ex14 Fw ctgcctttcacgtcttcctc 398 1
(187216085..187292220) MASP1Ex14 Rv caagctttctggggttcaaa
MBL2 NC_000010.11 MBL2Ex1_Fw cagctagaggccagggatg 500 1
(52764977..52772845) MBL2Ex1_Rv tcacaaactgctgtgtggaat
CALR NC_000019.10 CALREX9_Fw atgaggcatacgctgaggag 470 1
(12938600..12944490) CALREX9_Rv aaccaaaatccaccccaaat
CD38 NC_000004.12 CD38Ex6_Fw aggtcctagccagtgecttt 325 1
(15778265..15853243) CD38Ex6_Rv tgttgggattcatgcacatt

Tabla 7. Amplicones seleccionados para el calculo de la sensibilidad, precision y exactitud de la NGS. Fw: fordward; Rv:
reverse; nt: nucleétidos.
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Gen Secuencia de referencia Fragmento Secuencia del primer Tamafo Muestras

(GenBank-GRCh37.p9) (5°23) del por
amplicon amplicon
(nt)

MEF2C NC_000005.10 MEF2CEX5_Fw tggaaaaataagggctgtctg 398 1
(88718241..88904105) MEF2CEx5_Rv ggatggtaagccatgaagga

ITGA4 NC_000002.12 ITGA4EX11 Fw tttcgaagttgcattctttgt 234 1
(181456892..181538928) ITGA4EX11_Rv aagtccacataaaccctggaa

ATM NC_000011.10 ATMEx43_Fw caccacacccagctgatattt 586 1
(108222484..108369102) ATMEx43_Rv gectaggtgcattaactgett

IGLL1 NC_000022.11 IGLL1EX1 Fw gaccagggcaccactctcta 388 1
(23573125..23580548) IGLL1EX1_Rv cctccagggattaaccttec

FCER2 NC_000019.10 FCER2Ex11_Fw gagaagggagggtgcagac 400 2
(7688757..7702755) FCER2Ex11_Rv tcagccacaaagaggctttta

FCER2Ex9+10_Fw gcccaaggcacttecatt 499 4
FCER2Ex9+10_Rv tccacggtatttccatctcc

ILAR NC_000016.10 ILAREX4_Fw ctcaggctgctcctgtgtct 240 1
(27313668..27364778) ILAREX4_Rv ctggacccagctcactcttg

IL6R NC_000001.11 IL6REX2_Fw tgtcttcteectcctecaga 373 1
(154405193..154469450) IL6BREX2_Rv caaggaaatggtgggagttt

Tabla 7 (Continuacién). Amplicones seleccionados para el calculo de la sensibilidad, precision y exactitud de la NGS.
Fw: fordward; Rv: reverse; nt: nucledtidos.

Una vez obtenidos los cebadores, se llevaron a cabo reacciones de PCR, mediante el
protocolo reflejado en la Figura 27, para amplificar las secuencias seleccionadas en un
termociclador Veriti™ Dx Thermal Cycler (Applied Biosystem, California-USA). Las
PCR se realizaron a partir de una concentracion de 20 ng/uL de ADN molde con la Taq
polimerasa Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen-California USA). En todas las
pruebas se incluyé un control negativo (CN) para descartar la presencia de

contaminaciones en la PCR.
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Tampon de PCR 1.25 uL 93%C + 95°%C
MeCl, 0.4 1L Imin | 10s 72°C | 72°C
- \ 60°C/ /1 min 10 min
ANTPMix 0.25 1L \ Variable / - T
VO \ 4°C
Taq polimerasa 0.05 uL . 30s
oo
CebadorFw 0,25 uL,
35x
CebadorRv 0,25 uL.
ADN (20 ng/uL) 1.25 uL
* Tapa del secuenciador a 100°C
H,O 8.8 uL

Figura 27. Mezcla de reaccion y protocolo de PCR para amplificacion de las secuencias. Fw: forward; Rv:
reverse; V. volumen final.

Tras la reaccién de PCR vy con el fin de comprobar que la reaccién de amplificacion se
habia llevado a cabo correctamente, se realizaron electroforesis en geles de agarosa al
2%, utilizando como marcador de peso molecular, HyperLadder IV (Bioline, Londres-
UK), que tiene un rango de 100 a 1.000 pb como referencia. El gel se tifio con SYBR
Green (4 pL) y la visualizacion de los resultados se efectué mediante la exposicion de los
geles a luz ultravioleta en un transiluminador, captando la imagen resultante mediante el
programa informatico Image Reader LAS-3000 (Fujifilm, Tokio-Japdn). A continuacion,
los fragmentos resultantes fueron purificados mediante su tratamiento con el Kit
illustra™ExoProStar™1-Step (Life Science Lutterworth-Reino Unido) que consiste en
mezclar 0,6 pL de ExoProStar 1-Step con 1,5 pL de la reaccion de PCR. La mezcla de
reaccién resultante se incubd en el termociclador a 37°C durante 15 minutos, seguida de

otra incubacion a 80°C durante otros 15 minutos para inactivar las enzimas.

Para la reaccion de secuenciacion, en la cual se obtuvieron las secuencias forward y
reverse de cada fragmento, se empleo el kit BigDye® Terminator V3 Cicle Sequencing

Kit (Applied Biosystem, California-USA). La mezcla de reaccion y las condiciones de
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PCR se hicieron siguiendo los protocolos indicados por el fabricante tal y como se

muestra en la Figura 28.

Reaccionde Vf=10uL ‘
96°C 96°C
secuenciacion e
Ilmin ; 10s 60°C
Agua bul ' / 4min |
58°C | ,
Tampon 2pL 5 4°C
s . =
BigDye® 0,5 L .
Cebadores (Fw o Rv) 0,5 uL 25x
PCR-Exo 1ul

* Tapa del secuenciador a 100°C

Figura 28. Mezcla de reaccion de secuenciacion de ADN vy protocolo de PCR. Fw: forward; PCR-Exo:
PCR purificada con ExoProStar 1-Step; Rv: reverse; Vf: volumen final.

El producto de la reaccion de secuenciacién, se purifico empleando el kit Montage
SEQgsSequencing Reaction Cleanup Kit (Millipore Darmstadt-Alemania) mediante un
sistema de vacio para eliminar sales contaminantes y restos de tintes terminadores que
hayan quedado como residuos en las reacciones de secuenciaciéon de ADN. La
electroforesis capilar se realizd en un secuenciador automatico Abi Prism® 3730

(Applied Biosystems, California-USA) de 48 capilares.

Las secuencias obtenidas se analizaron utilizando el programa informéatico Variant
Reporter (Applied Biosystem, California-USA), que permite visualizar los
electroferogramas obtenidos mediante la electroforesis capilar. Para el analisis, se
compararon las secuencias obtenidas con la secuencia de referencia de la base de datos
Genbank (GenBank-GRCh37.p9) (169) con el fin de detectar la presencia de variantes, lo
cual permitio el célculo de los parametros de sensibilidad, exactitud y precision de la

NGS (Figura 29).
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T Trace Segment Set Tab Keyto: ] ~ D .Jnl (A TETE TR

1 ITGAM CDS region 20 1 ITGAM CDS region 21
ITGAM-Ex20™

2
g

Figura 29. Anélisis de las secuencias por el método de Sanger.

3.7 Asociacion de variantes con el RMA

3.7.1 Asociacion de polimorfismos presentes en receptores y donantes, con el RMA

Una vez identificados todos los SNPs presentes en los receptores y en los donantes, se
procedié a analizar si existia alguna asociacion entre la presencia de estos SNPs, en el
grupo estudiado (receptor o donante), y el RMA. Para ello el primer paso fue crear una

base de datos en Excel (Figura 30) en la que se incluyeron los siguientes datos:

e Las muestras analizadas (receptor o donante),

e El grupo al que pertenecia cada muestra (RMA o control),

e La referencia de identificacion del SNP (rs) a analizar, sefialando en cada caso si la
muestra correspondiente, tenia la variante o el alelo salvaje. En los casos en que no se
pudo determinar con claridad si la muestra tenia o no la variante, se identifico con las

siglas ND (No Disponible).
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R37 Control  CIC cic cic =

33 R3s Control  O1C cic cic 24 D23 Control  T'T T A/A

::) R33 Control  CIC cic cic 25 D24 Control T/T T G/A
R40 Control  CIC cic cic

4% Rt Control  CIC cic T 26 D25 Control CT T A/A

43 Re2 Contrsl  CIC cic cic

44 Res Control  CIC cic cic 27 D26 Control  C'T T GA

45 Re4 Control  CIC cic cic 28 D27 Control CT T AA

lnee o e e o 29D28  Comwol TT TT  AA

Figura 30. Base de datos para analisis de polimorfismos con SNPStats. A. Base de datos para
asociacion entre los SNPs presentes en receptores y el RMA,; B. Base de datos para asociacion
entre los SNPs presentes en donantes y el RMA.

Una vez creada la base de datos, fue analizada con el programa informatico SNPStats que
es un software disefiado para el andlisis de asociacion genético-epidemiolégico (170).

Una vez el software ha reconocido la base de datos, se debe indicar:

e Variable categdrica: Muestra,
e Variable respuesta: RMA o Control,
e SNP a analizar: En esta tesis doctoral, se llevd a cabo un analisis para cada SNP

detectado.

Una vez incluidos los datos, el analisis realizado con SNPStats incluyé:

e Frecuencias alélicas y fenotipicas,

e Asociacion del genotipo con la respuesta, en este caso RMA o Control, mediante
regresion lineal o logistica con analisis de modelos de herencia: codominante, dominante,
recesivo, sobredominante y aditivo.
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En los casos en los que se encontrd una asociacién significativa entre un SNP vy la
respuesta, para cualquiera de los modelos de analisis utilizados con SNPStats, el analisis
de asociacion se repitio con el software R (171). Para el anélisis genético se empleo el
paquete “SNPassoc” que permite realizar andlisis de asociacion basados en los mismos

modelos de herencia empleados por SNPStats.

Para el analisis de asociacion se emplearon los comandos myData y asociation para el
andlisis de los modelos de herencia (codominante, dominante, recesivo, sobredominante y

aditivo).

#En primer lugar se crea una funcién con los datos para el analisis.

NGSB<-read.table("NGSB_R.txt",header=T)

#En segundo lugar se cre6 un objeto de clase setupSNP. colSNPs especifica en qué

columnas se encuentra la informacién referida a los SNPs.

myData<-setupSNP(data=NGSB,colSNPs=3:30,sep="")

#En tercer lugar realizamos el anélisis de asociacién para cada uno de los SNPs

association(casco~snp10001, data=myData)

#Finalmente se obtiene una tabla de resultados analoga a la obtenida con SNPStats

(Figura 31).
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IR RGui (64-bit) - [R Console]
R Archivo Editar Visualizar Misc Paquetes Ventanas Ayuda
> association(casco”snp(snp10001,sep=""), data=SNPs)
SNP: snp10001, sep = "" adjusted by:
0 A1 % OR lower upper p-value AIC
Codominant
T/T 24 51.1 68 61.8 1.00 0.1323 193.6
C/T 21 44.7 32 29.1 0.54 0.26 1.11
c/c 2 4.3 10 9.1 1.76 0.36 8.64
Dominant
T/T 24 51.1 68 61.8 1.00 0.2118 194.1
c/T-c/C 23 48.9 42 38.2 0.64 0.32 1.28
Recessive
T/T-C/T 45 95.7 100 90.9 1.00 0.2715 194.4
c/c 2 4.3 10 9.1 2.25 0.47 10.69
Overdominant
T/T 26 55.3 78 70.9 1.00 0.0613 192.1
T/T-C/C 21 44.7 32 29.1 0.51 0.25 1.03
log-Additive
0,1,2 47 29.9 110 70.1 0.87 0.51 1.47 0.5945 195.4

Figura 31. Estudios de asociacion con el paquete “SNPassoc” de R.

3.7.2 Asociacion de la presencia de haplotipos con el RMA

En el caso de que en un mismo gen hubiese varios SNPs, se realizaron anélisis para
determinar si el conjunto de SNPs se heredaban de forma conjunta, es decir, si

conformaban un haplotipo. Para ello, se realizé un analisis con SNPStats que incluia:

e Estimacidn de la frecuencia haplotipica,

e Anadlisis de asociacion entre los haplotipos y la respuesta.

En los casos en los que se obtuvo una asociacion significativa entre un haplotipo v el
RMA con SNPStats, los andlisis se repitieron empleando el programa THESIAS 3.1 que
permite estimar simultdneamente las frecuencias de los haplotipos y su efecto en el

fenotipo de interés (172) mediante el analisis de:

e Estimacion de la frecuencia haplotipica,

e Andlisis de asociacion entre los haplotipos y la respuesta.
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3.7.3 Asociacion de polimorfismos presentes en parejas donante-receptor y el RMA

Tras la identificacion de los polimorfismos presentes en las parejas donante-receptor, se
analizo si la media de las discrepancias era estadisticamente significativa entre el grupo
de parejas con RMA y el grupo control, empleando para ello el software de R para

realizar la prueba U de Mann-Whitney, empleando los siguientes comandos:

# Para llevar a cabo la prueba U de Mann-Whitney, se empleo el comando wilcox.test.
Con_RMA<-c(cantidad total de discrepancias en cada pareja donante-receptor con RMA)
control<-c(cantidad total de discrepancias en cada pareja donante-receptor control)

wilcox.test(Con_RNA,control)

A continuacién, empleando el programa EPIDAT 3.0, se compar( la frecuencia de los
SNPs encontrados en las parejas donante-receptor, teniendo en cuenta solo aquellos que
presentaban una frecuencia del alelo minoritario (Minor allele frequency, MAF) superior
al 7%, es decir, que la variante estuviese presente en al menos 5 de los 56 pacientes
estudiados. Los analisis se llevaron a cabo mediante tablas de contingencia empleando el
test 5°, estableciendo 4 grupos en las parejas donante-receptor con RMA y control:

1.) D+/R+,

2.) D+/R-,

3.) D-/R+,

4.) D-/IR-.

En estos grupos + hace referencia a la presencia de la variante, mientras que - hace
referencia al alelo de referencia.

En los casos en que se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre

grupos, se llevo a cabo otro analisis en EPIDAT 3.0 diferenciando Unicamente si en las
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parejas donante-receptor se encontraba el polimorfismo o0 no y si existia alguna relacion
entre esto y el RMA:

1.) D-/R-,

2.) D+/R+ 0 D+/R- 0 D-/R+.

En estos grupos + hace referencia a la presencia de la variante, mientras que - hace
referencia al alelo de referencia. Los andlisis se llevaron a cabo mediante tablas de
contingencia empleando el test exacto de Fisher para establecer comparaciones entre

ambos grupos.

3.8 Consulta de informacién en bases de datos de las variantes detectadas

Se realizaron busquedas de informacion, sobre las variantes encontradas, en las

principales bases de datos:

A. Consulta de MAF

Las MAF de los SNPs detectados en la NGS, fueron consultadas en las bases de datos
Single Nucleotide Polymorphism Database (dbSNP) y The Exome Aggregation

Consortium (ExXAC),

B. Consulta de dominios

Se empled la base de datos Uniprot, que proporciona intervalos de residuos,
generalmente aceptados, correspondientes a cada region de dominio y subregidn

especializada.

C. Consulta asociacion a patologia
Se comprobo la base de datos ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) (173) para

buscar informacion sobre el efecto de las variantes missense detectadas.
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3.9 Herramientas in silico

Se llevaron a cabo estudios in silico con el fin de visualizar y predecir el efecto potencial

de las variantes asociadas con el RMA.

3.9.1 Visualizacién de las variantes en modelos 3D

La localizacion topoldgica de las variantes missense se realizé utilizando la base de datos
Swissprot (http://ca.expasy.org/uniprot/) con la ayuda de la informacion obtenida de la

base de datos de Uniprot.

El programa Swiss-Pdb Viewer (v.4.10) (174) se empled para generar los modelos de la
estructura de la proteina, reemplazando el aminoéacido nativo por la variante. Los
archivos .pbd (1HUP-MBL, 1IAR-IL4Ra), con las informaciones estructurales de la
proteina, provenientes del Protein data Bank (PDB), se guardaron para generar el

modelo.

3.9.2 Predictores de efecto para la sustitucion aminoacidica

Se emplearon 5 predictores para estimar la patogenicidad de la variante en la expresion

proteica:

1) Sorting  Intolerant From  Tolerant (SIFT)  (http://sift.jcvi.org/www/SIFT
_seq_submit2.html) (175),

2) Polymorphism Phenotyping (Polyphen-2) (http://genetics.bwh.harvard.edu/ pph2/)
(176),

3) Predictor of human Deleterious Single Nucleotide Polymorphisms (PhDSNP)
(http://snps.biofold.org/phd-snp/phd-snp.html) (177),

4) SNAP2 (https://www.rostlab.org/services/snap/) (178),

5) MutationTaster (http://www.mutationtaster.org) (179).
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3.9.3 Predictores del efecto de la variante en el splicing

Para evaluar el posible efecto de las variantes sindnimas en las regiones cercanas al
splicing (£6 pb), asi como la modificacion del sitio de splicing, se emplearon 5
predictores informaéticos:

1) GeneSplicer (http://www.cbcb.umd.edu/software/GeneSplicer/) (180),

2) NetGene2 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2/) (181),

3) ESEfinder 3.0 (http://rulai.cshl.edu/cgi-bin/tools/ESE3/esefinder.cgi) (182),

4) Splice Site Prediction (SSP) (http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html) (183),

5) Human Splicing Finder Splice site analysis (HSF) (http://www.umd.be/HSF/) (184).
3.10 Estudios de expresién

Para los estudios de expresion de proteinas, llevados a cabo en los receptores, se empleo
el ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay,
ELISA), que permite cuantificar la cantidad de proteina presente en la muestra empleada
mediante una reaccién, generalmente colorimétrica, que puede ser medida mediante
espectrofotometria. En esta tesis doctoral, se han analizado sueros pre-TC para evitar el
efecto que el tratamiento inmunosupresor, suministrado a los pacientes tras el TC,

pudiese influir en la expresion proteica.

3.10.1 Estudio de expresion para la proteina MBL

Para evaluar si la variante identificada en el gen MBL2 podia alterar la expresion de la
proteina MBL, se utilizaron muestras de suero pre-TC de 9 receptores:

e 5 muestras de receptores que desarrollaron RMA y que tenian el alelo de referencia en
la posicion genomica ¢.161G,

e 4 muestras de receptores control con la variante c.161G>A.
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Se midieron los niveles de expresion de MBL, siguiendo las instrucciones del Kit
comercial MBL, Human, ELISA kit HK323-01 de la compafia Hycult® biotech (Uden,
Netherlands) que tiene un rango de medida para esta proteina entre 0,41 y 100 ng/mL. En

la Figura 32 se puede ver un esquema general del flujo de trabajo.

M Pocillos de microtitulacion recubiertos con manano L[\_/IM.'
\:
| plate activation bujfer 150 uL ‘
Lavados X4 ¥ 30 min 37°C
’ I Diluciones recta patron/muestras 100 pL ‘ [ ]‘[ ]
¥ 60min37ec
Lavados X4
X. ‘ Anticuerpo  Iracer biotinilado 100 pL ] M&-’
V60 min2025°C
Lavados X4
A 7 :
zf ‘ Streptavidin-peroxidase 100 pL ‘ t jt’j
V60 min 20-25°C
Lavados X4 o *
~_"
¢ &
o | TMB 100 pL ‘ ’):.
¥ 30 min 20-25°C L\I_’]M_’
| STOP 100 uL ‘
Medir a 450 nm

Figura 32. Esquema realizacion ELISA para proteina MBL (Hycult® biotech,
Uden-Netherlands).

Brevemente el protocolo seguido fue:

1. Se colocaron las tiras de pocillos para las 9 muestras y los standards en el soporte,

2. Las muestras de suero se diluyeron 1:10 con tampon MBL-binding buffer y todas las
mediciones se realizaron por duplicado,

3. El standard 1 liofilizado, se reconstituyé siguiendo las instrucciones del fabricante,
afiadiendo 1 mL de tampdn MBL-binding buffer. A partir del standard 1, se prepararon 6
diluciones seriadas que conformaron la recta patrén junto con un blanco conformado

Gnicamente por 225 uL de tampdn (Figura 33),
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150 puL Tubo 1 150 pL Tubo 2 150 uL Tubo 3150 pL Tubo 4 150 pL Tubo 5 150 pL Tubo 6

NN NN N

TN N N N Y Y Yy
e A A b~ _ A M~ A M~ A e A M

I [

Rec. St. 225uL 225uL 225uL 225uL 225nL 225uL 225pL
Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5 Tubo 6 Tubo 7 Tubo 8
100 40 16 6.4 2.6 1.0 0.4 Ong/mL|

Figura 33. Recta patron ELISA MBL (Hycult® biotech, Uden-Netherlands).

4. Se transfirieron 150 pL del tampdn plate activation buffer previamente diluido,
intentando no tocar las paredes de los pocillos,

5. Se cubrieron los pocillos con un film adhesivo sin dejar burbujas,

6. Se incubd a 37°C durante 30 minutos,

7. Se lavaron los pocillos 4 veces con solucion de lavado :

a. Se quito el film adhesivo,

b. Se vacio el contenido de los pocillos invirtiendo la placa y se seco sobre papel de
celulosa,

c. Se afiadieron a cada pocillo 200 pL de solucion de lavado, incubacién 20 segundos y
se vacio la placa por inversion,

d. Se repitieron los pasos 7b y 7c tres veces mas,

e. Se vacid la placa y se secaron los pocillos con papel de celulosa.

8. Se transfirieron 100 pL de los standards que conforman la recta patron y las muestras,
por duplicado, a los correspondientes pocillos de la placa,

9. Se cubrieron los pocillos con un film adhesivo sin dejar burbujas,

10. Se incubd a 37°C durante 1 hora,
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11. Se repitieron los lavados tal y como se describen en el paso 7,

12. Se afiadieron 100 pL de la solucion Tracer previamente diluida, se cubrieron los
pocillos con el film adhesivo y se incub6 1 hora a temperatura ambiente,

13. Se repitieron los lavados tal y como se describen en el paso 7,

14. Se afadieron 100 pL de streptavidin-peroxidase previamente diluida, se cubrieron
los pocillos con el film adhesivo y se incub6 1 hora a temperatura ambiente,

15. Se repitieron los lavados tal y como se describen en el paso 7,

16. Se afiadieron 100 pL de sustrato TMB y se incubd hasta un maximo de 30 minutos,
en oscuridad y agitacién. En este paso fue muy importante controlar la reaccién
colorimétrica para detener la reaccion antes del punto de saturacion,

17. Se detuvo la reaccién afiadiendo 100 pL de la solucién de STOP y se agitd
brevemente para mezclar homogéneamente,

18. Finalmente se midié la absorbancia a 450 nm en un espectrofotémetro.

3.10.2 Estudio de expresion para la proteina properdina

En el caso de la proteina properdina, para evaluar si la expresion se veia alterada por la
presencia de la variante ¢.1284C>T, se emplearon muestras de 16 receptores:
e 5 muestras de receptores con RMA y la variante ¢.1284C>T,

e 11 muestras de receptores control con la base de referencia (c.1284C).

El estudio se llevo a cabo siguiendo el protocolo descrito en el kit comercial Properdin,
Human, ELISA kit HK334-01 de la compaiiia Hycult® biotech (Uden, Netherlands). En
este caso, el rango de medida del kit era de 0,3 a 20 ng/mL. En la Figura 34 se puede ver

un esquema general del flujo de trabajo.

108



Material y Métodos

Pocillos de microtitulacion recubiertos con anticuerpo

v
‘ | Diluciones recta patron/muestras 100 pL |
¥ 60 min 20-25°C
Lavados X4
V
/(. | Anticuerpo Iracer biotinilado 100 pL |
4 60min20-25°C
Lavados X4

Y

ﬁ | Streptavidin-peroxidase 100 uL |

N

.

¢ 60 min 20-25°C
Lavados X4

o | TMB 100 uL |
¥ 30 min2025°C

@@(C @%

| STOP 100 uL |

¥

Medir a 450 nm

Figura 34. Esquema realizacion ELISA para proteina properdina (Hycult® biotech,
Uden-Netherlands).

Brevemente el protocolo seguido fue:

1. Se colocaron las tiras de pocillos para las 16 muestras y los standards en el soporte,

2. Las muestras de suero fueron diluidas 1:2.000 con el tampo6n de dilucion y todas se
hicieron por triplicado,

3. El standard 1 liofilizado, se reconstituyd siguiendo las instrucciones del fabricante,
afiladiendo 1 mL de tampodn dilution buffer. A partir del standard 1, se prepararon 6
diluciones seriadas que conformaron la recta patrén, junto con un blanco conformado

Unicamente por 225 uL de tampdn (Figura 35),
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225 pL Tubo 1 225 uL Tubo 2 225 pL Tubo 3225 uL Tubo 4 225 uL Tubo 5 225 uL Tubo 6

NN N

MG (2250 Db| (2250 DY |225ML Db @ 225nLDb| |225uL D @
Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5 Tubo 6 Tubo 7 Tubo 8
20 10 5 2.5 1.3 u.6 0.3 0 ng/mL

Figura 35. Recta patron ELISA properdina (Hycult® biotech Uden-Netherlands).

4. Se transfirieron 100 pL de los standards que conforman la recta patrén y las muestras
por triplicado a los correspondientes pocillos de la placa,

5. Se cubrieron los pocillos con un film adhesivo sin dejar burbujas,

6. Se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente,

7. Se lavaron los pocillos 4 veces con solucién de lavado :

a. Se quito el film adhesivo,

b. Se vacio el contenido de los pocillos invirtiendo la placa y se seco sobre papel de
celulosa,

c. Se afadieron a cada pocillo 200 pL de solucién de lavado, incubacién 20 segundos y
se vacio la placa por inversion,

d. Se repitieron los pasos 7b y 7c tres veces mas,

e. Sevacio la placa y se secaron los pocillos con papel de celulosa.

8. Se afiadieron 100 pL de la solucion Tracer previamente diluida, se cubrieron los
pocillos con el film adhesivo y se incubo6 1 hora a temperatura ambiente,

9. Se repitieron los lavados tal y como se describen en el paso 7,
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10. Se afiadieron 100 uL de streptavidin-peroxidase previamente diluida, se cubrieron
los pocillos con el film adhesivo y se incub6 1 hora a temperatura ambiente,

11. Se repitieron los lavados tal y como se describen en el paso 7,

12. Se afiadieron 100 pL de sustrato TMB y se incubd hasta un maximo de 30 minutos,
en oscuridad y agitacién. En este paso fue muy importante controlar la reaccién
colorimétrica para detener la reaccion antes del punto de saturacion,

13. Se detuvo la reaccion afiadiendo 100 pL de la solucién de STOP y se agito
brevemente para mezclar homogéneamente,

14. Finalmente se midi6 la absorbancia a 450 nm en un espectrofotémetro.

3.10.3 Estudio de expresion para la proteina integrina o4

Los niveles de expresion de integrina a4 fueron medidos empleando el kit comercial
ITGA4, Human, ELISA Kit (OKEH01078) de Aviva Systems Biology (San Diego, USA),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se emplearon sueros pre-TC de 16 receptores:
e 8 pacientes control con el haplotipo de referencia GAC-ITGA4,

e 8 pacientes con RMA y el haplotipo AGT-ITGAA4.

El rango de medida del kit comercial era de 0,156 a 10 ng/mL. En la Figura 36 se muestra

un esquema general del flujo de trabajo que se detalla a continuacion.
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y Microplaca recubierta

y’ - s Aifiadir muestras/standards e incubar
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anticuerpo detector. Incubar y lavar
@ Proteina objetivo

*®,~2 Matriz de proteinas de
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V’ Z ( Aifiadir el conjugado de deteccion. incubar y
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Figura 36. Esquema realizacion ELISA para proteina integrina a4 (Aviva Systems Biology, San Diego-
USA).

Brevemente el protocolo seguido fue:

1. Las muestras de suero fueron medidas por duplicado sin ninguna dilucion,

2. El standard 1 liofilizado, se reconstituyd siguiendo las instrucciones del fabricante,
afiadiendo 1 mL de tampdon Sample Diluent. A partir del standard 1, se prepararon 6
diluciones seriadas que conformaron la recta patrén, mas un tubo con 600 pL de tampdn

que se empleé como blanco (Figura 37),

300 uL Tubo 1 300 uL 300 uL 300 uL 300 uL 300 puL
Tubo2 Tubo3 Tubo4 Tubo5 Tubo6b

CM M M M)

ARRBRA

Tubol Tubo2 Tubo3 Tubo4 Tubo5 Tubo6 Tubo7 Tubo8

.1 300pL  300pL  300pL 300pL  300puL 300pL 600 L
Standa?ld. Db Db Db Db Db Db Db
reconstituir

Figura 37. Recta patron ELISA ITGA4 (Aviva Systems Biology, San Diego-USA).
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3

. Se transfirieron 100 pL de los standards que conforman la recta patron y las muestras

por duplicado a los correspondientes pocillos de la placa,

4

5

6

7

. Se cubrieron los pocillos con un film adhesivo sin dejar burbujas,
. Se incub6 durante 2 horas a 37°C,
. Se vacio la placa invirtiéndola y se sec6 sobre una capa gruesa de papel de celulosa,

. Se afadieron 100 pL de 1x Biotinylated ITGA4 Detector Antibody a cada pocillo, se

cubrieron los pocillos con el film adhesivo y se incubd 1 hora a 37°C,

8

e.

9.

. Se realizaron 3 rondas de lavado con 1x Wash Buffer:
Se afiadieron 300 pL de 1x Wash Buffer a cada pocillo,
Se incub6 1 minuto a temperatura ambiente,

Se vacio la placa y se sec6 con papel de celulosa,

. Se repitieron los pasos 8b y 8c dos veces mas,

Se vacio la placa y se seco con papel de celulosa.

Se afiadieron 100 pL de 1x Avidin-HRP Conjugate a cada pocillo, se cubrieron los

pocillos con el film adhesivo y se incub6 1 hora a 37°C,

10. Se repitieron los lavados 5 veces con 1x Wash Buffer tal y como se describe en el

paso 8,

1

1. Se afiadieron 90 pL de sustrato TMB y se incubd hasta un méximo de 30 minutos, en

oscuridad y agitacion. En este paso fue muy importante controlar la reaccion

colorimétrica para detener la reaccion antes del punto de saturacion,

12. Se detuvo la reaccion afadiendo 50 pL de la solucion de STOP y se agito

b

revemente para mezclar homogéneamente,

13. Finalmente se midié la absorbancia a 450 nm en un espectrofotometro.
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3.11 Analisis estadistico

Las variables continuas como la edad y el tiempo de seguimiento post-trasplante, se
expresaron como la media + desviacion estandar (d.e.), mientras que las variables

discretas se mostraron como porcentajes.

A. Andlisis de asociacion de polimorfismos con el RMA, en receptores y donantes

En los analisis de asociacion, realizados con SNPStats y R, la asociacion entre los SNPs
se estimd mediante razon de probabilidad u odds ratio (OR), intervalos de confianza (IC)
del 95%, criterios de informacion Akaike (AIC), criterios de informacion bayesianos
(BIC) y el p-valor establecido en 0,05. En los casos en los que se encontrd asociacion

significativa entre el SNP y el RMA, tanto con R como con SNPStats:

e En el caso de los receptores en el cual las muestras estaban pareadas, se realiz el test
de McNemar en R para estudiar las diferencias entre las frecuencias alélicas y fenotipicas
existentes entre los pacientes con RMA y su correspondiente control:

# Para llevar a cabo el test de McNemar en R, se emple6 el comando mcnemar.test.

# Se construyd la matriz x con los datos del SNP estudiado en los 46 receptores. Cada
entrada de la matriz representa una pareja (RMA-control). Los simbolos + y - hacen

referencia a los pacientes que portan la variante y los que no.

Control

+ - Total
RMA | + | NUmero de parejas en la | Nimero de parejas en | Total de la
que el SNP esta presente en | las que el SNP esta | fila

ambos (y1) presente en el RMA
pero no en el control
(¥2)

- NUmero de parejas en las | Nimero de parejas en | Total de la
que el SNP esta presente en | las que el SNP esta | fila

el control pero no en el | ausente en ambos (y4)
RMA (y3)
Total Total de la columna Total de la columna Total de la
fila/columna
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x<-matrix(c(y1,y2,y3,y4),filas n°, columnas n°)

mcnemar.test(x)

e En el caso de los donantes, al no tratarse de muestras pareadas, se llevé a cabo en R el
test exacto de Fisher para estudiar las diferencias entre las frecuencias alélicas y
fenotipicas:

# Para llevar a cabo el test exacto de Fisher en R, se empleo6 el comando fisher.test.
Casco<-c(rep("RMA",n° de pacientes con RMA),rep(""Control”,n° de pacientes control))
SNP<c(rep("genotipol”,n® pacientes con RMA y el genotipo 1),rep("genotipo2™,n® de
pacientes con RMA vy el genotipo 2),rep("genotipol”, n° de pacientes control y el
genotipo 1),rep("genotipo2”, n° de pacientes control y el genotipo 2))
.Table_est<-table(Casco,SNP)

.Table_est

fisher.test(.Table_est)

B. Anélisis de asociacion de polimorfismos con el RMA, en las parejas donante-receptor

Por otra parte, para identificar genotipos asociados con el riesgo de RMA en las parejas
donante-receptor, en los genes relacionados con la via del complemento y la biologia de
las células B, se realizo el test exacto de Fisher con el software EPIDAT 3.0. Se fijé un
p-valor < 0,05. Ademés se analizé el nimero de discrepancias totales existentes entre
ambos grupos (parejas con RMA vs parejas control) mediante la prueba U de Mann-
Whitney para valores no distribuidos normalmente, utilizando el software R, tal y como

se describio en el apartado 3.7.3.
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C. Anélisis estadisticos para los estudios de expresion proteica

Para el andlisis de niveles séricos obtenidos en los experimentos de expresion proteica,
los valores se expresaron como mediana y primer y tercer cuartil (Q1-Q3). Para evaluar la
importancia de las diferencias en los niveles séricos de proteina, la prueba U de Mann-
Whitney para valores no distribuidos normalmente se realiz6 utilizando el software R,

empleando los siguientes comandos:

# Para llevar a cabo el test exacto de Fisher en R, se empled el comando wilcox.test.

Con_SNP<-c(valores obtenidos en el ELISA para los pacientes con el SNP)

Sin_SNP<c(valores obtenidos en el ELISA para los pacientes sin el SNP)

wilcox.test(Con_SNP,Sin_SNP)

Los valores de p < 0,05 se consideraron estadisticamente significativos.
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4.1 Caracteristicas clinicas

4.1.1 Caracteristicas clinicas de los pacientes seleccionados

Las caracteristicas demograficas, incluyendo las principales caracteristicas clinicas y los
datos del régimen inmunosupresor, de los 46 receptores seleccionados se recogen en la
Tabla 8. La proporcion de varones en la muestra es del 86,96% y la media de edad de
los receptores, en el momento del TC era de 50,11+15,97 afios. El tiempo de
seguimiento medio post-TC fue de 7,28+3,58 afios, siendo la patologia de base mas

frecuente en estos pacientes la cardiopatia isquémica (39,13%).

El tratamiento inmunosupresor mas comun fue con esteroides (100%) y micofenolato de
mofetilo (91,30%); mientras que el tratamiento frente al RMA més empleado fue la
plasmaféresis (65,22%) y el rituximab (65,22%). Los datos de las pruebas seroldgicas
para citomegalovirus reflejan que el 58,70% de los receptores y sus correspondientes

donantes, son positivos para la presencia de anticuerpos contra el virus CMV.

Usando la clasificacién histopatoldgica para los pacientes con RMA posterior al 2013
(n=8) (53): 4 de los pacientes fueron clasificados como pRMAL1(1+) y 4 como pRMA2 y

el tiempo medio transcurrido desde el TC hasta el RMA fue de 3,52+0,64 afios.
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Variable Total (n=46 pacientes) | RMA (n=23 pacientes) | Control (n=23 pacientes)
Edad+d.e. (afios) 50,11+15,97 50,21+16,45 50,01+15,85
Hombres 86,96% (40) 86,96% (20) 86,96% (20)
Mujeres 13,04% (6) 13,04% (3) 13,04% (3)
Enfermedad de base

Cardiopatia dilatada 34,78% (16) 26,09% (6) 43,48% (10)
Cardiopatia isquémica 39,13% (18) 52,17% (12) 26,09% (6)
Cardiopatia valvular 10,86% (5) 8,70% (2) 13,04% (3)
Otras 15,22% (7) 13,04% (3) 17,39% (4)
Tiempo desde el TC (afios)

<2 afios 10,42% (5) 17,39% (4) 4,35% (1)
2-5 afios 23,91% (11) 30,43% (7) 17,39% (4)
>6 afios 65,22% (30) 52,17% (12) 78,26% (18)
Tiempo transcurrido hasta el 3,52+0,64

diagndstico de RMA (afios)

Citomegalovirus % (No.)

Donante y Receptor + 58,70% (27) 56,52% (13) 60,87% (14)
Donante y Receptor - 2,17% (1) 0 4,35% (1)
Donante +/Receptor - 23,91% (11) 30,43% (7) 17,39% (4)
Donante - / Receptor + 13,04% (6) 13,04% (3) 13,04% (3)
Sin datos 2,17% (1) 0 4,35% (1)
Inmunosupresion

Ciclosporina 75,00% (36) 75,00% (18) 75,00% (18)
Esteroides 100% (46) 100% (23) 100% (23)
Micofenolato de mofetilo 91,30% (42) 86,95% (20) 95,65% (22)
Tacrolimus 56,52% (26) 65,22% (15) 47,38% (11)
Everolimus 32,61% (15) 26,09% (6) 39,13% (9)
Basiliximab 89,13% (41) 82,60% (19) 95,65% (22)
Daclizumab 4,35% (2) 4,35% (1) 4,35% (1)
OKT3 6,52% (3) 12,50% (3) 0
Plasmaféresis 32,61% (15) 65,22% (15) 0
Rituximab 32,61% (15) 65,22% (15) 0

Tabla 8. Datos demograficos de los receptores seleccionados.

4.1.2 Caracteristicas clinicas de los donantes y de las parejas donante-receptor

Las caracteristicas demograficas de las parejas de donantes y receptores seleccionados

(n=56), asi como las principales caracteristicas clinicas, se muestran en la Tabla 9. La

proporcion de varones en la muestra es del 78,60% en los receptores y de 67,86% en los

donantes y la enfermedad de base mas comin en ambos grupos de receptores, con RMA

y control, fue la cardiopatia isquémica presente en un 42,90% y un 35,70%,

respectivamente. La media de edad de los receptores con RMA, en el momento del TC

de 45,70+4,90 afios y la de sus correspondientes donantes de 46,50+3,20 afios. Por su

parte, la media de edad de los pacientes control, en el momento del TC era de

45,30+4,70 afos; mientras que la de sus donantes era de 36,30%2,90 arios.
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El tiempo de seguimiento medio post-TC era de 7,28+3,58 afios y el tratamiento

inmunosupresor mas comun consistio en el uso de esteroides (100%) y de basiliximab

(92,60%) en todos los receptores y de plasmafeéresis y rituximab (51,10%) en aquellos

que presentaron RMA.

En este caso, se emplearon 28 receptores de los cuales habia disponible muestras

bioldgicas de sus correspondientes donantes. Usando la clasificacion histopatologica

para los pacientes con RMA posterior al 2013 (n=7) (53): 4 de los pacientes fueron

clasificados como pRMA1(l+) y 3 como pRMA2 y el tiempo medio transcurrido desde

el TC hasta el RMA fue de 2,40+0,60 afios.

Variable RMA Control
Receptores Donantes Receptores Donantes
(n=14) (n=14) (n=14) (n=14)
Edad+d.e. (afios) 45,70+4,90 46,50+3,20 45,30+4,70 36,30+2,90
Hombres 78,60% (11) 64,30% (9) 78,60% (11) 71,40% (10)
Mujeres 21,40% (3) 35,70% (5) 21,40% (3) 28,60% (4)
Enfermedad de base
Cardiopatia dilatada 21,40% (3) 28,60% (4)
Cardiopatia isquémica 42,90% (6) 35,70% (5)
Cardiopatia valvular 7,10% (1) 7,10% (1)
Otras 28,60% (4) 28,60% (4)
Tiempo desde el TC (afios)
<2 afios 28,60% (4) 7,10% (1)
2-5 afios 28,60% (4) 14,30% (2)
>6 afios 42,90% (6) 78,60% (11)
Tiempo transcurrido hasta el 2,40+0,60
diagndstico de RMA (afios)
Citomegalovirus % (No.)
Donante y Receptor + 64,30% (9) 64,30% (9)
Donante y Receptor - 0 0
Donante +/Receptor - 21,40% (3) 28,60% (4)
Donante - / Receptor + 14,30% (2) 7,10% (1)
Inmunosupresion
Ciclosporina 57,10% (8) 28,60% (4)
Esteroides 100% (14) 100% (14)
Micofenolato de mofetilo 85,70% (12) 92,90%(13)
Tacrolimus 78,60% (11) 50,00% (7)
Everolimus 35,70% (5) 42,90% (6)
Basiliximab 92,60% (13) 92,60% (13)
Daclizumab 0 7,10% (1)
Timoglobulina 7,10% (1) 0
Plasmaféresis 51,10% (8) 0
Rituximab 51,10% (8) 0

Tabla 9. Datos demograficos de las parejas donante-receptor seleccionadas.
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4.2 Calidad de las secuencias

4.2.1 Puntuacion de Phred de calidad (Q30)

En esta tesis doctoral, se secuenciaron un total de 7 pools, 12 muestras por pool, que
contenian las 74 muestras analizadas en esta tesis doctoral. La precision de las llamadas
de base, es decir, el procedimiento por el cual se asigna una determinada base de forma
correcta durante la secuenciacion en la plataforma NextSeq® 500 (Illumina San Diego-
USA), reflejé una puntuacion de calidad Q > 30, lo que significa que la probabilidad de
una llamada de base incorrecta es de 1 en 1000 lecturas, con una precision de llamada
de base del 99,9%. El valor Q30 para cada uno de los 7 pools realizados en esta tesis

doctoral se muestra en la Tabla 10, siendo el valor medio para todos los pools de

79,30+2,05%.
N° de pool | Puntuacion Q30 (%)
pool 1 77,10%
Pool 2 79,20%
Pool 3 75,00%
Pool 4 90,30%
Pool 5 81,50%
Pool 6 77,70%
Pool 7 74,30%

Tabla 10. Puntuacion Q30 para los 7

pools secuenciados.
4.2.2 Sensibilidad, exactitud y especificidad de la NGS
Para estudiar la sensibilidad, exactitud y especificidad de la NGS, se seleccionaron 14
genes del sistema del complemento y 10 genes relacionados con las células B, que
contenian al menos una variante detectada en la NGS y se secuenciaron 24 amplicones

(Tabla 7) por el método de Sanger. Tras la secuenciacion, se visualizaron 12.518 bases,
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de las cuales 12.463 eran VN, 52 VP y 3 FN lo que indico una sensibilidad del 94%,
una exactitud del 99,9% y una especificidad del 100% para la NGS.

Tras analizar los FN detectados por el metodo de Sanger, se observé que todos
aparecian en el gen IGHAL, en la posicién chrl4:106.173.808. Sin embargo, al
visualizar esa posicion con el programa IGV, se observo que si se habia detectado la
variante mediante NGS pero, debido a que la posicion estaba poco cubierta, dicha

variante no cumplia con los requisitos de calidad para ser considerada como tal.

4.3Variantes presentes en receptores con TC y su asociacion con el

RMA

En esta tesis doctoral se seleccionaron 46 receptores con TC, 23 de ellos presentaron
RMA y 23 pacientes control trasplantados y con ausencia de RMA en el periodo de
seguimiento post-TC. En estos 46 pacientes, se analizaron 112 genes, 51 de la via del
complemento y 61 de la biologia de las células B, debido a la relevante implicacién de
estas vias en el RMA (Tabla 6).

4.3.1 Polimorfismos presentes en los genes del complemento y su relacion con el

RMA

Tras analizar todas las regiones codificantes y +10 pb de las zonas intrdnicas adyacentes
para los 51 genes relacionados con el sistema del complemento, se detectaron 319 SNPs
en los genes seleccionados (Figura 38, Anexo 1). En los 51 genes analizados, se obtuvo
una profundidad de 72,66+2,42 lecturas, es decir, que cada base se secuencio una media
de 72,66 veces en cada gen, siendo el gen MBL2 el que presenta una profundidad mayor
(122,46%3,46 lecturas) y el gen CLQTNF5 el que presenta una menor profundidad

(38,49+7,97 lecturas) (Figura 39).
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Figura 38. Distribucién de los SNPs detectados en los genes del complemento.

A continuacion, se realizé un andlisis de asociacién entre los SNPs detectados en los

genes del complemento y el RMA. En el primer anélisis realizado con el software

SNPStats, se encontré asociacion entre la presencia de 8 SNPs (rs1048118-CFP,

rs1800450-MBL2, rs11627594-IGHG2, rs1407-IGHAL, rs1130656-PLG, rs1450656-

C7, rs17611-C5 y rs25681-C5) y el RMA con al menos 1 de los modelos de herencia

empleados por el software (codominante, dominante, recesivo, sobredominante y

aditivo).

Se procedid entonces a realizar un segundo anélisis con el paquete “SNPassoc” de R

para estos 8 SNPs. Tras dicho andlisis se encontrd la misma asociacion significativa

entre los 8 SNPs y el RMA. Sin embargo, al realizar el test de McNemar para muestras

pareadas, solo 2 SNPs mantuvieron la significacion con el RMA:

1) la variante missense p.Gly54Asp en el gen MBL2 (rs1800450),

2) la variante sinénima p.Asn428(p=) en el gen CFP (rs1048118).
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Figura 39. Profundidad media de los 51 genes seleccionados por su papel en la

via del complemento.

4.3.1.1 Polimorfismo p.Gly54Asp-MBL2 en el RMA

El polimorfismo p.Gly54Asp presente en el gen MBL2, es una sustitucion, en el

nucledtido ¢.161, de una G por una A que produce una sustitucion en el aminoacido 54,

de una glicina por &cido aspartico (Figura 40).
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A c.161G>A Gen MBL2
—i— -
B p-Gly54Asp Proteina MBL

==

82 4

P

Figura 40. Trénscrito del gen MBL2, dominios y estructura de MBL. A. Esquema del gen MBL2 indicando
la posicion relativa del SNP p.Gly54Asp (c.161G>A); B. Representacion de los dominios proteicos de
MBL indicando la posicion del SNP p.Gly54Asp. El dominio N-terminal Cysteines-rich (aminoécidos 21 -
41) (N), dominio Collagen-like (42-99) (Collag), estructura coiled coil (aminoécidos 112 - 130) (Coil) y el
extremo cytoplasmic tail (aminoécidos 134 - 245) (C-terminal); C. Estructura cristalografica de la proteina
MBL (PDB ID: 5JPM) indicando el cambio en el aminoacido p.Gly54 (azul) a p.Asp54 (amarillo). Las
lineas verdes discontinuas, indican los nuevos enlaces quimicos formados.

4.3.1.1.1 Bases de datos, analisis de asociacion y pruebas in silico

La MAF descrita en la base de datos dbSNP, para el alelo A, es de entre 0,1220
(dbSNP-1000 Genomes) y 0,1389 (ExAC). Sin embargo, en nuestra poblacion de
estudio, la presencia del alelo A era significativamente mas frecuente en los pacientes
control, segun reflejaron los modelos codominante, dominante, sobredominante y
aditivo; asi como el test de Mcnemar (Tabla 11). Ademas, en la base de datos ClinVar
esta variante esta descrita como patogénica, asociada al déficit de la proteina MBL. A

continuacion, con el fin de comprobar el efecto del SNP p.Gly54Asp en la proteina

126



Resultados

rs1800450 Modelo Genotipo Control RMA OR (95% IC) p-valor AlC BIC
MBL2
p.Gly54Asp
SNPstats GIG 13 (56,5%) 21 (91,3%) 1,00
Codominante G/IA 9 (39,1%) 2 (8,7%) 0,14 (0,03-0,74) 0,017 61,7 67,2
A/A 1 (4,3%) 0 (0%) 0,00 (0,00-ND)
Dominante GIG 13 (56,5%) 21 (91,3%) 1,00
G/IA- AIA 10 (43,5%) 2 (8,7%) 0,12 (0,02-0,66) 0,0055 60 63,7
Recesivo GI/G- G/A 22 (95,7%) 23 (100%) 1,00
A/A 1 (4,3%) 0 (0%) 0,00 (0,00-ND) 0,24 66,4 70
Sobredominante G/G- AJA 14 (60,9%) 21 (91,3%) 1,00
GIA 9 (39,1%) 2 (8,7%) 0,15 (0,03-0,79) 0,013 61,5 65,2
Aditivo 0,13 (0,03-0,68) 0,0046 59,7 63,4
R (F(X) GIG 13 (56,5%) 21 (91,3%) 1,00
association) Codominante G/IA 9 (39,1%) 2(8,7%) 0,14 (0,03-0,74) 0,0165 61,7
A/A 1 (4,3%) 0 (0%) 0,00
Dominante GIG 13 (56,5%) 21 (91,3%) 1,00
GIA- AIA 10 (43,5%) 2 (8,7%) 0,12 (0,02-0,66) 0,0054 60
Recesivo GI/G- GIA 22 (95,7%) 23 (100%) 1,00
AlA 1 (4,3%) 0 (0%) 0,00 1 66,4
Sobredominante G/G- A/IA 14 (60,9%) 21 (91,3%) 1,00
G/IA 9 (39,1%) 2 (8,7%) 0,15 (0,03-0,79) 0,0126 61,5
Aditivo - --- --- 0,13 (0,03-0,68) 0,0165 59,7
Test McNemar Chi al cuadrado es igual a 4,9 con 1 grado de libertad
0,02686

Tabla 11. Analisis de asociacion para el SNP p.Gly54Asp en el gen MBL2. AIC: criterios de informacion Akaike; BIC: criterios de informacion

bayesianos; IC: Intervalo de confianza; ND: No disponible; OR: Odds ratio.
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MBL, se realizaron andlisis in silico con 5 predictores y 4 de ellos indicaron que esta

variante podria tener un impacto en la funcion de la proteina (Tabla 12).

Programa in silico Prediccion
Polyphen Probablemente dafiino
(0,998)

SIFT Deletéreo (0)
PhD-SNP Enfermedad (2)
MutationTaster Polimorfismo (0.0001)
SNAP2 Efecto (95%0)

Tabla 12. Analisis in silico para el SNP p.Gly54Asp. En rojo se
muestran las predicciones que reflejan un impacto en la proteina
MBL.

4.3.1.1.2 Estudio de expresion para la proteina MBL

Puesto que los andlisis in silico reflejaron que la variante p.Gly54Asp podria tener un
efecto deletéreo sobre la proteina, se realizd un estudio de expresion para comprobar si
la variante p.Gly54Asp podia influir en los niveles de expresion de MBL en suero. La
mediana de los niveles de MBL en el suero pre-TC de 4 pacientes control con la
variante p.Gly54Asp fue de 6,24 ng/mL ([Q1-Q3] 5,14-6,86 ng/mL) que era
significativamente menor que la obtenida en suero pre-TC de 5 pacientes con RMA en
los que no estaba presente la variante (207,50 ng/mL ([Q1-Q3] 84,82-290,90 ng/mL).
Ademas al realizar el test U de Mann-Whitney para muestras independientes, se obtuvo
un p-valor menor de 0,01 lo cual confirmé que los pacientes control que portaban la

variante p.Gly54Asp, presentaban niveles mas bajos de la proteina MBL (Figura 41).
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Figura 41. Concentraciones de la proteina MBL en suero segun el
genotipo MBL2 para 4 pacientes control con la variante
p.Gly54Asp y 5 pacientes con RMA con la referencia p.Gly54.

4.3.1.2 Polimorfismo p.Asn428(p=)-CFP en el RMA

El segundo SNP significativamente asociado con el RMA, se encontr en el gen CFP
que codifica para la proteina properdina. En este caso, la variante consiste en un
cambio, en el nucle6tido ¢.1284, de una C por una T que no modifica el aminoacido

asparagina 428 (p.Asn428(p=), Figura 42).

A Gen CFP
¢.1284C>T
B Proteina properdina p-Asnd28(p=)
TSP | TSP | TSP | TSP | TSP TSP TSP

Figura 42. Transcrito del gen CFP y dominios de la proteina properdina. A. Esquema del gen CFP,
mostrando la posicién relativa del polimorfismo p.Asn428(p=) (c.1284C>T); B. Representacion de los
dominios de properdina, mostrando la posicidn relativa de la variante sinbnima p.Asn428(p=).
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4.3.1.2.1 Bases de datos, analisis de asociacion y pruebas in silico

La MAF descrita en la base de datos dbSNP, para el alelo T, es de entre 0,2069
(dbSNP-1000 Genomes) y 0,2287 (ExAC). Sin embargo, en nuestra poblacion de
estudio, la presencia de este alelo era significativamente mas frecuente en los pacientes
con RMA que en los pacientes control, segun reflejaron los modelos codominante,
dominante, recesivo y aditivo; asi como el test de Mcnemar (Tabla 13).

A continuacion, se realizaron analisis in silico para comprobar si la variante podia tener
algun efecto en el splicing y se observd, que aunque la variante p.Asn428(p=) se
encontraba alejada de la zona de splicing (+40 pb), el predictor HSF indicaba que podria
afectar a los potenciadores de splicing exonico (exonic splicing enhancers, ESES) y por

tanto podria alterar la conformacion final de la proteina (Tabla 14).
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rs1048118 Modelo Genotipo Control RMA OR (95% IC) p-valor AlC BIC
CFP
p.Asn428(p=)
SNPstats CIC 21 (91,3%) 12 (52,2%) 1,00
Codominante CIT 0 (0%) 2 (8,7%) ND (0,00-ND) 0,0065 59,7 65,2
T/T 2 (8,7%) 9 (39,1%) 7,88 (1,46-42,61)
Dominante C/C 21 (91,3%) 12 (52,2%) 1,00
C/T-TIT 2(8,7%) 11 (47,8%) 9,62 (1,82-50,89) 0,0022 58,4 62,1
Recesivo C/C-CIT 21 (91,3%) 14 (60,9%) 1,00
T/T 2(8,7%) 9 (39,1%) 6,75 (1,26-36,03) 0,013 61,5 65,2
Sobredominante CIC-TIT 23 (100%) 21 (91,3%) 1,00
CIT 0 (0%) 2 (8,7%) ND (0,00-ND) 0,091 64,9 68,6
Aditivo 3,08 (1,28-7,43) 0,0041 59,5 63,2
R (F(x) CIC 21 (91,3%) 12 (52,2%) 1,00
association) Codominante CIT 0 (0%) 2 (8,7%) 0,00 0,0088 59,7
T/T 2(8,7%) 9 (39,1%) 7,88 (1,46-42,61)
Dominante CIC 21 (91,3%) 12 (52,2%) 1,00
CIT-TIT 2 (8,7%) 11 (47,8%) 9,62 (1,82-50,89) 0,0022 58,4
Recesivo C/C-CIT 21 (91,3%) 14 (60,9%) 1,00
T/IT 2 (8,7%) 9 (39,1%) 6,75 (1,26-36,03) 0,0126 61,5
Sobredominante CIC-TIT 23 (100%) 21 (91,3%) 1,00
CIT 0 (0%) 2 (8,7%) 0,00 0,4889 64,9
Aditivo 3,08 (1,28-7,43) 0,0089 59,5
Test McNemar Chi al cuadrado es igual a 5,8 con 1 grado de libertad 0,01586

Tabla 13. Analisis de asociacion para el SNP p.Asn428(p=) en el gen CFP. AIC: criterios de informacion Akaike; BIC: criterios de informacion

bayesianos; IC: Intervalo de confianza; ND: No disponible; OR: Odds ratio.
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* RESCUE ESE hexamers

VARIANTE MOTIVO DE REFERENCIA MOTIVO MUTANTE VARIACION

p.Asn428(p=) CFP AGAATG

* Predicciones de PESE Octamers de Zhang & Chasin

VARIANTE MOTIVO DE REFERENCIA MOTIVO MUTANTE VARIACION
Proteina SR unida Motivo de referencia Proteina SR Motivo de referencia
(valor 0-100) unida (valor 0-100)
AGAAGAAC (73.34) AGAAGAAT -30.06 %
p.Asn428(p=) CFP
(51,30)
* Motivos ESE de HSF
VARIANTE MOTIVO DE REFERENCIA MOTIVO MUTANTE VARIACION
Proteina SR unida Motivo de referencia Proteina SR Motivo de referencia
(valor 0-100) unida (valor 0-100)
9G8 CGTGAC (63,56) 9G8 TGTGAC (61,14) -3,8%
p.Asn428(p=) CFP

Tabla 14. Anélisis in silico para la variante p.Asn428(p=). En verde se muestra la creacién del nuevo sitio de unién para
la maquinaria de splicing.
4.3.1.2.2 Estudio de expresion para la proteina properdina
A continuacion, se llevo a cabo un estudio de expresion para comprobar si el SNP
p.Asn428(p=) podia alterar los niveles de properdina en el suero. La mediana de los
niveles de properdina en suero pre-TC en 5 pacientes con RMA vy la variante
p.Asn428(p=) (c.1284C>T) fue de 14,65 pg/mL ([Q1-Q3] 11,95-36,38 ug/mL),
mientras que, la obtenida en suero pre-TC de 11 pacientes control en los que no estaba
presente la variante fue de 10,77 pg/mL ([Q1-Q3] 5,85-13,86 pg/mL). Ademas, al
realizar el test U de Mann-Whitney para muestras independientes, se obtuvo un p-valor
menor de 0,05 lo cual confirmd que los pacientes con RMA que portaban la variante

p.Asn428(p=), presentaban niveles mas altos de la proteina properdina (Figura 43).
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*p < 0,05
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Figura 43. Concentracion de properdina en suero segun el genotipo
CFP para 11 pacientes control con la referencia y 5 pacientes con

RMA con la variante p.Asn428(p=).

4.3.2 Polimorfismos presentes en los genes implicados en la biologia de las células B

y su relacion con el RMA

Tras analizar todas las regiones codificantes y +10 pb de las zonas intronicas

adyacentes, para los 61 genes implicados en la biologia de las células B, se detectaron

285 SNPs en los genes seleccionados (Figura 44, Anexo 2). Ademas, se calcul6 la

profundidad que presentaban los 61 genes analizados y se obtuvo un valor de

80,60+2,60 lecturas, es decir, que cada base se secuencid una media de 80,60 veces en

cada gen, siendo el gen IGHM el que presenta una profundidad mayor (248,45+7,27

lecturas) y el gen CD32B el que presenta una menor profundidad (31,15+1,56 lecturas)

(Figura 45).
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Figura 44. Distribucion de los SNPs detectados en los genes implicados en la biologia de las células B.

A continuacion, se realiz6 un analisis de la asociacion entre los SNPs detectados y el
RMA. En el primer analisis realizado con el software SNPStats, se encontrd asociacion
entre la presencia de 12 SNPs (rs1178127-HDAC9, rs2389998-HDACY9, rs2028373-
AICDA, rs1143674-1TGA4, rs1143676-1TGA4, rs7562325-ITGA4, rs2228138-FCER2,
rs4996973-FCER2, rs28364072-FCER2, rs244076-ADA, rs2273506-CHRNA4 vy
rs9619852-VPREB1) y el RMA con al menos 1 de los modelos de herencia empleados
por el software (codominante, dominante, recesivo, sobredominante y aditivo). Se
realizd un segundo analisis con el paquete “SNPassoc” de R para estos 12 SNPs y se
encontré la misma asociacion significativa entre los 12 SNPs y el RMA. Sin embargo,
al realizar el test de McNemar para muestras pareadas, solo 3 SNPs, en el gen ITGA4

mantuvieron la significacion con el RMA:

1) la variante sindnima p.Thr615(p=) (rs1143674),

2) la variante missense p.GIn878Arg (rs1143676),
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3) la variante sinénima p.His961(p=) (rs7562325).
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Figura 45. Profundidad media de los 61 genes seleccionados por su papel en la biologia de las

células B.

4.3.2.1 Polimorfismos (p.Thr615(p=), p.GIn878Arg y p.His961(p=))-ITGA4 en el

RMA

Los 3 SNPs significativamente asociados con el RMA, se encontraron en el gen ITGA4

que codifica para la proteina integrina a4. En este caso, se trata de 2 variantes sindnimas

y una variante missense (Figura 46):

1) la variante sindnima p.Thr615(p=), se produce un cambio en el nucle6tido c.1845 de

G a A que no modifica el amino&cido treonina 615 (rs1143674)

2) la variante sinonima p.His961(p=), en la cual se produce un cambio, en el nucleotido

€.2883, de una C por una T sin modificar el amino&cido histidina 961 (rs7562325).
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3) la variante missense p.GIn878Arg, con un cambio en el nucleétido ¢.2633 de un A

por una G, que produce una sustitucion en el amino4cido 878 de glutamina por arginina

(rs1143676).
A Gen ITGA4
€.1845G>A €.2633A>G .2883C>T
_'I | I . L | LUl LIl
IR 1 I R
B Proteina integrina a4 pThr615(p.=)  p.GIn878Arg p.His961(p.=)

+

G i L 14

Figura 46. Estructura del gen ITGA4 y de la proteina integrina o4. A. Estructura del gen ITGA4. En rojo se
indica la posicién relativa de los 3 polimorfismos detectados; B. Representacion esquematica de las
repeticiones y motivos de la proteina integrina a4. En rojo se indica la posicion relativa de los 3
polimorfismos detectados.

4.3.2.1.1 Bases de datos, andlisis de asociacion y pruebas in silico

Las MAFs descritas en la base de datos dbSNP para los 3 SNPs eran:

1) entre 0,3385 (dbSNP-1000 Genomes) y 0,3813 (EXAC) para el SNP p.Thr615(p=),

2) entre 0,2095 (dbSNP-1000 Genomes) y 0,2633 (ExAC) para el SNP p.GIn878Arg,

3) entre 0,3431 (dbSNP-1000 Genomes) y 0,3737 (EXAC) para el SNP p.His961(p=).

Sin embargo, en nuestra poblacién de estudio la presencia de los 3 SNPs era
significativamente mas frecuente en los pacientes con RMA. De hecho, los analisis de
asociacion, realizados con SNPStats y R para los 3 SNPs, indicaron que eran
significativamente mas frecuentes en los pacientes con RMA que en los controles segun
reflejaron los modelos codominante, dominante, recesivo y aditivo; asi como el test de

Mcnemar (Tabla 15).
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SNP Modelo Genotipo Control RMA OR (95% IC) p-valor AIC BIC
rs1143674, SNPstats GIG 14 (60,9%) 4 (17,4%) 1,0
Codominante GIA 8 (34,8%) 12 (52,2 %) 5,2 (1,3-21,9) 0,003 58,0 63,5
ITGAA4, A/A 1 (4,3%) 7 (30,4%) 24,5 (2,3-262,5)
Dominante GIG 14 (60,9%) 4 (17,4%) 1,0
Thr615(p=) GIA-AIA 9 (39,1%) 19 (82,6%) 7.4 (19-28,9) 0,002 58,2 61,9
Recesivo GIG-GIA 22 (95,7%) 16 (69,6%) 1,0
AIA 1 (4,3%) 7 (30,4%) 9,6 (1,1-86,2) 0,01 61,8 65,4
Sobredominante G/G-A/A 15 (65,2%) 11 (47,8%) 1,0
G/A 8 (34,8%) 12 (52,2%) 2,0 (0,6-6,7) 0,2 66,3 70,0
Aditivo 51 (1,7-14,7) 6e-04 56,0 59,7
R (F(x) GIG 14 (60,9%) 4 (17,4%) 1,0
association) Codominante G/IA 8 (34,8%) 12 (52,2 %) 5,2 (1,3-21,9) 0,003 58,0
AIA 1 (4,3%) 7 (30,4%) 24,5 (2,3-262,5)
Dominante GIG 14 (60,9%) 4 (17,4%) 1,0
GIA-AIA 9 (39,1%) 19 (82,6%) 7.4 (1,9-28.9) 0,002 58,2
Recesivo GIG-G/A 22 (95,7%) 16 (69,6%) 1,0
AIA 1 (4,3%) 7 (30,4%) 9,6 (1,1-86,2) 0,01 61,0
Sobredominante G/IG-A/A 15 (65,2%) 11 (47,8%) 1,0
GIA 8 (34,8%) 12 (52,2 %) 2,0 (0,6-6,7) 0,2 66,0
Aditivo --- --- --- 5,06 (1,74-14,70) 6,10e-04 56,0
Test McNemar Chi al cuadrado es igual a 5,79 con 1 grado de libertad 0,02
rs1143676, SNPstats AIA 17 (81,0%) 7 (30,4%) 1,0
Codominante AIG 4 (19,1%) 13 (56,5%) 7,9 (1,9-32,8) 0,001 53,5 58,9
ITGA4, GIG 0 (0%) 3 (13,0%) ND (0,0-ND)
p.GINg78Arg Dominante A/A 17 (81,0%) 7 (30,4%) 1,0
AIG-GIG 4 (19,1%) 16 (69,6%) 9,7 (2,4-39,6) 6e-04 53,0 56,6
Recesivo AIA-AIG 21 (100%) 20 (87,0%) 1,0
GIG 0 (0%) 3 (13,0%) ND (0,0-ND) 0,04 60,8 64,4
Sobredominante AIA-G/G 17 (81,0%) 10 (43,5%) 1,0
AlG 4 (19,1%) 13 (56,5%) 5,5 (1,4-21,7) 0,009 58,1 61,3
Aditivo --- --- --- 8,6 (2,2-33,3) 3e-04 51,7 55,3
Tabla 15. Andlisis de asociaciéon para los SNP p.Thr615(p=), p.GIn878Arg y p.His961(p=) en el gen ITGA4. AIC: criterios de informacion Akaike; BIC: criterios de

informacion bayesianos; IC: Intervalo de confianza; ND: No disponible; OR: Odds ratio.
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SNP Modelo Genotipo Control RMA OR (95% IC) p-valor AIC BIC
rs1143676, R (F(x) A/A 17 (81,0%) 7 (30,4%) 1,0
association) Codominante AlG 4 (19,0%) 13 (56,5%) 7,9 (1,9-32,8) 0,001 53,5
ITGA4, GIG 0 (0%) 3 (13,0%) 0,0
Dominante A/A 17 (81,0%) 7 (30,4%) 1,0
p.GIn878Arg AIG-G/G 4 (19,0%) 16 (69,6%) 9.7 (2,4-39,6) 5,60-04 53,0
Recesivo AIA-AIG 21 (100%) 20 (87,0%) 1,0
GIG 0 (0%) 3 (13,0%) 0,0 0,2 60,8
Sobredominante A/A-G/G 17 (81,0%) 10 (43,5%) 1,0
AlG 4 (19,0%) 13 (56,5%) 5,5 (1,4-21,7) 0,009 58,1
Aditivo 8,6 (2,2-33,3) 0,001 51,7
Test McNemar Chi al cuadrado es igual a 5,26 con 1 grado de libertad 0,02
rs7562325, SNPstats CIC 14 (60,9%) 4 (17,4%) 1,0
Codominante CIT 7 (30,4%) 12 (52,2%) 6,0 (1,4-25,6) 0,006 59,6 65,1
ITGA4, T/T 2 (8,7%) 7 (30,4%) 12,2 (1,8-84,0)
. Dominante CIC 14 (60,9%) 4 (17,4%) 1,0
His961(p=) CIT-TIT 9 (39,1%) 19 (82,6%) 7.4 (1,9-28.9) 0,002 58,2 61,9
Recesivo C/C-CIT 21 (91,3%) 16 (69,6%) 1,0
TIT 2 (8,7%) 7 (30,4%) 4,6 (0,8-25,2) 0,06 64,1 67,8
Sobredominante C/IC-TIT 16 (69,6%) 11 (47,8%) 1,0
CIT 7 (30,4%) 12 (52,2%) 2,5(0,7-8,3) 0,1 65,5 69,2
Aditivo 3,9 (1,5-10,5) 0,002 58,2 61,9
R (F(x) CIC 14 (60,9%) 4 (17,4%) 1,0
association) Codominante CIT 7 (30,4%) 12 (52,2%) 6,0 (1,4-25,6) 0,006 59,6
TIT 2 (8,7%) 7 (30,4%) 12,2 (1,8-84,0)
Dominante CIC 14 (60,9%) 4 (17,4%) 1,0
CIT-TIT 9 (39,1%) 19 (82,6%) 7,4 (1,9-28,9) 0,002 58,2
Recesivo C/C-CIT 21 (91,3%) 16 (69,6%) 1,0
T/T 2 (8,7%) 7 (30,4%) 4,6 (0,8-25,2) 0,06 64,1
Sobredominante C/C-TIT 16 (69,6%) 11 (47,8%) 1,0
CIT 7 (30,4%) 12 (52,2%) 2,5(0,7-8,3) 0,1 65,5
Aditivo 3,9 (1,5-10,4) 0,002 58,2
Test McNemar Chi al cuadrado es igual a 9,39 con 1 grado de libertad 0,002

Tabla 15 (Continuacion). Andlisis de asociacion para los SNP p.Thr615(p=), p.GIn878Arg y p.His961(p=) en el gen ITGA4. AIC: criterios de informacién Akaike; BIC:
criterios de informacion bayesianos; IC: Intervalo de confianza; ND: No disponible; OR: Odds ratio.
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Dado que los 3 SNPs se encuentran en el mismo gen, se realiz6 un andlisis de haplotipo
para comprobar si se heredaban de forma conjunta. Se consideraron 4 posibles

haplotipos para el andlisis con los softwares SNPStats y THESIAS 3.1:

1) Haplotipo salvaje o de referencia ¢.1845G-c.2633A-¢.2883C (haplotipo GAC),

2) €.1845A-¢.2633G-¢.2883T (haplotipo AGT), que indica la presencia de los 3 SNPs,

3) ¢.1845A-c.2633A-c.2883T (haplotipo AAT), con la presencia de las dos variantes

sindnimas, una en ¢.1845G>A vy la otra en ¢.2883C>T,

4) ¢.1845G-c.2633A-c.2883C (haplotipo GAC), con dos variantes, una en c.2633A>G y

otra en ¢.2883C>T.

Tras los andlisis, se encontraron diferencias significativas entre los diferentes haplotipos
y los pacientes con RMA y control, para el haplotipo AGT (c.1845A-¢.2633G-¢.2883T)
tanto con SNPStats (p=0,005) como con THESIAS 3.1 (p=0,0003) (Tabla 16). Ademas,
el haplotipo AGT era significativamente mas frecuente en los casos (41,3%) que en los
controles (12,4%), lo cual sugeria una asociacién entre el haplotipo AGT y el RMA, con

un OR de 11,0 (95% 1C=2,3-53,6) en SNPStats y OR 7,3 (95% 1C=2,5-21,3) en

THESIAS 3.1.

Asociacion del haplotipo ITGA4 con la respuesta (n=46, andlisis crudo)
< rs1143674 rs1143676 | rs7562325 Total Control RMA OR (95% IC) p-valor
=
% Frec. Frec. Frec.
o
x
o

1 G A C 0,6 0,8 0,4 1,0
@ 2 A G T 0,3 0,1 0,4 11,0 (2,3-53,6) 0,005
©
§ 3 A A T 0,2 0,1 0,1 2,5(0,2-9,4 0,1
w

4 G A T 0,01 0,02 ND 1,0

Tabla 16. Analisis de haplotipos con SNPStats y THESIAS 3.1. IC: Intervalo de confianza; Frec: Frecuencia; ND: no
disponible; OR: Odds ratio.
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Asociacion del haplotipo ITGA4 con la respuesta (n=46, analisis crudo)
< rs1143674 rs1143676 rs7562325 Total Control RMA OR (95% IC) p-valor
=
S Frec. Frec. Frec.
0]
o]
©
[a
1 G A C 0,6 0,8 0,4 1,0
- 2 A G T 0,3 0,1 0,4 7,3 (2,5-21,3) 0,0003
w)
<
) 3 A A T 0,2 0,09 0,1 2,1(0,7-6,5) 0,2
w
T
— 4 G A T 0,01 0,02 0,0000 1,0

Tabla 16 (Continuacién). Analisis de haplotipos con SNPStats y THESIAS 3.1. IC: Intervalo de confianza; Frec: Frecuencia;
ND: no disponible; OR: Odds ratio.

En esta tesis doctoral, a pesar de que estas 3 variantes asociadas con la presencia de
RMA vy relacionadas con la biologia de las células B eran polimorfismos previamente
conocidos, se emplearon diferentes herramientas in silico para predecir su posible

impacto en la funcién proteica (Tablas 17-19).

1) Variante missense p.GIn878Arg (rs1143676)
El SNP p.GIn878Arg-ITGA4 no parece alterar la funcién de la proteina tal y como se ve
en la Tabla 18, ya que solo 1 de los 5 predictores refleja que podria tener un impacto en

la integrina a4.

Programa in silico Prediccion
Polyphen Benigna (0,04)
SIFT Tolerada (0,61)
PhD-SNP Neutral
MutationTaster Polimorfismo (1)
SNAP2 Efecto (63%0)

Tabla 17. Andlisis in silico para el SNP p.GIn878Arg.
En rojo se muestra la prediccion que refleja un impacto

en la proteina integrina o4.

2) Variantes sindnimas p.Thr615(p=) (rs1143674) y p.His961(p=) (rs7562325)

En el caso de las variantes sinobnimas p.Thr615(p=) y p.His961(p=), que se encontraban

cerca de la zona de splicing (6 pb), para evaluar el posible impacto, se empled el
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criterio de Houdayer et al (185) que plantea que, un descenso de al menos el 20% en la

puntuacion de las predicciones debe considerarse como un posible efecto sobre el

proceso de splicing. En este caso solo la variante p.His961(p=)-ITGA4 puede

considerarse que tiene un posible efecto en el splicing, tal y como predicen 3 de las 5

herramientas empleadas para el analisis (Tabla 18).

Grupo
mas
GEN | frecuente SNP Efecto | Exdn SSP HSF ESEfinder | GENESCAN | NetGene2
Nuevo
< RMA | p.Thr615(p=) Nuevo sitio sitio de
< de splicing | 43,2vs 72,2 | 6,8vs7,3 7,2vs 13,1 splicing
2 sinonima | 16 (0,9) (+67%) (+16%) | (+81,5%) (0,8)
0,8vs0,6 |86,6vs86,8| 7,3vs8,2 5,0vs 4,0 0,6 vs0,3
RMA | p.His961(p=) | sin6nima | 26 (-30,1%0) (+0,2) (+12,4%) (-20%) (-51,6%0)

Tabla 18. Anélisis in silico para las variantes sinénimas en el gen ITGA4. En rojo se muestran las predicciones
que reflejan un posible efecto sobre el splicing.

Ademas, la variante p.Thr615(p=) podria modificar los sitios de union de los factores

reguladores de splicing y por tanto, tener un impacto en la expresion de la proteina.

Mientras que, la variante p.His961(p=), a pesar de afectar al proceso de splicing, parece

no afectar a los sitios de union de las proteinas reguladoras del splicing (Tabla 19).

* ESE finder matrices para SRp40, SC35, SF2/ASF y SRp55

VARIANTE MOTIVO DE REFERENCIA MOTIVO MUTANTE VARIACION
Proteina SR unida | Motivo de | Proteina SR unida Motivo de
referencia referencia
(valor 0-100) (valor 0-100)
p.Thr615(p=) SRp40 ACAGTAG (78,5)
ITGA4
p.His961(p=) SRp55 CGCATg (75.52) | SF2/ASF (IgM- | CGCACqgt (98.23) +30.06 %
ITGA4 BRCA1)
SF2/ASF  (IgM- | CGCATgt SF2/ASF CGCACqgt (95.34) +13.09 %
BRCA1) (84.31)
SRp55 CATgta (74.56) SRp55 CACgta (84.49) +13.31 %
* RESCUE ESE hexamers
VARIANTE MOTIVO DE REFERENCIA MOTIVO MUTANTE VARIACION
p.Thr615(p=) AAACAG
ITGA4

Tabla 19. Andlisis in silico para las variantes p.Thr615(p=) y p.His961(p=). Para la variante p.Thr615(p=), en verde

se muestra la creacion del nuevo sitio de unidn para las proteinas que pueden alterar el splicing.
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* Predicciones PESE Octamers de Zhang & Chasin

(valor 0-100)

(valor 0-100)

VARIANTE MOTIVO DE REFERENCIA MOTIVO MUTANTE VARIACION
Proteina SR unida | Motivo de | Proteina SR unida Motivo de
referencia referencia
(valor 0-100) (valor 0-100)
p.Thr615(p=) AGTAGGAA
ITGA4 (25,6)
* Motivos ESE de HSF
VARIANTE MOTIVO DE REFERENCIA MOTIVO MUTANTE VARIACION
Proteina SR unida | Motivo de | Proteina SR unida Motivo de
referencia referencia

p.Thr615(p=)
ITGA4

Tra2-p

AACAG (83,2)

Tabla 19 (Continuacion). Andlisis in silico para las variantes p.Thr615(p=) y p.His961(p=). Para la variante
p.Thr615(p=), en verde se muestra la creacion del nuevo sitio de union para las proteinas que pueden alterar el splicing.

4.3.2.1.2 Estudio de expresion para la proteina integrina o4

A continuacién se llevd a cabo un estudio de expresion, en suero pre-TC, para

comprobar si el haplotipo AGT-ITGA4 podia alterar los niveles de integrina a4. La

mediana de los niveles de integrina a4 en el suero pre-TC de 8 pacientes con RMA con

el haplotipo AGT, fue de 0,02 ng/mL ([Q1-Q3] 0,00-0,1 ng/mL) (Figura 47).

Este valor era significativamente menor (p < 0,05), en comparacién con los niveles de

integrina o4 medidos en el suero pre-TC de 8 pacientes control con el haplotipo GAC de

referencia (0,1 ng/mL; [Q1-Q3] 0,05-0,7 ng/mL).
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Figura 47. Concentracion de integrina o4 en suero segln el genotipo
ITGA4 para 8 pacientes control con el haplotipo GAC de referencia y
8 pacientes con RMA con el haplotipo AGT.

4.4Variantes presentes en Donantes y su asociacion con el RMA

En esta tesis doctoral se seleccionaron 28 donantes, 14 de receptores con RMA 'y 14 de
pacientes control trasplantados y con ausencia de RMA en el periodo de seguimiento
post-TC. En estos 28 donantes se analiz6 la presencia de polimorfismos en los 112

genes seleccionados por su implicacion en el RMA (Tabla 6).

4.4.1 Polimorfismos presentes en los genes del complemento, en donantes y su

relacién con el RMA

Se analizaron las regiones codificantes y adyacentes (£10 pb) de los 51 genes de la via
del complemento seleccionados y se detectaron 257 SNPs (Figura 48, Anexo 3) y una
profundidad media de 86,35+2,86 lecturas, siendo el gen MBL2 el que presenta una
profundidad mayor (148,71+4,60 lecturas) y el gen IGHG2 el que presenta una menor

profundidad (38,37+3,74 lecturas) (Figura 49).
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Figura 48. Distribucion de los SNPs detectados en los genes del complemento, en los donantes.

Tras realizar los andlisis en SNPStats y R, se encontrd asociacion, con alguno de los
modelos empleados (codominante, dominante, sobredominante, recesivo y aditivo),
entre la presencia de 12 SNPs en donantes y el RMA (rs1013579-C8B, rs4230-CFHR1,
rs35662416-CFHRS, rs4308977-CR2, rs56232421-CR1, rs34347618-COLEC11,
rs850312-MASP1, rs2072634-CFB, rs41258306-C5, rs17612-C5, rs9331888-CLU,
rs2230204-C3). Sin embargo, tras realizar el test exacto de Fisher, para estos SNPs,

ninguno de ellos mantuvo la asociacion con el RMA.
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Figura 49. Profundidad media de los 51 genes seleccionados por su papel en la via del

complemento, en los donantes.

4.4.2 Polimorfismos presentes en los genes implicados en la biologia de las células

B, en donantes y su relacion con el RMA

Se analizaron 61 genes relacionados con la biologia de las células B en los 28 donantes

seleccionados. Los 61 genes presentaban una profundidad media de 88,49+4,13

lecturas, siendo el gen IGHM el que presenta una profundidad mayor (290,30+8,82

lecturas) y el gen CD32B el que presenta una menor profundidad (36,42+2,14 lecturas)

(Figura 50). Tras analizar las regiones codificantes y adyacentes (£10 pb), se detectaron

222 SNPs (Figura 51, Anexo 4).
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Figura 50. Profundidad media de los 61 genes seleccionados por su papel en la biologia de las
células B, en los donantes.

A continuacion, en los analisis llevados a cabo en SNPStats y R, se detectaron 12 SNPs
(rs2228145-1L6R, rs11121484-PIK3CD, rs12140725-FCRL3, rs2303426-MSH2,
rs201861379-1GKV, rs1143674-1TGA4, rs756232-1TGA4, rs1143676-1TGA4,
rs3769823-CASP8, rs6897932-IL7R, rs1805010-IL4R, rs10406069-CD22) asociados
con el RMA con alguno de los modelos de herencia empleados. Al realizar el test exacto
de Fisher para estos polimorfismos, solo el SNP p.lle75Val-IL4R (rs1805010) mantuvo

la asociacion con el RMA.
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Figura 51. Distribucion de los SNPs detectados en los genes relacionados con la biologia de las células
B, en los donantes.

4.4.2.1 Polimorfismo p.lle75Val-IL4Ra en el RMA

El polimorfismo p.lle75Val en el gen IL4Ra, es una sustitucion, en el nucleétido ¢.223,
de una A por una G que produce una sustitucion en el aminoacido 75, de isoleucina por

valina (rs1805010) (Figura 52).
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Figura 52. Transcrito del gen /L4Ra, dominios y estructura IL4Ra. A. Representacidn esquematica del gen
IL4Ra. En rojo se indica la posicion relativa del polimorfismo p.lle75Val (c.223A>G); B. Representacion
del dominio Fibronectina tipo-11l (Fblll) en verde. En rojo se indica la posicion relativa del polimorfismo
p.lle75Val; C. Estructura cristalografica IL4Ra (PDB ID: 1IAR) indicando el cambio de p.lle75 (rosa) a
p.Val75 (amarillo).

4.4.2.1.1 Bases de datos, analisis de asociacion y pruebas in silico

La MAF descrita en la base de datos dbSNP, para el alelo G, es de entre 0,4565
(dbSNP-1000 Genomes) y 0,4512 (ExXAC). Sin embargo, el anélisis de asociacion
Ilevado a cabo para el polimorfismo p.lle75Val indicé que este era significativamente
mas frecuente en los donantes de pacientes con RMA, para los modelos de herencia
codominante, dominante, sobredominante y aditivo, asi como con el test exacto de

Fisher (Tabla 20).
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rs1805010 Modelo Genotipo Control RMA OR (95% IC) p-valor AlIC BIC
IL4AR
p.lle75Val
SNPstats A/A 10 (71,4%) 2 (15,4%) 1,00
Codominante AlG 4 (28,6%) 10 (76,9%) 12,50 (1,85-84,44) 0,0073 33,6 37,5
GIG 0 (0%) 1 (7,7%) ND (0,00-ND)
Dominante AIA 10 (71,4%) 2 (15,4%) 1,00
A/G-G/G 4 (28,6%) 11 (84,6%) 13,75 (2,05-92,04) 0,0024 32,2 34,8
Recesivo AIA-AIG 14 (100%) 12 (92,3%) 1,00
GIG 0 (0%) 1 (7,7%) ND (0,00-ND) 0,22 39,9 42,5
Sobredominante | A/A-G/G 10 (71,4%) 3 (23,1%) 1,00
AlG 4 (28,6%) 10 (76,9%) 8,33 (1,47-47,23) 0,01 34,8 37,4
Aditivo 12,99 (1,99-84,58) 0,0018 31,6 34,2
R (F(x) A/A 10 (71,4%) 2 (15,4%) 1,00
association) Codominante AG 4 (28,6%) 10 (76,9%) 12,50 (1,85-84,44) 0,0063 33,6
GIG 0 (0%) 1 (7,7%) 0,00
Dominante A/A 10 (71,4%) 2 (15,4%) 1,00
A/G-G/G 4 (28,6%) 11 (84,6%) 13,75 (2,05-92,04) 0,0024 32,2
Recesivo AIA-AIG 14 (100%) 12 (92,3%) 1,00
GIG 0 (0%) 1 (7,7%) 0,00 0,4815 39,9
Sobredominante | A/A-G/G 10 (71,4%) 3 (23,1%) 1,00
AlG 4 (28,6%) 10 (76,9%) 8,33 (1,47-47,23) 0,0102 34,8
Aditivo 12,99 (1,99-84,58) 0,0063 31,6
Test Exacto de Fisher (Omnibus p-valor)
0.0213

Tabla 20. Anélisis de asociacion para el SNP p.lle75Val en el gen IL4Ra. AIC: criterios de informacion Akaike; BIC: criterios

de informacién bayesianos; IC: Intervalo de confianza; ND: No disponible; OR: Odds ratio.
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A continuacion, para comprobar el posible efecto del polimorfismo p.lle75Val en la
proteina IL4Ra, se realizaron analisis in silico y todos ellos indicaron un efecto neutral
de la variante (Tabla 21). Sin embargo, en la base de datos ClinVar esta variante esta
descrita como patogénica asociada a la atopia y a una progresion lenta del sindrome de

inmunodeficiencia adquirida.

Programa in silico Prediccion
Polyphen Benigna (0,001)
SIFT Tolerada (1)
PhD-SNP Neutral
MutationTaster Polimorfismo (1)
SNAP2 Neutral (87%)

Tabla 21. Analisis in silico para el SNP p.lle75Val.

4.5Variantes presentes en las parejas donante-receptor y su asociacion

con el RMA

El genotipo de los 112 genes seleccionados por su relevancia en la via del complemento
o0 en la biologia de las células B, fue analizado en 14 parejas donante-receptor con RMA
(n=28) y en 14 parejas donante-receptor control con TC y ausencia de RMA (n=28).
Tras el andlisis, se detectaron 662 SNPs en la poblacion de estudio (Anexo 5). Ademas,
se obtuvo un valor para la profundidad media de 83,67+2,52 lecturas, siendo el gen
IGHM el que presenta una profundidad mayor (280,22+5,90 lecturas) y el gen CD32B
el que presenta una menor profundidad (35,27+1,49 lecturas).

A continuacion, se llevé a cabo un primer analisis para determinar si existian diferencias
significativas entre el numero de discrepancias totales en las parejas donante-receptor
con RMA (103,6£3,3) y las parejas donante-receptor control (108,7+8,4), mediante la

prueba U de Mann-Whitney con el software R. Sin embargo, dicho andlisis mostré que
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no habia diferencias significativas entre el niUmero de discrepancias totales en ambos
grupos p > 0,05.

En el segundo analisis se compar0 la frecuencia de cada SNP encontrado en los dos
grupos de parejas donante-receptor. Para ello, se descartaron aquellos SNPs con una
frecuencia menor al 7%, es decir, que la variante estuviese presente en menos de 5 de
los 56 sujetos (n=402 SNPs descartados, Anexo 5).

A continuacién, se comparé la distribucién de las frecuencias genotipicas en 260 SNPs
(Anexo 5) en donantes y receptores con RMA y control, creando para ello 4 grupos: 1)
D+/R+; 2) D+/R-; 3) D-/R+; 4) D-/R-, donde + significa presencia de la variante y -
ausencia de la variante.

Tras este analisis solo se encontré un polimorfismo en el gen ADA (p.Vall78(p=),
rs244076) distribuido de forma significativamente diferente entre los 4 grupos y con un

p <0,05.

45.1 Polimorfismo p.Vall78(p=)-ADA en el RMA
El polimorfismo p.Val178(p=) en el gen ADA, es una variante sinénima que produce un
cambio en el nucleétido ¢.534 de una A por una G, que no afecta al aminoacido valina

178 (p.Val178(p=), Figura 53).
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A Gen ADA

pVal178(p=)

a T Proteina ADA

Figura 53. Transcrito del gen ADA y estructura primaria de ADA. A. Estructura del gen ADA. En rojo
se refleja la posicion relativa del polimorfismo p.Vall78(p=) (c.534A>G); B. Estructura de la proteina
ADA. En verde se muestra la region DDP4 necesaria para la funcién enzimética y en rojo la posicién
relativa del polimorfismo p.Vall78(p=).

4.5.1.1 Bases de datos, anélisis de asociacion y pruebas in silico

La MAF descrita en la base de datos dbSNP, para el alelo G, es de entre 0,2658
(dbSNP-1000 Genomes) y 0,2057 (ExAC). Sin embargo, el analisis de las frecuencias
genotipicas, llevado a cabo para el SNP p.Vall78(p=) indic6 que este se encuentra
distribuido de forma significativamente diferente entre los 4 grupos creados para su
analisis con el software EPIDAT 3.0 (Tabla 22).

Ademas, la presencia de este SNP mostré una relacion inversa con la aparicion del

RMA (D-/R- vs D+/R+ 0 D+/R- 0 D-/R+), con un OR de 0,07 (IC 95%: 0,01-0,44) y un

p-valor de 0,006 para el test exacto de Fisher realizado con EPIDAT 3.0.

ADA-p.Vall78(p=)
RMA Control
D+/R+ 0 1
D+/R- 2 3
D-/R+ 0 6
D-/R- 12 4
p-valor 0,013

Tabla 22. Distribucion del SNP p.Val178-ADA.
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A continuacion, se llevo a cabo el analisis in silico para comprobar si la variante tenia
algin efecto en el splicing y se observd, que aunque la variante p.Vall78(p=) se
encontraba alejada de la zona de splicing (+56 pb), el predictor HSF indicaba que podria
afectar a los ESEs y por tanto podria alterar la conformacidn final de la proteina (Tabla

23).
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* ESE finder matrices para SRp40, SC35, SF2/ASF y SRp55

VARIANTE MOTIVO DE REFERENCIA MOTIVO MUTANTE VARIACION
Proteina SR unida Motivo de referencia Proteina SR unida Motivo de referencia
(valor 0-100) (valor 0-100)
SC35 AGCCATTG (75,8) SC35 GGCCATTG (86,5) +14,2%
p.Vall78(p=) ADA
* Motivos ESE obtenidos de HSF
VARIANTE MOTIVO DE REFERENCIA MOTIVO MUTANTE VARIACION
Proteina SR unida Motivo de referencia Proteina SR unida Motivo de referencia
(valor 0-100) (valor 0-100)
9G8 GGTGGC (66,9) Nuevo Sitio
p-Vall78(p=) ADA 9G8 GTAGCC (63,4) Rotura de
sitio
-100

Tabla 23. Andlisis in silico para la variante p.Vall178(p=). En verde se muestra la creacion del nuevo sitio de unién, mientras que en rojo se muestra la
pérdida de un sitio de union para el factor de splicing 9G8.
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Uno de los retos mas importantes en el RMA es el conocimiento y la comprensién de su
etiologia con el fin de prevenirlo o tratarlo eficazmente. Aunque los mecanismos
involucrados en el RMA no son del todo conocidos, se ha descrito que, tanto el papel
del complemento, como de las células B son fundamentales en su progresion, lo cual

pone de manifiesto la importancia de ambas vias en el RMA (24-25,28,34,53-54,86).

En esta tesis doctoral analizamos la asociacion existente entre el RMA y las variantes
presentes en 112 genes, 51 relacionados con la via del complemento y 61 con la
biologia de las células B y hemos identificado 7 polimorfismos con diferencias

significativas entre ambos grupos:

v" 5 SNPs presentes en receptores: 2 SNPs en genes de la via del complemento
(p.Gly54Asp-MBL2 y p.Asn428(p=)-CFP) y 3 SNPs en el gen ITGA4 implicado
en la biologia de las células B [p.Thr615(p=), p.GIn878Arg y p.His961(p=)].

v" 1 SNP (p.lle75Val) en el gen IL4Ra, relacionado con la biologia de las células
B, en los donantes,

v' 1 SNP (p.Vall78(p=)) en el gen ADA, que participa en la regulaciéon de las

células B, en las parejas donante-receptor con TC.

El primer andlisis se realiz6 en 46 receptores con TC, 23 de los cuales presentaron RMA
y 23 controles, trasplantados y con ausencia de RMA en el periodo de seguimiento post-
TC y se estudid la asociacion del RMA en 51 genes del complemento. Tras este analisis,

se encontraron 2 SNPs asociados:

1) p.Gly54Asp-MBL2, significativamente mas frecuente en los pacientes control, por lo

que se asocié con la ausencia de RMA,

2) p.Asn428(p=)-CFP, mas frecuente en pacientes con RMA, que se asocid con una

mayor probabilidad de desarrollar esta patologia.
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Para estimar la repercusion funcional de estos genotipos, a continuacién se realizaron
estudios de expresion de las proteinas codificadas por los genes implicados. De esta
manera se comprobd que el polimorfismo p.Gly54Asp-MBL2 se asociaba con un déficit
de la proteina MBL en los pacientes control que portaban la variante. Mientras que, el
estudio de expresion realizado para el polimorfismo p.Asn428(p=)-CFP indicaba un
aumento de los niveles de properdina en los pacientes con RMA que portaban la

variante.

En el caso de los genes relacionados con la biologia de las células B en receptores, se
hallaron 3 SNPs significativos en el gen ITGA4 [p.Thr615(p=), p.GIn878Arg vy
p.His961(p=)], correlacionados con el desarrollo del RMA. Estos 3 SNPs conforman el
haplotipo AGT-ITGA4, que era significativamente méas frecuente en los receptores con
RMA. Es importante destacar que al realizar un estudio de expresion en pacientes con
este haplotipo, se encontré que los pacientes con RMA y el haplotipo AGT presentaban
niveles mas bajos en suero de la integrina a4 que los pacientes control con el haplotipo

GAC de referencia.

Debido a la importancia de la genética de los donantes en la respuesta post-trasplante, se
incluyeron 28 donantes, 14 donantes cuyos receptores presentaban RMA y 14 donantes
cuyos receptores fueron considerados como controles. En este caso se estudiaron los
mismos genes del complemento y de las células B que en los receptores y se analizé el
papel de las variantes en donantes y en las parejas donante-receptor en el contexto del
RMA. En el andlisis de las variantes en los donantes, se encontr6 1 SNP en el gen
IL4Ra. (p.lle75Val), relacionado con las células B. Dicho polimorfismo era
significativamente mas frecuente en los donantes de los pacientes con TC y RMA por lo

que se asocid con una probabilidad mayor de desarrollar esta patologia.
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En el andlisis de las variantes presentes en las parejas donante-receptor, aunque el
andlisis del nimero de discrepancias totales, realizado entre las parejas de ambos grupos
no fue significativo, se detectaron 662 SNPs, de los cuales fueron seleccionados para su
estudio, aquellos que presentaban una frecuencia mayor al 7%, es decir, que la variante
estuviese presente en al menos 5 de los 56 pacientes analizados. Tras este analisis se
detectd 1 SNP, p.Val178(p=)-ADA que participa en la regulacion de las células B y cuya
presencia significativamente mayor, en las parejas donante-receptor del grupo control,

hizo que se le relacionase con la ausencia de RMA.

Por lo tanto, en esta tesis doctoral, se pone de manifiesto la importante implicacion de
las variantes presentes en los receptores y donantes, en los genes del complemento y de

las células B en el desarrollo del RMA tras el TC.

5.1Variantes presentes en pacientes con TC y su asociacion con el

RMA

La mayoria de los estudios sobre el RMA se centran en el papel del genotipo de los
receptores. En esta tesis doctoral se han encontrado variantes en los receptores
asociadas con el RMA, tras un exhaustivo estudio de los genes implicados en las vias
del complemento (n=51) y de las células B (n=61). Este amplio enfoque contrasta con
los estudios previos en los que, en general, se analiz6 un numero pequefio de genes,

entre 1y 7, relacionados con vias muy diversas (103-106, 109,118,139,145-147,149).

5.1.1 Polimorfismos presentes en los genes del complemento y su relacion con el

RMA

En esta tesis doctoral hemos descrito dos variantes en genes del complemento asociadas

con el RMA (p.Gly54Asp-MBL2 y p.Asn428(p=)-CFP). El tnico estudio previo en este
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ambito es el realizado por Ermini y colaboradores (187) en dos cohortes de 650 y 520
parejas donante-receptor con TR, de dos hospitales de Reino Unido. En este estudio se
centraron en 106 SNPs presentes en 47 genes del complemento, y su relacion con la
funcion del injerto, los niveles de creatinina, o la aparicion de RMA. Aunque en este
estudio no se encontrd ninguna asociacion entre SNPs presentes en el complemento y el
RMA en TR; hay que resaltar que nuestros datos muestran una asociacion con el RMA,
lo cual puede deberse a las diferencias existentes entre el TR y el TC. A pesar de ello, se

requieren nuevos estudios para confirmar el papel de estos polimorfismos en el TC.

5.1.1.1 Efecto protector del polimorfismo p.Gly54Asp-MBL2 frente al RMA

En esta tesis doctoral, el primer polimorfismo que encontramos asociado con un efecto
protector frente al RMA es el p.Gly54Asp (rs1800450) en el gen MBL2. Dicho
polimorfismo es una sustitucion de una guanina por una adenina en el nucleétido c¢.161
y presenta una MAF, para el alelo A, entre 0,1220 (dbSNP-1000 Genomes) y 0,1389

(EXAC).

El gen MBL2, codifica para la proteina MBL que es un iniciador del complemento por
la via de las lectinas y un componente esencial de la inmunidad innata (188). La
proteina MBL consta de un dominio de lectina y otro de tipo colageno en el cual se
encuentra la variante p.Gly54Asp. Aunque se trata de un polimorfismo presente en la
poblacion en un 12-14%, las predicciones in silico realizadas, indican un efecto
deletéreo para esta variante. Estos datos se corresponden con el efecto encontrado en el
estudio de expresion realizado en esta tesis doctoral para la proteina MBL. En el estudio
de expresion se observo que los pacientes control, con el polimorfismo p.Gly54Asp,
presentaban una cantidad de MBL en suero (mediana=6,2 ng/mL), que puede ser

clasificada como déficit de MBL (<100 ng/mL) (93,189).
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Estos resultados coinciden con lo descrito previamente en la literatura en la cual se ha
estudiado el papel del polimorfismo p.Gly54Asp-MBL2 en el desarrollo de patologias
como lupus, asma, artritis reumatoide o una mayor sensibilidad a las infecciones (188-
195). En todos estos estudios, los autores describen que el polimorfismo p.Gly54Asp
produce un déficit de la proteina MBL, lo que su vez produciria una menor activacion
del complemento y por tanto una menor activacion del sistema inmune. Este hecho
aumentaria la sensibilidad ante ciertas patologias y en nuestro caso, esta menor

activacion del sistema inmune, ejerceria un efecto protector frente al RMA.

En el &rea del trasplante, la mayoria de las investigaciones sobre este polimorfismo se
centran en el TR (93,108,187). Aunque en algunos estudios no se encontré una
asociacion entre la presencia de polimorfismos en el gen MBL2, la activacion del
complemento y la progresion del injerto (108,187), en el estudio llevado a cabo por
Golshayan y colaboradores (93) si muestra una asociacién entre el déficit de MBL vy el
aumento de la incidencia del RC en TR. Sin embargo, en dicho estudio, no se encuentra
una relacion entre el déficit de MBL y la aparicion de RMA; lo cual apoyaria el efecto
protector que el déficit de la proteina MBL tendria frente a la aparicion del RMA. No
obstante, la diversidad de resultados obtenidos entre los diferentes estudios, podria
deberse, tal y como explican Pagowska-Klimek y colaboradores (196), a la complejidad
para relacionar el desarrollo de una enfermedad con el déficit de la proteina MBL,
resaltando que no solo influye la genética sino que también deben considerarse los

factores ambientales.

En el caso del TC, encontramos 2 estudios con resultados discrepantes: el primero
asocia el déficit de la proteina MBL con una frecuencia mayor de vasculopatia del
injerto y RC (197). Mientras que, en el segundo, Fildes y colaboradores (148) asocian el

déficit de MBL con menos RC. Desafortunadamente, en estos estudios no se analizaba
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la presencia del polimorfismo p.Gly54Asp en los pacientes con déficit de MBL. Por
tanto, con nuestros resultados, hemos conseguido vincular, por primera vez, el genotipo
p.Gly54Asp con el deficit de MBL, indicando un efecto protector de dicho

polimorfismo frente al RMA.

5.1.1.2 Efecto del polimorfismo p.Asn428(p=)-CFP en el RMA

El segundo SNP relacionado de forma positiva y significativa con el RMA, es la
variante sinonima p.Asn428(p=) en el gen CFP (rs1048118). Esta variante presenta una

MAF, entre 0,2069 (dbSNP-1000 Genomes) y 0,2287 (EXAC).

El gen CFP codifica la proteina properdina o factor P, encargada de estabilizar el
complejo C3bBb en la via alternativa y es el Gnico regulador positivo de la via del
complemento que se conoce (100,198). La properdina consta de 6 dominios
trombospondina tipo-1 y el SNP p.Asn428(p=) se encontraria en el sexto de estos
dominios. Aunque el polimorfismo p.Asn428(p=) es una variante sinénima, distintos
estudios reflejan que este tipo de variantes puede alterar la conformacion final de la
proteina (199-200). De hecho, los estudios in silico realizados para esta variante,
reflejan que esta podria alterar el proceso de splicing. Ademas, el estudio de expresion
realizado en esta tesis doctoral, reflejaba que los pacientes con RMA con la variante,
presentaban una concentracion mayor de properdina que la hallada en los pacientes

control.

El polimorfismo p.Asn428(p=) fue estudiado por Seitsonen y colaboradores (201) en
relacién con la degeneracion macular asociada a la edad. Aunque en dicho estudio
encontraron que este polimorfismo era frecuente en sus pacientes, no consiguieron una
asociacion significativa con la patologia. Sin embargo, si que se ha descrito que déficits

en la proteina properdina podrian estar asociados a un aumento del riesgo de infecciones

162



Discusion

debido a una menor activacion del complemento (202-203). Otros estudios sefialan que
altos niveles de properdina, como los presentados por nuestros pacientes con RMA,
producirian una mayor activacion del sistema del complemento por la via alternativa lo
cual podria repercutir en diferentes eventos cardiovasculares (204), o en la progresion
de enfermedades como la diabetes de tipo 2 (205). Ambos estudios concuerdan con lo
observado en esta tesis doctoral, puesto que una mayor activacion del sistema del

complemento, estaria relacionado con el RMA.

Sin embargo, los estudios sobre el papel de la properdina y el trasplante, son escasos. El
articulo mas relevante al respecto, se centra en el RC en TC (106). En dicho estudio, se
describié que las BEM de grado 3A (rechazo moderado 2R), contenian una cantidad
significativamente mayor de transcritos de CFP que las BEM de grado 0 6 1. Teniendo
en cuenta todos estos datos, podemos postular que, altos niveles de properdina,
relacionados con la presencia de la variante p.Asn428(p=), podrian influir en la
aparicion del rechazo, tanto celular (106) como RMA (datos presentados en esta tesis

doctoral), tras el TC.

5.1.2 Polimorfismos presentes en genes relacionados con la biologia de las células B

y su relacion con el RMA

En esta tesis doctoral se ha analizado la presencia de polimorfismos relacionados con la
biologia de las células B, en receptores con TC. Estudios previos sefialan el importante
papel de las celulas B en el RMA como células productoras de anticuerpos y citoquinas
(123,124-125). Recientemente se ha empezado a investigar el papel de los
polimorfismos en los genes de las células B y su posible papel en el RMA. A este
respecto, en el trabajo llevado a cabo por Loupy y colaboradores (61), en 110 receptores

con TC, se emplearon microarrays para el estudio de los niveles de expresion génica en
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genes relacionados con las células NK, células B, activacion endotelial e interferon-y y
su relacion con la presencia de RMA. En este caso no encontraron relacion entre niveles
de expresion en genes de las células B y el RMA. En otro estudio de Chang y
colaboradores (206), en 231 pacientes con TR, analizaron la presencia de polimorfismos
en 2 genes MIF (Factor inhibidor de macrofagos) y BAFF (Factor activador de las
celulas B) en relacion con el RMA. En este caso encontraron dos polimorfismos, uno en
el gen MIF (rs1007888) relacionado con el aumento del riesgo de positividad para
DSAs, y otro en el gen BAFF (rs12583006) relacionado con el aumento de DSAs de
clase Il. Por tanto ambos polimorfismos podrian incrementar el riesgo de desarrollar
DSAs tras el trasplante y por tanto RMA. Aunque en esta tesis doctoral no se ha
estudiado el gen BAFF, si se ha analizado la presencia de polimorfismos en el gen MIF,
pero no se hall6 ningin SNP significativo en dicho gen. Sin embargo el amplio nimero
de genes relacionados con la biologia de las células B estudiados, entre los cuales se han
encontrado 3 SNPs significativos, podria aportar una vision mas amplia del papel de las

células B en el RMA tras el TC.

5.1.2.1 Efecto de los polimorfismos (p.Thr615(p=), p.GIn878Arg y p.His961(p=))-

ITGA4 en el RMA

Tras el analisis de los genes asociados a la biologia de las células B, se han detectado 3
SNPs significativos en el gen ITGA4 [p.Thr615(p=) (rs1143674), p.GIn878Arg
(rs1143676) y p.His961(p=) (rs7562325)] que se encuentran con una frecuencia
significativamente mayor en los pacientes con RMA. Estos polimorfismos han sido
relacionados anteriormente con enfermedades como el autismo, el cancer de colon o
complicaciones derivadas del infarto de miocardio (207-209). Sin embargo, esta es la
primera vez que se describen los 3 SNPs formando el haplotipo AGT-ITGA4 que podria

influir en la aparicion del RMA. Estos polimorfismos presentan una MAF entre 0,3385
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(dbSNP-1000 Genomes) y 0,3813 (ExXAC) para el SNP p.Thr615(p=), entre 0,2095
(dbSNP-1000 Genomes) y 0,2633 (ExAC) para el SNP p.GIn878Arg y entre 0,3431

(dbSNP-1000 Genomes) y 0,3737 (EXAC) para el tercer SNP p.His961(p=).

El gen ITGA4 codifica la proteina integrina a4 que es critica para las funciones del
sistema inmune y la juega un papel muy importante debido a sus funciones de adhesion
y sefializacion (210). Estas funciones incluyen la migracion y activacion de células
mieloides y de los linfocitos T y B naive, la diferenciacion de efectores de linfocitos T:
Th1, Th2 o Th16 y los procesos de sefializacion y union a la integrina a4, proporcionan
sefiales coestimuladoras para los linfocitos T (211). Ademas, la integrina a4 participa en
la localizacion de las células B en la médula ésea y en los 6rganos linfoides secundarios
donde participa en las vias de inhibicion de la apoptosis de las células B, mediante la

regulacion de la proteina antiapoptética Bel-XL (210).

Aunque los 3 polimorfismos [p.Thr615(p=) (c.1845G>A), p.GIn878Arg (c.2633A>G) y
p.His961(p=) (c.2883C>T)] se encuentran fuera de los dominios de repeticion FG-GAP
de la proteina integrina o4; el polimorfismo p.Thr615(p=) se encuentra en el motivo
SG1 que participa en la adhesion celular, mientras que los otros 2 SNPs (p.GIn878Arg y
p.His961(p=)) se localizan en la parte final de la proteina. Las predicciones in silico
muestran que, si bien la variante p.GIn878Arg no parece alterar la funcién proteica, las
variantes sindnimas p.Thr615(p=) y p.His961(p=) si podrian afectar el splicing y por
tanto alterar la conformacion final de la proteina. Es importante destacar que el estudio
de expresion realizado para el haplotipo AGT en los pacientes con RMA, refleja una
concentracion de o4 significativamente mas baja que la encontrada en los pacientes

control con el haplotipo GAC de referencia.
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En la literatura se ha descrito el papel de las integrinas en enfermedades autoinmunes
como el asma, la esclerosis multiple, la artritis reumatoide, autismo, céncer y la
enfermedad de Crohn (207-209,212-215). En el &rea del trasplante, la mayoria de los
estudios se centran en el RC debido al papel de la integrinas en las células T. A este
respecto, se ha descrito que la integrina ayfs, que tiene funciones similares a 04, se
encuentra sobre expresada en el RC en TC en humanos (216-217). Por otra parte, el
tratamiento con el anticuerpo anti-o4, prolonga la supervivencia del injerto lo que
sugiere que el sistema de adhesion de o4 podria ser importante en la presentacion de
antigenos, en la activacion de los linfocitos T y en el reclutamiento de linfocitos hacia el
injerto (218). De hecho, estudios previos han demostrado, en modelos animales, que el
tratamiento con el anticuerpo anti-a4 puede prolongar durante un tiempo, la
supervivencia del injerto cardiaco (219-220). Por todo ello, parece que niveles altos de
a4 estarian relacionados con el RC y suprimirlos se asociaria con una mayor
supervivencia del injerto. Sin embargo, los resultados obtenidos en el RMA, reflejan

que niveles bajos de a4 estarian relacionados con la progresion de esta patologia

Para explicar el posible papel del haplotipo AGT, presente con una frecuencia
significativamente mayor en nuestros pacientes con RMA y asociado a unos niveles
mas bajos de a4, se ha tenido en cuenta que la proteina o4 se expresa en mayor medida
en los precursores de las células B que en las células B maduras (221). De esta manera,
podemos especular que los niveles bajos de a4 en estos pacientes podrian deberse, a una
mayor presencia de células B maduras que son las encargadas de secretar anticuerpos
gue se uniran a los antigenos y activaran el complemento produciendo el RMA (222).
Ademas, Weinlander y colaboradores (223), han descrito que la proteina endotelial
GBP1 inhibe la proliferacion y migracion de las células endoteliales durante la

angiogénesis, induciendo la expresion de o4. Asi, bajos niveles de o4 podrian estar
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explicados por la inhibicion de GBP1, lo que a su vez produciria una mayor
proliferacion y migracion de las células endoteliales que constituyen el primer objetivo
de la respuesta inmune humoral de los receptores (224-225). No obstante, serian
necesarios mas estudios que permitan comprobar estas hipétesis sobre el papel del

haplotipo AGT en el RMA enel TC.

5.2Variantes presentes en donantes y su asociacion con el RMA

En los Gltimos afios diversos estudios han puesto de manifiesto la importancia que el
genotipo de los donantes puede tener en el desarrollo de diversas patologias post-
trasplante como: el RC (88,116,142,144), la incidencia de infecciones (116), la
supervivencia (115-116,148) o la enfermedad del injerto contra huésped (151). Los
genes asociados con estos hallazgos fueron diferentes interleucinas (IL2, IL4, IL6 e
IL10) (88,142,144,151), proteinas de la via del complemento (MBL y CD59) (115-116)
y 5 genes relacionados con la biologia de las células B (TNFa, TGFB1, IFNy, CCR2 y
CCR5) (144,148). Sin embargo, en el RMA, a pesar de la importancia del complemento
y las células B, ninguno de estos estudios analizaba la presencia de estos polimorfismos
en donantes con RMA.

En esta tesis doctoral, tras el analisis del genotipo de los donantes, no se detectd ningun
SNP en los genes del complemento que presentase asociacién con el RMA. Con
respecto al estudio de genes relacionados con las células B, a pesar de que tampoco se
encontrd asociacion con ningun gen de interleucinas, si que se hallé la variante
p.lle75Val (rs1805010) en el gen IL4Ra, que codifica para la subunidad o del receptor
de IL-4. Ademas, variante p.lle75Val se encontrd con una frecuencia significativamente

mayor en donantes de los pacientes con RMA y por tanto se asoci6 con esta patologia.
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5.2.1 Efecto del polimorfismo p.lle75Val-IL4Ra en el RMA

El polimorfismo p.lle75Val (rs1805010) en el gen IL4Re, es una sustitucion de una
adenina por una guanina en el nucleodtido c.233 que produce una sustitucion, en el
aminoacido 75, de lisina por valina y presenta una MAF, para el alelo G, entre 0,4565
(dbSNP-1000 Genomes) y 0,4512 (ExXAC).

La subunidad o del receptor de IL-4, codificada por el gen /L4Ra, interviene en los
procesos de sefializacion que darén lugar a dos isotipos distintos de anticuerpos, IgG1 e
IgE, producidos por las células B a través de la proteina STAT6 en respuesta a un
estimulo producido por la IL-4 (226). IL-4Ra consta de un dominio fibronectina de
tipo-111 que es donde se localiza el polimorfismo p.lle75Val, también denominado
p.lle50Val relativo al péptido maduro.

Aunque las predicciones in silico realizadas para la variante p.lle75Val muestran un
efecto neutral en la proteina, es importante destacar que esta variante ha sido descrita
previamente como una mutacion de “ganancia de funcion” debido a que es capaz de
inducir un estado de fosforilacion sostenida en la proteina STAT6 (227). De hecho, en
la literatura, esta variante ha sido relacionada con un aumento en suero de los niveles
totales de IgE en pacientes con asma atdpica, debido a su papel en la recombinacién de
cambio de clase de las inmunoglobulinas (228). Asi, basandonos en los estudios
previos, una posible explicacion de la funcion que el SNP p.lle75Val-IL4Ro podria
tener en el RMA, seria que los donantes con el alelo p.Val75, asociado a una “ganancia
de funcion”, podrian presentar niveles mas altos de IgE/IgG debido al estado de
fosforilacion sostenida de la proteina STAT6. Esta modificacion podria incrementar la
estimulacion de la IL-4 produciendo una mayor respuesta de los linfocitos Th2 que a su

vez incrementarian la actividad de las células B (229). Asimismo, una mayor
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produccién de 1gG por las células B podria aumentar la activacion del complemento lo

que a su vez incrementaria el riesgo de RMA (222).

5.3Andlisis de variantes presentes en las parejas donante-receptor y su

asociacion con el RMA

El interés creciente en estudiar, no solo los donantes, sino las discrepancias entre
donante y receptor se ha puesto de manifiesto con estudios que describen el papel que
las discrepancias, pueden tener en la progresion del trasplante (88,107-108,110-
114,141,152-153). En esta tesis doctoral, nos centramos en el estudio de 112 genes
implicados en las células B y el complemento, debido a su importante papel en el RMA.
En este caso no hemos encontrado ningin SNP en las parejas donante-receptor, en
relacién con la via del complemento. Este resultado esta en concordancia con estudios
previos en los que tampoco se encuentra asociacion, en las parejas donante-receptor,
entre genes del complemento y el RC (117) y la progresion del injerto (111-
112,114,187). Por tanto, parece que los genes del complemento, en relacién al RMA,
tienen una mayor importancia en los receptores tal y como reflejan nuestros resultados.

Diversos estudios llevados a cabo en las células B en parejas donante-receptor,
muestran una asociacién con las diferentes patologias post-trasplante estudiadas: RC
(88,141), funcion del injerto (141) e infecciones (152-153). Sin embargo, ninguno de
estos estudios se centra en el estudio de las variantes presentes en las parejas donante-
receptor y su relacién con el RMA. En esta tesis doctoral, en el estudio de los SNPs
presentes en las parejas donante-receptor, en genes relacionados con las células B, se
encontré una variante p.Vall78(p=) (rs244076) en el gen ADA, asociada a un efecto

protector frente al RMA.
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5.3.1 Efecto del polimorfismo p.Vall78(p=)-ADA en el RMA

En esta tesis doctoral, después de analizar los 316 SNPs encontrados en los 61 genes
relacionados con la biologia de las células B, se ha encontrado un Unico SNP
significativamente mas frecuente en las parejas donante-receptor del grupo control por
lo que podria tener un efecto protector frente al RMA. El polimorfismo p.Val178(p=)
(rs244076) en el gen ADA, es una variante sindnima que presenta una frecuencia MAF,
para el alelo G, entre 0,2658 (dbSNP-1000 Genomes) y 0,2057 (EXAC).

La adenosina desaminasa (ADA), codificada por el gen ADA, es una enzima metabolica
con una funcioén integral en el metabolismo de las purinas que cataliza la desaminacién
de adenosina y 2’-deoxyadenosina, que son toxicas para los linfocitos, produciendo
inosina y 2’-deoxyinosina, respectivamente. Ademas, es esencial para la proliferacion
de las células linfoides y ayuda en la maduracion de los monocitos a macréfagos (230-
232). Aunque la variante sindnima p.Val178(p=), se encuentra en una de las cadenas 3,
fuera de la regién funcional, se ha descrito que este tipo de variantes sindbnimas podrian
alterar la conformacion final de la proteina, tal y como se ha descrito para el SNP
p.Asn428(p=) en el gen CFP. En el caso de la variante p.Val178(p=), el analisis in silico
realizado refleja que este podria modificar el corte y empalme de los exones, afectando
a la conformacion final de la proteina. Sin embargo, serian necesarios mas estudios para
confirmar esta prediccion.

La enzima ADA es conocida por la inmunodeficiencia combinada grave por déficit de
adenosina desaminasa (ADA-SCID) en el cual se produce una disfuncion de los
linfocitos B y T con un descenso en la produccion de inmunoglobulinas como resultado
de una mutacion en el gen ADA (232). Ademas, otros polimorfismos en este gen, han
sido relacionados con patologias como el autismo, el asma y la artritis reumatoide

(200,233-234). De hecho, en el estudio llevado a cabo por Sharma y colaboradores
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(200), se describe una asociacion significativa entre la variante p.Val178(p=), y una baja
respuesta al tratamiento de la artritis reumatoide. Desafortunadamente, en dicho estudio
no se describe ningin mecanismo por el cual la variante podria afectar a la respuesta.
Sin embargo, basdndonos en los estudios previos y puesto que la variante p.Val178(p=),
es significativamente mas frecuente en las parejas donante-receptor del grupo control y
que el andlisis in silico sefiala que esta variante podria afectar la conformacion final de
la proteina. Una posible hipotesis seria que el SNP p.Vall78(p=) produciria una
disminucion de los niveles de ADA alterando la funcién de los linfocitos B y T,

ejerciendo, en este caso, un efecto protector frente al RMA.
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Conclusiones

En esta tesis doctoral hemos analizado la asociacion existente entre el RMA vy las

variantes presentes en 112 genes, 51 relacionados con la via del complemento y 61 con

la biologia de las celulas B en 46 receptores con TC, 23 con RMA y 23 pacientes

control sin RMA y en 28 donantes, 14 donantes de pacientes con RMA y 14 donantes

de pacientes control sin RMA. Ademas, para los polimorfismos significativos,

detectados en los receptores, se realizaron estudios de expresion para analizar el efecto

de la variante detectada en la expresion proteica.

De los resultados obtenidos en esta tesis doctoral, se concluye:

1)

2)

3)

4)

5)

La variante p.Gly54Asp en el gen MBL2, que participa en la via del
complemento, se encuentra con una frecuencia mayor en pacientes control. Esto
podria indicar un efecto protector de la variante frente al RMA.

El estudio de expresion, llevado a cabo para la variante p.Gly54Asp-MBL2,
indica que esta variante se asocia con un déficit de la proteina MBL lo cual
produciria una menor activacion del complemento, ejerciendo un efecto
protector frente al RMA.

La variante p.Asn428(p=) en el gen CFP, se encuentra con una frecuencia
mayor en pacientes con RMA por lo que podria estar relacionada con un
aumento del riesgo de desarrollar RMA.

El estudio de expresion realizado en pacientes con RMA, que portaban la
variante p.Asn428(p=)-CFP, reflej6 un aumento de la concentracion en suero de
la proteina properdina. Esto podria aumentar la activacién del complemento y
por tanto aumentar el riesgo de desarrollar RMA.

Los polimorfismos presentes en los receptores, en los genes relacionados con el
sistema del complemento, podrian jugar un papel importante en el desarrollo del
RMA.
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6)

7)

8)

9

El haplotipo AGT en el gen ITGA4, relacionado con la biologia de las células B,
se encuentra con una frecuencia significativamente mayor en pacientes con
RMA por lo que podria aumentar el riesgo de desarrollar RMA.

El estudio de expresion llevado a cabo en los receptores con RMA y el haplotipo
AGT-ITGA4, mostré una disminucion en la concentracion de la proteina
integrina a4. Esto podria relacionarse con un mayor ndmero de células B
maduras, productoras de anticuerpos, lo cual aumentaria el riesgo de desarrollar
RMA.

Los polimorfismos presentes en los receptores, en genes relacionados con la
biologia de las células B, pueden tener un importante papel en la aparicién del
RMA. Concretamente el haplotipo AGT en el gen ITGA4, presente con una
frecuencia significativamente mayor en el grupo de RMA, podria aumentar el
riesgo de desarrollar RMA.

La variante p.lle75Val en el gen IL4R«, relacionado con la biologia de las
celulas B, es significativamente mas frecuente en los donantes de los pacientes

con RMA. Esto podria aumentar el riesgo de desarrollar RMA.

10) Las discrepancias entre donante y receptor para la variante p.Vall78(p=) en el

gen ADA, relacionado con la biologia de las células B, se encuentran con una
frecuencia significativamente mayor en el grupo control. Esto podria indicar un

efecto protector frente al RMA.

11) Las variantes presentes en los donantes, asi como las discrepancias existentes

entre donante y receptor, encontradas en genes relacionados con la biologia de
las células B, y no en los genes de la via del complemento, reflejan la
importancia de estudiar esta via en los donantes ya que estas pueden jugar un

papel importante en el desarrollo del RMA.
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Anexo 1

Anexo 1: Polimorfismos encontrados en los genes de la via del complemento, en

receptores con TC

Pacientes
Gen dbSNP Referencia | Genotipo | Alelo | 1kg_ MAF (HM/HZ) Efecto HGVS-prot
MASP2 rs1782455 G AJA A 0,2926 (G) 34HM/12HZ | variante_sindnima p.Ser493(p=)
MASP2 rs2273346 A AIG G 0,0897 (G) 1HM/2HZ variante_missense p.Val377Ala
MASP2 rs12711521 C A/A A 0,3745 (C) 32HM/13HZ | variante_missense p.Asp371Tyr
MASP2 rs12142107 C TIT T 0,1007 (T) 1HM/3HZ variante_sinénima p.Ala297(p=)
MASP2 rs61735598 C CIT T 0,0165 (T) 1HZ variante_sinénima p.Thr294(p=)
MASP2 rs139962539 G G/A A 0,0037 (A) 1HZ variante_missense p.Thr294Met
MASP2 rs72550853 C CIT T 0,0105 (T) 1HZ variante_sinénima p.Pro204(p=)
MASP2 rs144247267 T TIC C 0,0055 (C) 1HZ variante_missense p.His157Arg
MASP2 rs138386377 G G/A A 0,0060 (A) 1HZ variante_sinénima p.Alal36(p=)
MASP2 rs72550870 T TIC C 0,0174 (C) 3HZ variante_missense p.Aspl120Gly
C1QA rs172378 A G/G G 0,4148 (A) 10HM/25HZ | variante_sindnima p.Gly92(p=)
C1QA rs180679721 A AIC C 0,0005 (C) 1HZ variante_missense p.1le99Leu
C1QcC rs80083522 C TIT T 0,2926 (T) 6HM/9HZ variante_sinénima p.Pro42(p=)
C10B rs35477594 G G/A A 0,0005 (A) 1HZ variante_missense p.Gly75Arg
C10B rs149612866 C CIT T 0,0023 (T) 1HZ variante_sinénima p.Asn183(p=)
FCN3 rs28385652 G G/A A 0,0018 (A) 1HZ variante_sinénima p.His250(p=)
FCN3 rs28357092 AG AG/A - 0,0151 (-) 4HZ variante_frameshift p.Leull7SerfsTer65
C8A rs116201358 C C/IA A 0,0050 (A) 1HZ variante_missense p.Ala36Glu
C8A rs34047108 A AIG G 0,0096 (G) 2HZ variante_sinénima p.Ala36(p=)
C8A rs652785 C C/IA A 0,3278 (A) 7THM/26HZ | variante_missense p.GIn93Lys
C8A rs116129675 C CIG G 0,0050 (G) 1HZ variante_sindnima p.Leul97(p=)
C8A rs150755683 T TIC C 0,0009 (C) 1HZ variante_sinénima p.Asp202(p=)
C8A rs17114555 G G/A A 0,0234 (A) 1HZ variante_missense p.Asp458Asn
C8A rs386631447 GC GC/TT TT ND 8HZ variante_missense p.Arg485Leu
C8A rs1754533 T TIC C 0,1030 (C) 8HZ variante_sinénima p.Pro501(p=)
C8A rs1342440 G G/C C 0,1035 (C) 7THZ variante_missense p.Glu561GIn
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Pacientes
Gen dbSNP Referencia | Genotipo | Alelo | 1kg MAF (HM/HZ) Efecto HGVS-prot
C8A rs41285938 C CIT T 0,0050 (T) 2HZ variante_missense p.Pro575Ser
C8A rs17300936 C CIT T 0,0728 (T) 1HM/3HZ variante_missense p.Pro575Leu
C8B rs202139453 G G/A A 0,0009 (A) 1HZ variante_3_prima_UTR |3'UTR-10C>A
C8B rs149900569 A AIC C 0,0005 (C) 1HZ variante_sinénima p.Pro572(p=)
C8B rs61737417 G G/A A 0,0027 (A) 1HZ variante_missense p.Thr542lle
C8B rs139498867 C C/IA A 0,0037 (A) 3HZ variante_missense p.Asp382Tyr
C8B rs141295453 G G/A A 0,0005 (A) 1HZ variante_missense p.Arg323Trp
C8B rs12085435 G G/A A 0,0421 (A) 8HZ variante_missense p.Pro261Leu
C8B rs1013579 C TIT T 0,0192 (C) 42HM/4HZ | variante_missense p.Glyll7Arg
C8B rs12067507 C CIT T 0,0412 (T) 8HZ variante_missense p.Glul08Lys
C8B rs151032934 C CIT T 0,0005 (T) 1HZ variante_sinénima p.Pro99(p=)
C8B rs72670382 A AIG G 0,0156 (G) 5HZ variante_ 5 prima_ UTR |5'UTR-8T>C
CRP rs1800947 C CIG G 0,0412 (G) THZ variante_sinénima p.Leul84(p=)
CFH rs141336681 T TIG G 0,0005 (G) 1HZ variante_missense p.Ser58Ala
CFH rs800292 G G/A A 0,4345 (A) 2HM/15HZ | variante_missense p.Val62lle
CFH rs35814900 G G/A A 0,0105 (A) 2HZ variante_intrdénica IVS2-7G>A
CFH rs1061147 A C/C Cc 0,2958 (A) 14HM/15HZ | variante_sinbnima p.Ala307(p=)
CFH rs1061170 C TIT T 0,2784 (C) 14HM/15HZ | variante_missense p.His402Tyr
CFH rs2274700 G A/A A 0,4368 (A) 4HM/20HZ | variante_sin6nima p.Alad73(p=)
CFH rs3753396 A AIG G 0,2331 (G) 12HZ variante_sinénima p.GIn672(p=)
CFH rs515299 G GIT T 0,0517 (T) 1HM/2HZ variante_missense p.Ser890Ile
CFH rs1065489 G GIT T 0,2326 (T) 8HZ variante_missense p.Glu936Asp
CFH rs534399 G GIT T 0,0746 (T) 1HM/2HZ variante_missense p.Val1007Leu
CFH rs34362004 C CIT T 0,0041 (T) 1HZ variante_missense p.Thr10171le
CFH rs513699 T TIC C 0,2585 ( C) 8HZ variante_intrdénica IVS19-5T>C
CFH rs61822181 C CIT T 0,2657 (T) 10HZ variante_sinénima p.Thr1046(p=)
CFH rs35274867 A AT T 0,0128 (T) 5HZ variante_missense p.Asn1050Tyr
CFH rs113347629 T TIC C 0,0049 ( C) 1HZ variante_sinénima p.Asn1050(p=)
CFHR3 rs400344 C TIT T 0,4112 (C) 12HM/11HZ | variante_sindnima p.Ser159(p=)
CFHR3 rs138839071 T TIC C 0,0041 (C) 3HZ variante_splice_donor IVS4+2T>C
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CFHR1 rs513729 T TIG G 0,0008 (G) 2HZ variante_sinénima p.Thr145(p=)
CFHR1 rs111236855 T C/IC C 0,0247 (C) 1HM variante_sinénima p.Asnl149(p=)
CFHR1 rs425757 C TIT T 0,3649 (T) 6HM/4HZ variante_missense p.His157Tyr
CFHR1 rs113811987 C G/G G 0,3127 (G) 3HM/2HZ variante_missense p.Leul59Val
CFHR1 rs388862 G CIC C 0,3013 (C) 4HM/5HZ variante_missense p.Glul75GIn
CFHR1 rs3201739 A G/G G 0,3196 (G) 6HM/1HZ variante_sinénima p.Thr196(p=)
CFHR1 rs12406079 G G/A A 0,1136 (A) 4HM/5HZ variante_sinénima p.Pro223(p=)
CFHR1 rs4230 G TIT T 0,4954 (T) 12HM/10HZ | variante_sinénima p.Arg302(p=)
CFHR1 rs414628 A TIT T 0,4258 (T) 9HM/9HZ variante_sinénima p.Arg314(p=)
CFHR4 rs145744152 T TIC C 0,0060 (C) 5HZ variante_sinénima p.Asp75(p=)
CFHR4 rs7417769 A AIG G 0,3700 (A) 24HM/17HZ | variante_missense p.Asn209Ser
CFHR4 rs10801578 G TIT T 0,0060 (G) 46HM variante_missense p.Glul24Asp
CFHR4 rs150845796 A AT T 0,0975 (T) THZ variante_sinénima p.Pro509(p=)
CFHR4 rs10494745 G G/A A 0,0527 (A) 1HM/9HZ variante_missense p.Gly552Glu
CFHR2 rs61746417 G G/A A 0,0238 (A) 1HZ variante_sinonima p.Thr71(p=)
CFHR2 rs79351096 G G/A A 0,0151 (A) 1HZ variante_missense p.Cys72Tyr
CFHR2 rs4085749 C CIT T 0,3347 (T) 14Hz variante_sinénima p.Cys140(p=)
CFHR2 rs41313888 C CIT T 0,0008 (T) 1HZ stop_gained p.Arg254Ter
CFHR2 rs41310132 A AIG G 0,0082 (G) 1HZ variante_missense p.Tyr264Cys
CFHR5 rs147791058 G GIT T 0,0055 (T) 2HZ variante_sinénima p.Ser128(p=)
CFHR5 rs57960694 G G/A A 0,0353 (A) 2HZ variante_missense p.Gly145Glu
CFHR5 rs139260377 T TIC C 0,0005 ( C) 2HZ variante_sinénima p.Asn155(p=)
CFHR5 rs16840956 T TIG G 0,0027 (G) 1HZ variante_missense p.Leu529Arg
CFHR5 rs143140599 T TIA A 0,0060 (A) 2HZ stop_gained p.Cys568Ter
C4BPA rs12072216 Cc CIG G 0,0147 (G) 1HZ variante_missense p.ProdAla
C4BPA rs55867570 Cc C/IA A 0,0270 (A) 1HZ variante_missense p.Pro4Gln
C4BPA rs1126618 T CIC C 0,1516 (T) 36HM/10HZ | variante_sindnima p.Gly225(p=)
C4BPA rs4844573 T CIC C 0,4679 (C) 10HM/7HZ | variante_missense p.11e300Thr
C4BPA rs116700161 G G/A A 0,0014 (A) 2HZ variante_missense p.Gly423Glu
C4BPA rs150551566 G G/C C 0,0018 (C) 1HZ variante_sinénima p.Val535(p=)
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CD55 rs28371628 G G/A A 0,0151 (A) 1HZ variante_intronica IVS8-8G>A
CR2 rs61759494 C CIG G 0,0069 (G) 1HZ variante_sinénima p.Pro208(p=)
CR2 rs772909129 G G/A A 0,00003 (A) 1HZ variante_missense p.Arg520His
CR2 rs34349246 C CIT T 0,0183 (T) 4HZ variante_sinénima p.Thr539(p=)
CR2 rs1048971 G G/A A 0,4020 (A) 12HM/21HZ | variante_sin6nima p.Leu592(p=)
CR2 rs17615 G G/A A 0,2683 (A) 7HM/23HM | variante_missense p.Ser639Asn
CR2 rs4308977 T TIC C 0,2972 (C) 7HM/20HM | variante_missense p.Ser663Pro
CR2 rsl7616 G G/A A 0,2674 (A) 7THM/20HM | variante_missense p.Arg671His
CR2 rs61735651 T TIC C 0,0646 (C) 8HZ variante_sinénima p.lle776(p=)
CR2 rs138062179 C CIT T 0,0014 (T) 1HZ variante_missense p.Serl016Leu
CR2 rs771520863 T TIC C 0,00004 ( C) 1HZ variante_sinénima p.Arg1030(p=)
CR2 rs17618 A AIG G 0,0430 (G) 3HZ variante_missense p.lle1052Val
CR2 rs6540433 C A/A A 0,0723 (C) 36HM/10HZ | variante_missense p.Alal062Glu
CR1 rs4844600 A AIG G 0,2024 (A) 31HM/14HZ | variante_sin6nima p.Glu60(p=)
CR1 rs536471861 C CIT T 0,0002/1 (T) 1HZ variante_missense p.Arg74Cys
CR1 rs3818565 A G/G G ND 6HM/4HZ variante_missense p.Thrd45Arg
CR1 rs114610598 T TIG G 0,0165 (G) 2HZ variante_intrdénica IVS28-7T>G
CR1 rs2274567 A AIG G 0,2230 (G) 1HM/10HZ | variante_missense p.His1658Arg
CR1 rs3737002 C CIT T 0,2660 (T) 3HM/20HZ | variante_missense p.Thr1858Met
CR1 rs12144461 C CIT T 0,0064 (T) 1HZ variante_sinénima p.Val1868(p=)
CR1 rs61734513 T TIC C 0,0032 (C) 1HZ variante_sinénima p.Cys1902(p=)
CR1 rs17259045 A AIG G 0,0591 (G) 4HZ variante_missense p.Asn1990Ser
CR1 rs370954317 C C/IA A 0,00004 (A) 1HZ variante_missense p.Pro2002GIn
CR1 rs41274768 G G/A A 0,0165 (A) 2HZ variante_missense p.Val2011Met
CR1 rs17047660 A AIG G 0,0572 (G) 1HZ variante_missense p.Lys2040Glu
CR1 rs17047661 A AIG G 0,1525 (G) 1HM/4HZ variante_missense p.Arg2051Gly
CR1 rs4844609 A TIT T 0,0078 (A) 44HM/2HZ | variante_missense p.Thr2060Ser
CR1 rs6691117 A AIG G 0,3892 (G) 3HM/14HZ | variante_missense p.lle2065Val
CR1 rs113247278 G G/A A 0,0018 (A) 1HZ variante_missense p.Asp2254Asn
CR1 rs3811381 Cc CIG G 0,1964 (G) 1HM/10HZ | variante_missense p.Pro2277Arg
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CR1 rs2296160 A AIG G 0,2115 (A) 37HM/11HZ | variante_missense p.Thr2419Ala
CR1 rs115510609 G G/A A 0,0037 (A) 1HZ variante_missense p.Arg2476GIn
CD46 rs12126088 A AIG G 0,0064 (G) 2HZ variante_sinénima p.Leul39(p=)
COLEC11 |rs76490827 A AIG G 0,0060 (G) 1HZ variante_sinénima p.Serd0(p=)
COLEC11 |rs10170348 G G/A A 0,1516 (A) 1HM/6HZ variante_sinénima p.Lys53(p=)
COLEC11 |rs112274120 A AIG G 0,0238 (G) 1HZ variante_missense p.GIn64Arg
COLEC11 |rs34347618 T TIC C 0,0339 (C) 1HZ variante_sinénima p.Arg95(p=)
COLEC11 |rs17017791 T TIC C 0,0394 (C) 1HZ variante_sinénima p.11e99(p=)
COLEC11 |rs34436491 C CIT T 0,0284 (T) 1HZ variante_sinénima p.1le136(p=)
COLEC11 |rs139848694 C CIT T 0,0003 (T) 1HZ variante_missense p.Ala208Val
COLEC11 |rs7567833 A AIG G 0,1919 (G) 2HM/2HZ variante_missense p.His233Arg
MASP1 - TC TC/IT - 0,0002 EXAC 1HZ variante_frameshift p.Lys591SerfsTerll
MASP1 rs850312 C CIT T 0,2119 (T) 5HM/17HZ | variante_sin6nima p.Leu6l17(p=)
MASP1 rs72549154 C C/IA A 0,0473 (A) 6HZ variante_missense p.Arg576Met
MASP1 rs710452 A G/G G 0,0479 (A) 46HM/1HZ | variante_sin6nima p.Pro458(p=)
MASP1 rs3774268 G G/A A 0,1518 (A) 4HM/14HZ | variante_sin6nima p.Ser445(p=)
MASP1 rs28945068 C CIT T 0,0087 (T) 1HZ variante_missense p.Gly426Glu
MASP1 rs113938200 C CIT T 0,0032 (T) 1HZ variante_missense p.Asp368Asn
MASP1 rs16861801 G G/C C 0,0009 (C) 1HZ variante_sinénima p.Serd67(p=)
MASP1 rs72549252 A AIG G 0,0018 (G) 1HZ variante_sinénima p.Aspl39(p=)
MASP1 rs72549254 G G/A A 0,1644 (A) 1HM/17HZ variante_intrdénica IVS1+4C>T
CFl rs114013791 Cc C/IA A 0,0037 (A) 1HZ variante_intronica IVS12+5G>T
CFlI rs11098044 T C/IC C 0,0094 (T) 46HM variante_missense p.Thr300Ala
CFlI rs2298749 C CIT T 0,3205 (T) 4HM/19HZ | variante_sin6nima p.Ser268(p=)
CFl rs79375065 G G/A A 0,0357 (A) 2HZ variante_intrdénica IVS3+6C>T
C9 rs754943606 G G/A A 0,00002 ( C) 1HZ stop_gained p.Arg446Ter
C9 rs35460483 G G/C C 0,0151 (C) 1HZ variante_sinoénima p.Leu355(p=)
C9 rs114751055 G G/A A 0,0060 (A) 1HZ variante_sinénima p.Phe212(p=)
C9 rs76184752 A AIG G 0,0060 (G) 3HzZ variante_sinénima p.Asnl78(p=)
C9 rs476569 C CIT T 0,4636 ( C) 17HM/21HZ | variante_intronica IVS1-10G>A
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C9 rs700233 G G/A A 0,2949 (A) 10HM/23HZ | variante_missense p.Arg5Trp
c7 rs34196526 G G/A A 0,0073 (A) 3HZ variante_sinénima p.GIn61(p=)
C7 rs2271708 T TIC C 0,0234 (C) 2HZ variante_missense p.Cys128Arg
C7 rs1450656 C CIT T 0,3434 (C) 18HM/26HZ | variante_intronica IVS8-9C>T
C7 rs1063499 G G/C C 0,4881 (G) 13HM/29HZ | variante_missense p.Ser389Thr
c7 rs150696042 G G/A A 0,0014 (A) 1HZ variante_sinénima p.Glu447(p=)
c7 rs141595076 A AIG G 0,0023 (G) 1HZ variante_missense p.His559Arg
C7 rs13157656 A C/IC C 0,1809 (C) 4HM/17HZ | variante_missense p.Thr587Pro
C7 rs60714178 A AT T 0,0810 (T) THZ variante_missense p.Thr598Ser
C6 rs374161182 G G/A A 0,0005 (A) 1HZ variante_sinénima p.Leu766(p=)
C6 rs144666796 C CIT T 0,0009 (T) 1HZ variante_missense p.Arg656GIn
C6 rs62361567 A AIG G 0,0206 (G) 3HZ variante_sinénima p.Ser545(p=)
C6 rs370054003 C C/IA A 0,00002 (A) 1HZ variante_missense p.Ala500Ser
C6 rs61734263 T TIA A 0,0055 (A) 2HZ variante_sinénima p.Ser270(p=)
C6 rs61733159 T TIG G 0,0440 (G) 6HZ variante_sinénima p.Thr226(p=)
C6 rs141862960 G G/A A 0,0005 (A) 1HZ variante_missense p.Argl82Trp
C6 rs114609505 G G/A A 0,0037 (A) 1HZ variante_missense p.Thrl81lle
C6 rs1801033 G GIT T 0,4373 (G) 22HM/20HZ | variante_missense p.Alal19Glu
C2 rs765581026 G G/A A 0,00003 (A) 1HZ variante_sinénima p.Vall61(p=)
Cc2 rs9332739 G G/C C 0,0302 (C) 2HZ variante_missense p.GIlu318Asp
C2 rs1042663 G G/A A 0,0971 (A) 10HZ variante_sinnima p.Ala341(p=)
Cc2 rs9332730 G G/C C 0,0444 (C) 6HZ variante_intrdnica IVS15+6G>C
C2 rs36221133 T TIC C 0,0137 (C) 4HZ variante_missense p.Val641Ala
CFB rs4151667 T TIA A 0,0298 (A) 2HZ variante_missense p.Leu9His
CFB rs12614 Cc CIT T 0,1671 (T) 19HZ variante_missense p.Arg32Trp
CFB rs641153 G G/A A 0,0983 (A) 10HZ variante_missense p.Arg32Gin
CFB rs1048709 A G/G G 0,1735 (A) 38HM/8HZ | variante_sindnima p.Arg150(p=)
CFB rs4151669 G G/A A 0,0284 (A) 2HZ variante_sinénima p.Pro168(p=)
CFB rs4151670 C CIT T 0,0137 (T) 4HZ variante_sinénima p.Tyr224(p=)
CFB rs4151651 G G/A A 0,0133 (A) 1HZ variante_missense p.Gly252Ser
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CFB rs201659953 C CIG G 0,0007 (G) 1HZ variante_intronica IVS7-10C>G
CFB rs45600936 C CIT T 0,0064 (T) 2HZ variante_sinénima p.Arg379(p=)
CFB rs2072634 C CIT T 0,0243 (T) 2HZ variante_sinénima p.Val455(p=)
CFB rs149101394 A AIG G 0,0018 (G) 1HZ variante_missense p.Lys533Arg
CFB rs45484591 A AIC C 0,0069 (C) 2HZ variante_missense p.Glu566Ala
PLG rs73015965 A AIG G 0,0027 (G) 1HZ variante_missense p.Lys38Glu
PLG rs143079629 G G/A A 0,0027 (A) 1HZ variante_missense p.Arg89Lys
PLG rs4757 C CIT T 0,2509 (T) 9HM/23HZ | variante_sinénima p.Asnl110(p=)
PLG rs14224 T TIC C 0,4501 (C) 12HM/24HZ | variante_sinénima p.Cys257(p=)
PLG rs1130656 C CIT T 0,3709 (T) 11HM/20HZ | variante_sinénima p.Phe314(p=)
PLG rs13231 A AIG G 0,1584 (G) 7THM/22HZ | variante_sinonima p.GIn361(p=)
PLG rs4252120 T TIC C 0,1621 (C) 7HM/23HZ | variante_intronica IVS10+9T>C
PLG rs116573785 T TIA A 0,0201 (A) 1HZ variante_missense p.Serd60Arg
PLG rs4252125 G G/A A 0,1621 (A) THM/23HZ | variante_missense p.Asp472Asn
PLG rs4252170 T TIC Cc 0,0824 (C) 1HZ variante_sinonima p.Ala694(p=)
PLG rs11060 T T/G G 0,3114 (T) 13HM/24HZ | variante_sinbnima p.Gly762(p=)
CLU rs9331939 G G/A A 0,0041 (A) 1HZ variante_sinénima p.Asp328(p=)
CLU rs9331938 C CIT T 0,0046 (T) 3HZ variante_missense p.Asp328Asn
CLU rs9331936 T TIG G 0,0618 (G) 1HZ variante_missense p.Asn317His
CLU rs150552076 G G/A A 0,00009 (A) 1HZ variante_missense p.Thr283lle
CLU rs7982 A G/G G 0,3489 (A) 21HM/21HZ | variante_sinénima p.His263(p=)
CLU rs9331892 G G/A A 0,0485 (A) 1HZ variante_sinénima p.Asp28(p=)
C5 rs41258306 T TIC C 0,0380 (C) 1HZ variante_sinénima p.Lys1602(p=)
C5 rsl7612 T TIG G 0,0293 (G) 1HZ variante_missense p.Glul437Asp
C5 rs200624729 C CIT T 0,0004 (T) 1HZ variante_missense p.Alal155Thr
C5 rs17611 Cc CIT T 0,4075 (T) 8HM/21HZ | variante_missense p.Val802lle
C5 rs25681 G G/A A 0,4084 (A) 8HM/21HZ | variante_sindnima p.Tyr544(p=)
C5 rs2230214 G AJA A 0,0710 (A) 1HM/4HZ variante_sinénima p.Thr487(p=)
C5 rs10985126 T TIC C 0,2253 (C) 9HZ variante_sinénima p.Gly385(p=)
C5 rs17216529 Cc CIT T 0,1511 (T) 5HZ variante_missense p.Vall45lle
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FCN2 rs17514136 A AIG G 0,1951 (G) 6HM/17HZ  |variante_5_prima_UTR |5'UTR-4A>G
FCN2 rs3128624 A AIG G 0,3608 (G) 7HM/18HZ | variante_intronica IVS2-9A>G
FCN2 rs4520243 T TIC C 0,3585 (C) 7HM/18HZ | variante_sinénima p.Arg74(p=)
FCN2 rs17549193 C TIT T 0,2418 (T) 6HM/18HZ | variante_missense p.Thr236Met
FCN2 rs7851696 G GIT T 0,1493 (T) 1HM/8HZ variante_missense p.Ala258Ser
IL2RA rs12722698 G G/A A 0,0137 (A) 1HZ variante_sinénima p.1le251(p=)
IL2RA rs2228149 G G/A A 0,0673 (T) 5HZ variante_sinonima p.His172(p=)
IL2RA rs11256369 C CIG G 0,1928 (G) 13HZ variante_intronica IVS3+7C>G
IL2RA rs201105599 T TIA A 0,00007 (A) 1HZ variante_missense p.GIlu99Asp
IL2RA rs2228150 C TIT T 0,0673 (T) 1HM/3HZ variante_sinénima p.Pro28(p=)
MBL2 rs35805975 G G/A A 0,0179 (A) 2HZ variante_sinénima p.Asn136(p=)
MBL2 rs930507 G G/C C 0,2294 (G) 31HM/14HZ | variante_sin6nima p.Leul26(p=)
MBL2 rs1800451 C CIT T 0,0545 (T) 1HZ variante_missense p.Gly57Glu
MBL2 rs1800450 C CIT T 0,1218 (T) 1IHM/11HZ | variante_missense p.Gly54Asp
MBL2 rs5030737 G G/A A 0,0284 (A) 6HZ variante_missense p.Arg52Cys
MBL2 - GAGA GAGA/G |- 9,251e-05 EXAC | 1HZ inframe_deletion p.Leulldel
SERPING1 |rs138315643 C CIT T 0,0001 (T) 1HZ variante_sinénima p.Gly4l(p=)
SERPING1 |rs35788383 C CIT T 0,0032 (T) 2HZ variante_sinénima p.Leu251(p=)
SERPING1 |rs4926 G G/A A 0,1699 (A) 3HM/13HZ | variante_missense p.Val480Met
CI1QTNF5 |rs148291350 Cc CIT T 0,0009 (T) 1HZ variante_missense p.Argl14Glin
C1s rs12146727 G G/A A 0,1085 (A) 2HM/10HZ | variante_missense p.Argl19His
C1s rs7965055 C CIT T 0,0778 (T) 8HZ variante_sinénima p.Cys147(p=)
C1s rs1143664 A AIG G 0,0801 (G) 9HZ variante_sinénima p.Pro389(p=)
CiR rs75380747 G GIT T 0,0453 (T) 5HZ variante_sinénima p.lled12(p=)
CiR rs1126605 C CIT T 0,1749 (T) 12HZ variante_missense p.Glul83Lys
CiR rs1801046 G G/A A 0,2527 (A) 4HM/21HZ | variante_missense p.Serl51Leu
CiR rs146478898 C CIT T 0,0018 (T) 1HZ variante_sinoénima p.Pro8(p=)
A2M rs202210880 C CIT T 0,0005 (T) 1HZ variante_missense p.Arg1031Gin
A2M rs669 T TIC C 0,2656 (C) 7HM/16HZ | variante_missense p.1le1000Val
A2M rs11609582 A AIT T 0,1410 (T) THZ variante_intronica IVS20-4T>A
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A2M rs55761427 G G/A A 0,0082 (A) 1HZ variante_missense p.Ala844Val
A2M rs226405 T C/IC C 0,0018 (T) 48HM variante_missense p.Asn639Asp
A2M rs149774234 C CIT T 0,0027 (T) 1HZ variante_sinénima p.Glud43(p=)
A2M rs2228222 G G/A A 0,0307 (A) 4HZ variante_sinénima p.Tyrd32(p=)
A2M rs201901298 C CIT T 0,0005 (T) 1HZ variante_sinénima p.Val120(p=)
CTSG rs61737118 G G/A A 0,0293 (A) 1HZ variante_sinénima p.Phe234(p=)
CTSG rs45567233 T TIC C 0,1003 (C) 1IHM/7HZ variante_missense p.Asn125Ser
CTSG rs61737120 G G/A A 0,0082 (A) 1HZ variante_missense p.Thro0lle
CTSG rs61737123 C CIG G 0,0101 (G) 1HZ variante_missense p.Glyl5Ala
IGHG2 rs28371022 T TIC C 0,4363 (T) 9HM/32HZ | variante_sinénima p.Thr316(p=)
IGHG2 rs1049810 T TIC C 0,0092 ( C) 1HM/6HZ variante_sinénima p.Thr273(p=)
IGHG2 rs4983499 A CIC C 0,0855 (A) 44HM/AHZ | variante_missense p.Ser257Ala
IGHG2 rs11160859 G G/A A 0,4611 (A) 12HM/23HZ | variante_sin6nima p.Vall87(p=)
IGHG2 rs8009156 C CIT T 0,2894 (T) THM/15HZ | variante_missense p.Vall61Met
IGHG2 rs11627594 G GIT T 0,2917 (T) 5HM/29HZ | variante_missense p.Pro72Thr
IGHG2 rs374505434 C C/IA A 0,0001 (A) 1HZ variante_missense p.Gly61Val
IGHG2 rs11557955 C CIT T 0,4597 (T) 12HM/26HZ | variante_sin6nima p.Pro54(p=)
IGHG2 rs61983197 A AIG G 0,0244 (G) 3HZ variante_sinénima p.Alad5(p=)
IGHG2 rs199678915 C CIG G 0,0424 (G) 1HZ variante_sinénima p.Ser7(p=)
IGHAL rs182183329 C CIT T 0,0614 (T) 3HZ variante_missense p.Arg273His
IGHAL rs17349690 A AIG G 0,4420 (G) 5HM/36HZ | variante_sin6nima p.Asp259(p=)
IGHAL rs1130510 G G/A A 0,4731 (A) 6HM/25HZ | variante_sinénima p.Arg253(p=)
IGHAL rs117775520 G G/A A 0,0147 (A) 3HZ variante_missense p.Pro190Ser
IGHAL rs1407 C CIG G 0,3315 (G) 4HM/21HZ | variante_missense p.Glul76Asp
IGHAL rs1128917 T TIC C 0,0302 (C) 1HZ variante_sinénima p.Ser128(p=)
IGHAL rs144145908 C CIT T 0,0426 (T) 2HZ variante_sinénima p.GIn69(p=)
IGHAL rs374024965 C TIT T 0,0002/1 (T) 1HM variante_missense p.Ala25Thr
IGHAL rs111876280 G G/A A 0,0128 (A) 1HZ variante_sinénima p.lle24(p=)
ITGAM rs1143679 G G/A A 0,0879 (A) 2HM/9HZ variante_missense p.Arg77His
ITGAM rs35314490 G G/A A 0,1213 (A) 2HM/10HZ | variante_intronica IVS6-4G>A
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ITGAM rs35472514 C CIG G 0,1210 (G) 1HM/10HZ | variante_intronica IVS7+10C>G
ITGAM rs11861251 T T/IC Cc 0,1044 (C) 1HM/12HZ | variante_missense p.Met441Thr
ITGAM rs8056264 C CIT T 0,0563 (T) 2HZ variante_sinénima p.Leu602(p=)
ITGAM rs1143682 G G/A A 0,3929 (A) 7THM/26HZ | variante_sinénima p.Thr834(p=)
ITGAM rs1143683 C TIT T 0,1209 (T) 2HM/13HZ | variante_missense p.Ala859Val
ITGAM rs1143678 Cc TIT T 0,1259 (T) 2HM/14HZ | variante_missense p.Prol1147Ser
VTN rs150241335 G G/A A 0,0001 (A) 1HZ variante_sinénima p.11e465(p=)
VTN rs2227728 A AIG G 0,1273 (G) 3HZ variante_sinénima p.Asn448(p=)
VTN rs704 G G/A A 0,4231 (G) 11HM/20HZ | variante_missense p.Thr400Met
VTN rs150566083 C CIT T 0,0001 (T) 1HZ variante_missense p.Arg389His
VTN rs782558128 G G/A A 0,00004 (A) 1HZ variante_missense p.Arg380Cys
VTN 1s2227725 A G/G G 0,0214 (A) 44HM/AHZ | variante_intronica IVS5-10G
CFD rs1629038 G C/IC C 0,4460 (C) 15HM/21HZ | variante_intronica IVS2-9G>C
C3 rs528697923 G G/GGT GT [0,0088 (G) 4HZ variante_5 prima_UTR |5'UTR-3_-2dupAC
C3 rs17030 G G/A A 0,4922 (A) 15HM/26HZ | variante_sindnima p.Pro1632(p=)
C3 rs11569565 G G/A A 0,0751 (A) 4HZ variante_intrdénica IVS38-8C>T
C3 rs2277984 C CIT T 0,4853 (T) 15HM/26HZ | variante_intronica IVS36-4G>A
C3 rs7951 G G/A A 0,0865 (A) 8HZ variante_sinénima p.Alal437(p=)
C3 rs11569541 A AIG G 0,0041 (G) 1HZ variante_missense p.11e1367Thr
C3 rs2287845 G G/A A 0,2729 (G) 16HM/26HZ | variante_intronica IVS22+7C>T
C3 rs423490 A G/G G 0,1799 (A) 29HM/18HZ | variante_sinénima p.Ala915(p=)
C3 rs428453 C CIG G 0,2729 (C) 16HM/27HZ | variante_sin6nima p.Val807(p=)
C3 rs406514 G A/A A 0,1804 (G) 29HM/18HZ | variante_intronica IVS17-8C>T
C3 rs2230205 C CIT T 0,2097 (T) 1HM/11HZ | variante_sin6nima p.Thr612(p=)
C3 rs2230204 C CIT T 0,3938 (T) 5HM/16HZ | variante_sin6nima p.Val564(p=)
C3 rs2230203 G GIT T 0,0797 (T) 1HM/14HZ | variante_sin6nima p.Pro518(p=)
C3 rs11569422 C CIG G 0,0128 (G) 1HZ variante_missense p.Glud69Asp
C3 rs1047286 G G/A A 0,0856 (A) 1HM/17HZ | variante_missense p.Pro314Leu
C3 rs2230201 C CIT T 0,2221 (T) 1HM/12HZ | variante_sindnima p.Arg304(p=)
C3 rs2230200 G G/A A 0,0069 (A) 1HZ variante_sinénima p.Tyr261(p=)
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C3 rs2230199 G G/IC C 0,0975 (C) 2HM/15HZ | variante_missense p.Argl02Gly
C3 rs528697923 G G/GGT GT |0,0088 (G) 1HZ variante_5_prima_UTR | 5'UTR-2dupAC
CALR rs187996595 A AT T 0,0005 (T) 1HZ variante_sinénima p.Thr169(p=)
CALR - AGAG AGAG/A |- 0,0001 EXAC 1HZ inframe_deletion p.Glu378del
CALR rs201971744 A AIG G 0,0009 (G) 1HZ variante_missense p.Glu380Gly
C5AR2 rs138613140 C CIT T 0,0055 (T) 1HZ variante_sinénima p.Ala43(p=)
C5AR2 rs754683420 G GIT T 0,00003 (A) 1HZ variante_missense p.Argl73Leu
C5AR2 rs36046934 G G/A A 0,0169 (A) 2HZ variante_sinénima p.Alal99(p=)
ITGB2 rs17004713 G G/A A 0,0211 (A) 1HZ variante_sinénima p.Cys631(p=)
ITGB2 rs5030672 G G/A A 0,0082 (A) 1HZ variante_missense p.Arg586Trp
ITGB2 rs2230530 G G/A A 0,0037 (A) 1HZ variante_sinénima p.Cys534(p=)
ITGB2 rs235326 A G/G G 0,2331 (A) 23HM/18HZ | variante_sinonima p.Vald41(p=)
ITGB2 rs141201564 G G/A A 0,0023 (A) 1HZ variante_missense p.Thr391Met
ITGB2 rs2230529 G TIT T 0,1928 (T) 3HM/14HZ | variante_sin6nima p.Val367(p=)
ITGB2 rs235330 A AT T 0,00006 (T) 1HM variante_missense p.GIn354His
ITGB2 rs2230528 C TIT T 0,1896 (T) 4HM/17HZ | variante_sin6nima p.Gly273(p=)
ITGB2 rs17004715 G G/A A 0,0458 (A) 4HZ variante_intrdénica IVS5+7C>T
ITGB2 rs35903905 C CIT T 0,0169 (T) 4HZ variante_sinénima p.Ser39(p=)
ITGB2 rs5030667 G G/A A 0,0160 (A) 1HZ variante_sinénima p.Leull(p=)
ITGB2 rs11088969 C C/IA A 0,1690 (A) 5HM/11HZ | variante_sin6nima p.Leu8(p=)
CFP rs1048118 G AIA A 0,1814 (A) 11HM/2HZ | variante_sin6nima p.Asn428(p=)
VSIG4 rs146489734 C CIA A 0,0145 (A) 1HZ variante_3_prima_UTR | 3'UTR*702C>A
VSIG4 rs17315645 C TIT T 0,0641 (A) 1HZ variante_missense p.Gly279Glu

HM: homocigosis; HZ: heterocigosis; MAF: Frecuencia alélica minoritaria; ND: No disponible; prot: proteina.
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Anexo 2: Polimorfismos encontrados en genes relacionados con las células B, en receptores con TC

Pacientes
Gen dbSNP Referencia | Genotipo Alelo 1kg MAF (HM/HZ) Efecto HGVS-prot
PIK3CD |[rs150205370 |G G/A A 0,000008 (A) 1HZ variante_missense p.Val98lle
PIK3CD |(rs113176101 C CIT T 0,0234 (T) 1HZ variante_intrénica 1VS4-3C>T
PIK3CD |rs2230735 A AIG G 0,0453 (G) 2HZ variante_sindnima p.Thr226(p=)
PIK3CD |rs145697393 G G/A A 0,0041 (A) 1HZ variante_sinénima p.Pro236(p=)
PIK3CD |rs557471275 T T/C C 0,0001 C 1HZ variante_missense p.Met285Thr
PIK3CD |rs28730668 G G/A A 0,0220 (A) 1HZ variante_missense p.Val296lle
PIK3CD |rs28730669 G G/C C 0,0096 (C) 3HZ variante_intrénica IVS7-9G>C
PIK3CD |rs61755420 C CIG G 0,0128 (G) 5HZ variante_missense p.Ser312Cys
PIK3CD |rs139848768 C CIT T 0,0037 (T) 2HZ variante_sinénima p.Ser773(p=)
PIK3CD |[rs11121484 C CIT T 0,2294 (T) 2HM/4HZ variante_sinénima p.Tyr936(p=)
VCAM1 |rs2392221 C CIT T 0,1474 (T) 8HZ variante_intrénica IVS3-7C>T
VCAM1 |rs114207303 C CIG G 0,0037 (G) 1HZ variante_missense p.Leu555Val
VCAM1 |rs3176878 C CIT T 0,1218 (T) 1HM/10HZ variante_sinénima P.Asp693(p=)
VCAM1 |rs3176879 A AlIG G 0,0626 (G) 1HZ variante_sinénima p.Lys736(p=)
IL6R rs2228144 G G/A A 0,1190 (A) 14HZ variante_sinénima p.Ala37(p=)
IL6R rs2229237 C CIT T 0,0220 (T) 5HZ variante_sinénima p.His70(p=)
IL6R rs2228145 A A/C C 0,3196 (C) 8HM/15HZ variante_missense p.Asp358Ala
IL6R rs2228146 G G/A A 0,0531 (A) 2HZ variante_missense p.Val385lle
CHRNB2 |rs3926124 A AIG G 0,0957 (G) 2HZ variante_intronica IVS2+9A>G
CHRNB2 | rs55857552 G G/A A 0,0013 (A) 2HZ variante_sinénima p.Ala411(p=)
FCRL3 |rs2282284 T T/C C 0,0536 (C) 3HZ variante_missense p.Asn721Ser
FCRL3  |rs944627 G G/A A 0,0339 (A) 2HZ variante_missense p.Pro660Leu
FCRL3 rs4319323 T TIC C 0,0325 (C) 2HZ variante_sinénima p.Pro643(p=)
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FCRL3 |rs71630672 G G/A A 0,0009 (A) 1HZ stop_gained p.GIn121Ter
FCRL3 | rs7522061 T T/C C 0,4876 (T) 11HM/12HZ variante_missense p.Asn28Asp
FCRL3 |rs12140725 G AIA A 0,1735 (A) 5HM/4AHZ variante_intrénica IVS3-8C>T
CGGCCITG 5'UTR-
FCRL3 |rs113752575 |CGGCC GCG TGGCG 0,0215 (T) 2HZ variante_5 prima_UTR | 7delGGCCGinsCGCCA
FCRL3 |rs144282361 |C CIT T 0,0018 (T) 3HZ variante 5 prima UTR | 5UTR-10G>A
FCER1A |rs41264475 C C/IA A 0,0096 (A) 2HZ variante_missense p.Asn247Lys
CD32B | rs5017568 G G/A A 0,0054 (A) 2HZ variante_sinénima p.GIn63(p=)
CD32B | rs144573139 G G/A A 0,0055 (A) 1HZ variante_sindnima p.Gly73(p=)
CD32B | rs6665610 G G/A A 0,1504 (A) 9HZ variante_sinénima p.Thrl12(p=)
CD32B | rs182968886 G G/A A 0,0975 (A) 1HM/8HZ variante_sindnima p.Leu204(p=)
FASLG |rs61756244 G G/A A 0,0458 (A) 1HZ variante_sinénima p.Pro49(p=)
IL10 rs200783164 |G GIT T 0,0009 (T) 1HZ variante_missense p.Leu71Met
MSH2 rs2303426 C G/G G 0,3846 (C) 12HM/10HZ | variante_intrdnica IVS1+9C>G
MSH2 rs35898375 G G/A A 0,0018 (A) 1HZ variante_sinénima p.Lys113(p=)
MSH?2 rs17217772 A AIG G 0,0188 (G) 1HZ variante_missense p.Asnl127Ser
MSH2 rs587779193 G G/A A ND 2HZ variante_intrénica IVS5+1G>A
MSH2 rs4987188 G G/A A 0,0092 (A) 2HZ variante_missense p.Gly322Asp
MSH2 rs63750505 G G/A A 0,0009 (A) 1HZ variante_sinénima p.GIn324(p=)
MSH2 rs17224360 T T/IC C 0,0073 (C) 1HM/3HZ variante_intrénica IVS6-10T>C
MSH2 rs12998837 A AIT T 0,0650 (T) 9HZ variante_intrénica IVS9-9A>T
MSH2 rs61756466 T T/IC C 0,0032 (C) 2HZ variante_sinénima p.Leu556(p=)
MSH2 rs2303428 T TIC C 0,1282 (C) 1HM/9HZ variante_intrénica IVS12-6T>C
IGKV rs201861379 | T T/C C 0,0747( C) 5HZ variante_sinénima p.Leu76(p=)
AGACGCCT
AGACGCC | T/IGGAGGC |GGAGGC
IGKV rs386648262 | TT ATC ATC 0,07473(G) 5HZ variante_missense p.Lys72Asp
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IGKV rs10865492 C CIT T 0,1519 (T) 10HZ variante_sinénima p.Ala73(p=)
IGKV rs200979873 | T T/G G 0,0050 (G) 1HZ variante_missense p.Lys64Asn
IGKV rs201626492 | A AIG G 0,0014 (G) 1HZ variante_sinénima p.Leu55(p=)
IGKV rs112599788 |G G/A A 0,0362 (A) 5HZ variante 5 prima UTR |5'UTR-16C>T
ITGA4 rs35419274 G G/A A 0,0005 (A) 3HZ variante_missense p.Val359lle
ITGA4 rs1143674 G G/A A 0,3813 (A) 8HM/20HZ variante_sinénima p.Thr615(p=)
ITGA4 rs35322532 T TIA A 0,0110 (A) 1HZ variante_missense p.Ser634Thr
ITGA4 rs1143675 T T/C C 0,0023 (C) 1HZ variante_missense p.Val824Ala
ITGA4 rs1143676 A AIG G 0,2633 (G) 3HM/17HZ variante_missense p.GIn878Arg
ITGA4 rs7562325 C CIT T 0,3737 (T) 9HM/18HZ variante_sinénima p.His961(p=)
ITGA4 rs61731209 C CIT T 0,0027 (T) 1HZ variante_sinénima p.Asn1026(p=)

variante_iniciadora_codo

CASP8 | rs3769824 T T/C C 0,0298 (C) 4HZ n p.MetlThr
CASP8 rs3769823 A AIG G 0,3484 (A) 24HM/21HZ variante_missense p.Lys14Arg
CASP8 rs534884641 CG CG/C - 0,0002 (T) 1HZ variante_frameshift p.Aspl129llefsTerd
CASP8 rs17860422 C CIT T 0,0023 (T) 1HZ variante_sinénima p.Serl72(p=)
CASP8 rs1045485 G G/C C 0,0678 (C) 1HM/9HZ variante_missense p.Asp344His
CASP8  |rs779189628 |A AIG G 0,000008 (G) 1HZ variante_missense p.GIn350Arg
CASP8 rs1045487 G G/A A 0,1488 (A) 6HZ variante_sinénima p.GIn379(p=)
HDAC4 |rs61754649 G G/A A 0,0142 (A) 2HZ variante_sinénima p.Ser874(p=)
HDAC4 |rs1063639 G G/A A 0,4199 (G) 14HM/25HZ variante_sinénima p.Pro855(p=)
HDAC4 |rs61752234 T T/IC C 0,0366 (C) 1HZ variante_sinénima p.Thr787(p=)
HDAC4 | rs7585225 T CIC C 0,1777 (T) 34HM/12HZ variante_intrénica IVS15+10A>G
HDAC4 |rs79199572 C CIT T 0,0234 (T) 2HZ variante_sinénima p.Pro522(p=)
HDAC4 |rs10207474 T T/C C 0,0847 (C) 1HZ variante_intrénica IVS11+10A>G
HDAC4 | rs35291459 C CIT T 0,0788 (T) 4HZ variante_sinénima p.Pro423(p=)
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HDAC4 | rs2290087 A G/G G 0,1378 (A) 33HM/11HZ variante_intrénica IVS7-7T>C
HDAC4 |rs148880349 |G G/A A 0,0006 (A) 1HZ variante_sinénima p.His227(p=)
HDAC4 | rs2290092 C TIT T 0,1021 (T) 2HM/7THZ variante_intrénica 1VS4+8G>A
CD38 rs78580781 C CIT T 0,0027 (T) 1HZ variante_sinonima p.Tyr70(p=)
CD38 rs1800561 C CIT T 0,0018 (T) 1HZ variante_missense p.Arg140Trp
CD38 rs1800051 A AIC C 0,0888 (C) 5HZ variante_sinénima p.11e168(p=)
CD38 rs950566 A AIG G 0,0110 (G) 1HZ variante_intrénica IVS5+5A>G
CD38 rs139655522 A AlIG G 0,0000 (G) 1HZ variante_sinénima p.Arg247(p=)
NF-k8 rs4648039 C CIT T 0,0087 (T) 4HZ variante_sindnima p.Tyr350(p=)
NF-kS rs1609993 T C/C C 0,0417 (T) 38HM/7HZ variante_sinénima p.Aala381(p=)
NF-k5 rs4648072 A AlIG G 0,0119 (G) 1HZ variante_missense p.Met507Val
NF-kp rs190121351 | T T/C C 0,0005 (C) 1HZ variante_sinénima p.Asp581(p=)
NF-kS rs4648093 G G/A A 0,0243 (A) 1HZ variante_sinénima p.Thr585(p=)
NF-kfS rs777416263 C CIT T 0,00002 (T) 1HZ variante_intrénica 1IVS20+9C>T
NF-kp rs148268461 | T TITA A 0,1021 (A) 4HZ variante_intronica 1VS23+2_2749+3insA
IL2 rs2069763 C A/A A 0,3443 (A) 4HM/18HZ variante_sinénima p.Leu38(p=)
IL21 rs4833837 G A/A A 0,1992 (G) 25HM/16HZ variante_sinénima p.Cys78(p=)
IL7R rs1494558 T T/IC C 0,3869 (T) 17HM/24HZ variante_missense p.11e66Thr
IL7R rs1494555 G G/A A 0,3260 (G) 18HM/23HZ variante_missense p.Vall38lle
IL7R rs2228141 C CIT T 0,1346 (T) 1HM/8HZ variante_sinénima p.His165(p=)
IL7R rs6897932 C CIT T 0,1909 (T) 3HM/12HZ variante_missense p.Thr244lle
IL7R rs41270321 A AJC C 0,0078 (C) 1HZ variante_missense p.Asn348Thr
IL7R rs3194051 A AIG G 0,2257 (G) 4HM/16HZ variante_missense p.lle356Val
PIK3R1 |rs706713 C CIT T 0,4414 (T) 3HM/20HZ variante_sinénima p.Tyr73(p=)
PIK3R1 |[rs376498902 |T TIC C 0,00002 ( C) 1HZ variante_intronica IVS2+9T>C
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PIK3R1 |[rs375394677 |C C/IA A 0,0004 (A) 1HZ variante_intronica IVS3+5C>A
PIK3R1 |rs61749601 T T/C C 0,0156 (C) 2HZ variante_sinénima p.11e207(p=)
PIK3R1 |rs3730089 G G/A A 0,2175 (A) 8HZ variante_missense p.Met3261le
PIK3R1 |rs3730090 C CIT T 0,0695 (T) 1HZ variante_sinénima p.Phe392(p=)
PIK3R1 |rs3729981 T TIC C 0,0435 (C) 1HM/1HZ variante_sinoénima p.Leu703(p=)
IL13 rs55733734 C CIT T 0,0009 (T) 2HZ variante_sinénima p.Thr20(p=)
IL13 rs20541 A G/G G 0,2683 (A) 32HM/13HZ variante_missense p.GIn144Arg
IL4 rs35648164 C CIT T 0,0050 (T) 1HZ variante_sinénima p.Asplll(p=)
IL4 rs2243290 C CIA A 0,4066 (A) 15HZ variante_intrénica IVS3-9C>A
HDAC9 |rs34096894 C CIT T 0,0408 (T) 2HZ variante_sinénima p.Leul94(p=)
HDAC9 |[rs150067220 |G G/A A 0,0069 (A) 1HZ variante_intrénica IVS7+10G>A
HDAC9 |rs35691757 C CIT T 0,0311 (T) 1HZ variante_sinénima p.Ser527(p=)
HDAC9 |rs1178127 A AlIG G 0,3301 (G) 2HM/23HZ variante_sinénima p.Pro624(p=)
HDAC9 |rs17139769 A AIC C 0,0586 (C) 1HZ variante_intrénica 1IVS12+6A>C
HDAC9 |rs2389998 C CIT T 0,2312 (C) 29HM/16HZ variante_sinénima p.Phel1010(p=)
IL6 rs2069860 A AIT T 0,0018 (T) 1HZ variante_missense p.Aspl62Val
IL6 rs2069849 C CIT T 0,0559 (T) 2HZ variante_sinénima p.Phe201(p=)
FAM126
A rs3735231 T T/IC C 0,3768 (C) 5HM/11HZ variante_sinénima p.Ser208(p=)
CD72 rs34791102 G G/A A 0,0517 (A) 3HZ variante_missense p.Pro234Leu
CD72 rs35185125 C CIA A 0,0124 (A) 2HZ variante_missense p.Val50Leu
PAX5 rs3780135 G AlA A 0,2138 (G) 39HM/5HZ variante_sinénima p.Tyr370(p=)
PAX5 rs35469494 C CIT T 0,0174 (T) 5HZ variante_sinénima p.Gly343(p=)
FAM120
A rs10821135 C TIT T 0,4144 (C) 11HM/19HZ variante_sinénima p.His254(p=)
FAM120
A rs35062269 T TITA A 3,594e-05 (A) THZ variante_intrénica IVS5+2 933+3insA
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FAM120
A rs147979681 C CIT T 0,0713 (T) 1HM/4HZ variante_sinénima p.His447(p=)
FAS rs5030766 A AIG G 0,0266 (G) 1HZ variante_ 5 prima_UTR 5'UTR-34A>G
FAS rs3218619 G G/A A 0,0343 (A) 1HZ variante_missense p.Alal6Thr
FAS rs2229521 A AIG G 0,0394 (G) 3HZ variante_sinénima p.Thr74(p=)
FAS rs2234978 T T/C C 0,2358 (T) 22HM/19HZ variante_sinénima p.Thr214(p=)
BLNK rs727852 A AlIG G 0,4876 (A) 28HM/17THZ variante_sinénima p.Pro57(p=)
IKK rs17880383 G G/A A 0,0394 (A) 6HZ variante_sinénima p.Serd86(p=)
IKK rs34458357 T T/IC C 0,0014 (C) 1HZ variante_sindnima p.Glyd47(p=)
IKK rs2230804 C TIT T 0,4377 (C) 21HM/10HZ variante_missense p.Val268lle
CD20 rs2070770 C CIT T 0,0678 (T) 1HM/4HZ variante_sinénima p.1le72(p=)
CLCF1 |rs867193 A TIT T 0,0852 (T) 1HM/2HZ variante_sinénima p.Pro36(p=)
ATM rs1800054 C CIG G 0,0055 (G) 1HZ variante_missense p.Ser49Cys
ATM rs2234997 T TIA A 0,0458 (A) 1HZ variante_missense p.Aspl26Glu
ATM rs3218707 G G/C C 0,0124 (C) 1HZ variante_missense p.Vall82Leu
ATM rs3218674 C CIT T 0,0069 (T) 1HZ variante_sinénima p.Val245(p=)
ATM rs28904919 C CIT T 0,0014 (T) 1HZ variante_missense p.Ser333Phe
ATM rs138398778 C CIT T 0,00009 (T) 1HZ variante_missense p.Arg337Cys
ATM rs4986761 T T/IC C 0,0050 (C) 1HZ variante_missense p.Ser707Pro
ATM rs34231402 T TIA A 0,0005 (A) 1HZ variante_missense p.Phe763Leu
ATM rs3218695 C CIA A 0,0092 (A) 1HZ variante_missense p.Asp814Glu
ATM rs1800056 T T/IC C 0,0069 (C) 1HZ variante_missense p.Phe858Leu
ATM rs1800057 C CIG G 0,0151 (G) 4HZ variante_missense p.Pro1054Arg
ATM rs3092856 C CIT T 0,0197 (T) 1HZ variante_missense p.His1380Tyr
ATM rs1800058 C CIT T 0,0092 (T) 3HZ variante_missense p.Leul420Phe
ATM rs4988008 C CIT T 0,0014 (T) 1HZ variante_sinénima p.Phel491(p=)
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ATM rs1800889 C CIT T 0,0183 (T) 6HZ variante_sinénima p.Pro1526(p=)
ATM rs3092829 T T/C C 0,0179 (C) 2HZ variante_intronica 1VVS36-8T>C
ATM rs1801516 G G/A A 0,0788 (A) 11HZ variante_missense p.Aspl853Asn
ATM rs3092910 T T/C C 0,0087 (C) 1HZ variante_sinonima p.Alal1931(p=)
ATM rs11212587 G G/A A 0,0014 (A) 1HZ variante_missense p.Gly2023Arg
ATM rs1800060 G G/A A 0,0046 (A) 1HZ variante_missense p.Val2079lle
ATM rs56815840 G G/C C 0,0046 (C) 1HZ variante_missense p.Ser2146Thr
ATM rs759069006 G GIT T 0,000008 (T) 1HZ variante_sinénima p.Leu2739(p=)
ILIORA | rs4252301 G G/C C 0,0027 (C) 2HZ variante_sinénima p.Val7(p=)
ILIORA | rs75968822 G G/IT T 0,0133 (T) 1HZ variante_intronica 1VS1+224G>T
ILLORA | rs4252249 G AlIA A 0,1145 (A) 2HM/THZ variante_sinénima p.Alaé0(p=)
ILLORA | rs4252250 C CIG G 0,0087 (G) 1HZ variante_missense p.Leu6lVal
ILLORA | rs4252303 G G/A A 0,0037 (A) 3HZ variante_missense p.Valll3lle
ILLORA | rs2256111 A G/G G 0,4757 (A) 19HM/21HZ variante_sinénima p.Alal53(p=)
ILLORA | rs3135932 A AlIG G 0,0824 (G) 8HZ variante_missense p.Serl59Gly
ILIORA | rs2228054 G G/A A 0,1218 (A) 1HM/3HZ variante_sinénima p.Pro175(p=)
ILIORA | rs2228055 A AIG G 0,1213 (G) 1HM/2HZ variante_missense p.lle224Val
ILLORA | rs2229113 A G/G G 0,1896 (A) 31HM/11HZ variante_missense p.Arg351Gly
ILIORA | rs2229114 C CIT T 0,0284 (T) 8HZ variante_missense p.Ser420Leu
AICDA | rs2028373 G G/A A 0,4826 (G) 16HM/12HZ variante_sinénima p.His155(p=)
AICDA | rs2518144 G G/A A 0,4677 (G) 9HM/25HZ variante_intrénica IVS2+16G>A
IGHM rs368913002 G G/A A 0,0008 (A) 1HZ variante_sinonima p.Pro358(p=)
IGHM rs10287 A AIG G 0,0403 (G) 1HZ variante_sinénima p.Thr281(p=)
IGHM rs113517608 G G/A A 0,0256 (A) 1HZ variante_sinénima p.11e227(p=)
IGHM rs12365 C A/A A 0,0673 (C) 45HM/1HZ variante_missense p.Gly215Val
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IGHM rs1059216 T TIC C 0,2198 (C) 5HZ variante_missense p.Ser191Gly
IGHM rs1136534 G G/A A 0,4551 (G) 14HM/19HZ variante_sinénima p.Alal07(p=)
IGHM rs113762053 G G/C C 0,0394 (C) 1HZ variante_missense p.Asp77Glu
IGHM rs375883362 G G/A A 0,0004 (A) 1HZ variante_sinonima p.Tyr65(p=)
IGHM rs368782551 C CIT T 0,0013 (T) 1HZ variante_missense p.Asp36Asn
ILAR rs17548704 C CIT T 0,0060 (T) 1HZ variante_sinénima p.Ser36(p=)
ILAR rs1805010 A AIG G 0,4512 (G) 8HM/20HZ variante_missense p.lle75Val
ILAR rs145184963 C CIT T 0,0055 (T) 1HZ variante_sinénima p.Asn79(p=)
ILAR rs112497527 | T T/IC C 0,0096 (C) 1HZ variante_sindnima p.Asp97(p=)
ILAR rs3024570 G G/A A 0,0394 (A) 6HZ variante_intronica IVS5-4G>A
ILAR rs2234895 C CIT T 0,0476 (T) 8HZ variante_sinénima p.Asnl67(p=)
ILAR rs3024638 C CIG G 0,0266 (G) 3HZ variante_sindnima p.Thr256(p=)
ILAR rs2234897 T T/C C 0,0137 (C) 1HZ variante_sinénima p.Phe313(p=)
ILAR rs1805011 A AIC C 0,2234 (C) 1HM/10HZ variante_missense p.Glu400Ala
ILAR rs2234898 G GIT T 0,2221 (T) 1HM/10HZ variante_sinénima p.Leud14(p=)
ILAR rs1805012 T TIC C 0,1016 (C) THZ variante_missense p.Cys431Arg
ILAR rs2234899 C CIT T 0,0343 (T) 3HZ variante_sinénima p.Cys431(p=)
ILAR rs2234900 T T/IC C 0,2518 (C) 2HM/10HZ variante_sinénima p.Leud33(p=)
ILAR rs1805013 C CIT T 0,0252 (T) 2HZ variante_missense p.Ser436Leu
ILAR rs1805015 T T/C C 0,2097 (C) 11HZ variante_missense p.Ser503Pro
IL4AR rs1801275 A AIG G 0,3452 (G) 2HM/14HZ variante_missense p.GIn576Arg
ILAR rs3024677 G G/A A 0,0293 (A) 3HZ variante_missense p.Val579lle
ILAR rs3024678 C CIT T 0,0069 (T) 1HZ variante_missense p.Pro675Ser
ILAR rs1805016 T TIG G 0,1181 (G) 1HM/5HZ variante_missense p.Ser752Ala
ILAR rs1805014 T T/C C 0,0087 (C) 2HZ variante_missense p.Ser786Pro
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ILAR rs2074570 T TIC C 0,0994 (C) 2HZ variante_3 prima_UTR 3'UTR*6T>C
CD19 rs142342927 G G/A A 0,0032 (A) 2HZ variante_sinénima p.Serl27(p=)
CD19 rs2904880 C CIG G 0,1827 (C) 25HM/14HZ variante_missense p.Leul74Val
CD19 rs148200569 C CIT T 0,0005 (T) 1HZ variante_missense p.Prol76Leu
CD19 rs35979293 G GIT T 0,2624 (T) 6HM/10HZ variante_sinoénima p.Pro235(p=)
CD19 rs34763945 G G/A A 0,0256 (A) 1HZ variante_missense p.Arg515His
CD79B | rs2070776 A G/G G 0,4006 (A) 22HM/19HZ variante_sindnima p.Cys123(p=)
CD23 rs142442084 | A AlIG G 0,0004 (G) 1HZ variante_missense p.Ser316Pro
CD23 rs8102872 C CIT T 0,0055 (T) 2HZ variante_missense p.Arg284Gln
CD23 rs2228138 G AlIA A 0,3622 (A) THM/23HZ variante_sinénima p.His239(p=)
CD23 rs1042429 C CIT T 0,0032 (T) 3HZ variante_sinénima p.Gly230(p=)
CD23 rs4996973 A AIG G 0,3622 (G) 7THM/23HZ variante_intrénica 1VS9-8T>C
CD23 rs28364072 A AIG G 0,3622 (G) 7HM/23HZ variante_intronica IVS9+7T>C
CD23 rs72558007 C CIT T 0,0160 (T) 3HZ variante_missense p.Gly76Ser
CD23 rs2228137 G G/A A 0,1635 (A) 3HM/12HZ variante_missense p.Arg62Trp
CD23 rs138917660 |C CIT T 0,0014 (T) 1HZ variante_missense p.Ala32Thr
CD23 rs2287866 A AIG G 0,1575 (G) 1HM/5HZ variante_sinénima p.Arg20(p=)
CD320 rs2227289 G G/C C 0,1172 (C) 1HM/3HZ variante_sinénima p.Thr279(p=)
CD320 rs2336573 C CIT T 0,1172 (T) 1HM/3HZ variante_missense p.Gly220Arg
CD320 rs2232784 G G/A A 0,1168 (A) 1HM/3HZ variante_sinénima p.Serl61(p=)
CD320 |rs188158114 |C CIT T 0,0005 (T) 1HZ variante_missense p.Asp160Asn
CD320 rs2232783 C C/IA A 0,1172 (A) 1HM/3HZ variante_sinonima p.Thr149(p=)
CD320 rs2232776 C CIG G 0,1172 (G) 1HM/3HZ variante_intrénica 1VS1+10G>C
CD320 1s2232775 T T/C C 0,1470 (C) 1HM/3HZ variante_missense p.GIn8Arg
CD320 |rs2232773 C CIT T 0,1177 (T) 1HM/3HZ variante_ 5 prima_UTR |5'UTR-2G>A
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CD22 rs146504496 C CIT T 0,0041 (T) 1HZ variante_sinénima p.Cys265(p=)
CD22 rs145621000 |G G/C C 0,0023 (C) 5HZ variante_sinénima p.Leu325(p=)
CD22 rs61741013 G G/A A 0,0137 (A) 1HZ variante_missense p.Ala391Thr
CD22 rs25677 C CIT T 0,0522 (T) 3HZ variante_sinonima p.Cys484(p=)
CD22 rs35715143 G G/A A 0,0188 (A) 1HZ variante_missense p.Gly551Arg
CD22 rs7259477 G G/A A 0,0027 (A) 1HZ variante_sinénima p.Pro681(p=)
CD22 rs10406069 G G/A A 0,1442 (A) 2HM/16HZ variante_missense p.Gly745Asp
CD22 rs79438722 C CIT T 0,0376 (T) 2HZ variante_sinénima p.Cys790(p=)
CD22 rs117891073 G G/A A 0,0156 (A) 1HZ variante_intrénica IVS13+10G>A
TGF-4 rs1800472 G G/A A 0,0137 (A) THZ variante_missense p.Thr263lle
TGF-p rs55659002 TG TGIT - 0,0139 (-) 4HZ variante_intrénica 1VVS4-8delC
TGF- rs202071274 | T T/IA A 0,0005 (A) 1HZ variante_sinénima p.Thrl37(p=)
TGF-p rs1800471 C CIG G 0,0462 (G) 5HZ variante_missense p.Arg25Pro
TGF-p rs1800470 G A/A A 0,4446 (G) 9HM/13HZ variante_missense p.Prol0Leu
FCGRT |rs150420714 G G/C C 0,0023 (C) 2HZ variante_missense p.Lys132Asn
FCGRT |[rs200294618 |G G/A A 0,0005 (A) 1HZ variante_missense p.Arg185His
FCGRT | rs2878342 C CIT T 0,1268 (T) 1HM/5HZ variante_sinénima p.Arg194(p=)
FCGRT |rs3810194 T TIC C 0,1166 ( C) 1HM/4HZ variante_intronica IVS5+7T>C
FCGRT |[rs768835093 |G G/A A 0,00003 (A) 1HZ variante_missense p.Ala365Thr
FCAR rs1865096 A AlIG G 0,2482 (A) 32HM/11HZ variante_sinénima p.Arg108(p=)
FCAR rs11666735 G G/A A 0,0627 (A) 6HZ variante_missense p.Asp113Asn
FCAR rs61735069 T T/C C 0,0545 (C) 4HZ variante_sinonima p.Leu211(p=)
FCAR rs79401710 C CIT T 0,0531 (T) 4HZ variante_sinénima p.Pro224(p=)
FCAR rs61735070 G G/A A 0,0019 (A) 1HZ variante_sinénima p.Pro266(p=)
FCAR rs16986050 A AIG G 0,1662 (G) 3HM/11HZ variante_missense p.Ser269Gly
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ADA rs183914222 G G/A A 0,0005 (A) 1HZ variante_3 prima UTR | 3'UTR*4C>T
ADA rs244076 T T/C C 0,2212 (C) 4AHM/11HZ variante_sinénima p.Vall78(p=)
ADA rs61737144 C CIT T 0,0298 (T) 4HZ variante_sinénima p.Val130(p=)
ADA rs11555566 T T/C C 0,0430 (C) 5HZ variante_missense p.Lys80Arg
ADA rs73598374 C CIT T 0,0440 (T) 4HZ variante_missense p.Asp8Asn
CD40 rs1883832 T T/C C 0,2436 (T) 21HM/18HZ |variante 5 prima_ UTR |5'UTR-1T>C
CD40 rs11569321 C TIT T 0,0325 (T) 1HM variante_missense p.Serl24l eu
CD40 rs7273698 C TIT T 0,0343 (T) 1HM variante_sinénima p.Phe202(p=)
CD40 rs11086998 C CIG G 0,0211 (G) 2HZ variante_missense p.Pro227Ala
CHRNA4 | rs2229960 A G/IG G 0,1204 (A) 27THM variante_sinénima p.Cys409(p=)
CHRNA4 | rs2229959 C AlIA A 0,2321 (C) 26HM/4HZ variante_sinénima p.Pro403(p=)
CHRNA4 |rs781131183 | T CIC C 0,00001 C 1HM variante_missense p.GIn399Arg
CHRNA4 | rs76270730 G G/A A 0,0005 (A) 1HZ variante_sinénima p.Phe326(p=)
CHRNAA4 | rs1044394 A G/G G 0,1287 (A) 41HM/AHZ variante_sinénima p.Cys226(p=)
CHRNA4 | rs1044393 A G/IG G 0,2147 (A) 31HM/12HZ variante_sinénima p.Asp213(p=)
CHRNAA4 | rs2273506 G G/A A 0,0962 (A) 2HM/10HZ variante_sinénima p.Leu63(p=)
CHRNA4 |rs79739740 C TIT T 0,0229 (T) 1HM/2HZ variante_sinénima p.Leul7(p=)
CHRNA4 | rs6089898 C CIG G 0,0008 (G) 1HZ variante_sinénima p.Ala8(p=)
CHRNAA4 | rs6090387 G G/C C 0,3997 (G) 1HM/2HZ variante_ 5 prima_UTR 5'UTR-30C>G
ILLORB | rs80027572 G G/A A 0,0023 (A) 1HZ variante_missense p.Glu25Lys
ILIORB | rs2834167 A AIG G 0,3457 (G) 1HM/16HZ variante_missense p.Lys47Glu
VPREB1 |rs9619852 G G/A A 0,0554 (A) THZ variante_sinonima p.Leu23(p=)
VPREB1 |rs1320 G G/A A 0,0298 (A) 1HZ variante_missense p.Asp76Asn
VPREB1 |rs5995719 C TIT T 0,1493 (T) 2HM/12HZ variante_sinénima p.Ser121(p=)
VPREB1 |rs5995720 G A/A A 0,1511 (A) 2HM/11HZ variante_missense p.Glul32Lys
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IGLL1 rs8138122 C CIT T 0,0403 (T) 2HZ variante_missense p.Arg189His
IGLL1 rs75088277 G G/A A 0,0343 (A) 2HZ variante_sinénima p.Prol183(p=)
IGLL1 rs111903752 |A AIT T 0,0449 (T) 3HZ variante_missense p.Met162Lys
IGLL1 rs139571703 C CIT T 0,0353 (T) 2HZ variante_missense p.Gly159Ser
IGLL1 rs145176864 G G/A A 0,0206 (A) 2HZ variante_missense p.Prol155Leu
IGLL1 rs73157031 G G/A A 0,1346 (A) 9HZ variante_missense p.Thr148lle
IGLL1 rs114285337 C CIT T 0,0037 (T) 1HZ variante_sindnima p.GIn103(p=)
IGLL1 rs115303391 G G/A A 0,0247 (A) 1HZ variante_sinénima p.Ser100(p=)
IGLL1 rs116041505 |G GIT T 0,0266 (T) 3HZ variante_missense p.Thr95Lys
IGLL1 rs116275804 G G/A A 0,0229 (A) 3HZ variante_sinénima p.Asn92(p=)
IGLL1 rs758781859 G G/A A 0,00004 (A) 1HZ variante_missense p.Serd5Leu
MIF rs189811391 C CIT T 0,0064 (T) 1HZ variante_intrénica IVS2-9C>T
MIF rs2070766 C CIG G 0,1900 (G) 1HM/10HZ variante_intrénica IVS2-6C>G
CD40LG |rs1126535 T TIC C 0,1911 (C) 4HM/2HZ variante_sinénima p.Leu50(p=)

HM: homocigosis; HZ: heterocigosis; MAF: Frecuencia alélica minoritaria; ND: No disponible; prot: proteina.
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Anexo 3: Polimorfismos encontrados en genes de la via del complemento, en donantes

Gen dbSNP Referencia | Genotipo Alelo 1kg_MAF | Pacientes Efecto HGVS-prot
(HM/HZ)

MASP2 rs1782455 G G/A A 0,2926 (G) 20HM/8HZ | variante_sinonima p.Ser493(p=)
MASP2 rs12085877 C CIT T 0,0247 (T) 1HZ variante_missense p.Arg439His
MASP2 rs2273346 A AIG G 0,0897 (G) 2HZ variante_missense p.Val377Ala
MASP2 rs12711521 C C/IA A 0,3745 (C) 18HM/10HZ | variante_missense p.Asp371Tyr
MASP2 rs12142107 Cc CIT T 0,1007 (T) 1HZ variante_sinonima p.Ala297(p=)
MASP2 rs61735598 C CIT T 0,0165 (T) 1HZ variante_sinénima p.Thr294(p=)
MASP2 rs7536030 G G/A A 0,0701 (A) 1HZ variante_sinénima p.Tyr243(p=
MASP2 rs138386377 G G/A A 0,0060 (A) 1HZ variante_sinénima p.Alal36(p=)
MASP2 rs56392418 G G/A A 0,0321 (A) 1HZ variante_missense p.Prol26Leu
MASP2 rs72550870 T TIC C 0,0174 (C) 1HZ variante_missense p.Aspl20Gly
C10QA rs172378 A AIG G 0,4148 (A) 6HM/11HZ | variante_sinénima p.Gly92(p=)
C10QA rs180679721 A A/C C 0,0005 (C) 1HZ variante_missense p.11e99Leu
C10QA rs149050968 C CIT T 0,0037 (T) 2HZ variante_sinénima p.11e175(p=)
C1QC rs80083522 C CIT T 0,2926 (T) 9HZ variante_sinénima p.Pro42(p=)
FCN3 rs28357092 AG AG/A - 0,0151 (-) 1HZ variante_frameshift p.Leull7SerfsTer65
C8A rs652785 C C/IA A 0,3278 (A) 5HM/15HZ | variante_missense p.GIn93Lys
C8A rs139141074 Cc CIT T ND 1HZ variante_missense p.Argl07Cys
C8A rs150404785 G G/A A 0,0014 (A) | 1Hz variante_missense p.Aspl29Asn
C8A rs386631447 GC GCITT TT ND 4HZ variante_missense p.Arg485Leu
C8A rs1754533 T TIC C 0,1030 (C) | 4Hz variante_sinénima p.Pro501(p=)
C8A rs1342440 G G/IC C 0,1035(C) | 4Hz variante_missense p.Glu561GIn
C8A rs17300936 C CIT T 0,0728 (T) 1HM/5HZ variante_missense p.Pro575Leu
C8B rs202139453 G G/A A 0,0009 (A) | 1HZ variante_3 prima_UTR 3'UTR*10C>A
C8B rs139498867 C C/IA A 0,0037 (A) | 1Hz variante_missense p.Asp382Tyr

235




Anexo 3

Gen dbSNP Referencia | Genotipo Alelo 1kg_MAF | Pacientes Efecto HGVS-prot
(HM/HZ)
C8B rs12085435 G G/A A 0,0421 (A) | 5Hz variante_missense p.Pro261Leu
C8B rs12067507 C CIT T 0,0412 (T) 5HZ variante_missense p.Glul08Lys
CRP chr1:159.683.371 C CIG G 0,008302 ( | 1HZz variante_missense p.Ala207Pro
C
CRP rs1800947 C G/G G O,)0412 (G) | 1HZ/4AHM variante_sinénima p.Leul84(p=)
CRP rs77832441 G G/A A 0,0005 (A) | 1HZ variante_missense p.Thr59Met
CFH rs800292 G A/A A 0,4345 (A) | 4HM/4HZ variante_missense p.Val62lle
CFH rs1061147 C C/IA A 0,2958 (A) | 5HM/11HZ | variante_sin6nima p.Ala307(p=)
CFH rs1061170 T T/IC C 0,2784 (C) 5HM/11HZ | variante_missense p.His402Tyr
CFH rs2274700 G G/A A 0,4368 (A) | 5HM/10HZ | variante_sin6nima p.Alad73(p=)
CFH rs143237092 G GIT T 0,0005 (T) 1HZ variante_missense p.Gly650Val
CFH rs3753396 A AIG G 0,2331(G) | 1HM/9HZ variante_sinonima p.GIn672(p=)
CFH rs35292876 C CIT T 0,0041 (T) 2HZ variante_sinénima p.His878(p=)
CFH rs515299 G GIT T 0,0517 (T) 1HZ variante_missense p.Ser890lle
CFH rs1065489 G GIT T 0,2326 (T) 1HM/10HZ | variante_missense p.Glu936Asp
CFH rs534399 G GIT T 0,0746 (T) 1HZ variante_missense p.Val1007Leu
CFH rs513699 T TIC C 0,2585(C) | 3HZ variante_intronica IVS19-5T>C
CFH rs61822181 C CIT T 0,2657 (T) THZ variante_sinénima p.Thr1046(p=)
CFHR3 rs400344 C TIT T 0,4112 (C) 8HM/10HZ | variante_sin6nima p.Ser159(p=)
CFHR3 rs138675433 C TIT T 0,2230 (T) 1HM variante_missense p.Pro241Ser
CFHR3 chr1:196.762.487 CAT C/IC - 0,001246 (-) | 1HM variante_frameshift p.11e280LysfsTer7
CFHR1 rs425757 C TIT T 0,3649 (T) 4HM/4HZ variante_missense p.His157Tyr
CFHR1 rs113811987 C G/G G 0,3127 (G) | 3HM variante_missense p.Leul59Val
CFHR1 rs388862 G CIC C 0,3013 (C) | 2HM variante_missense p.Glul75GIn
CFHR1 rs3201739 A G/G G 0,3196 (G) | 2HM variante_sinénima p.Thr196(p=)
CFHR1 rs12406079 G G/A A 0,1136 (A) | 3HM/5HZ variante_sinénima p.Pro223(p=)
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CFHR1 rs4230 G GIT T 0,4954 (T) 6HM/8HZ variante_sinénima p.Arg302(p=)
CFHR1 rs414628 A TIT T 0,4258 (T) 6HM/7THZ variante_sinénima p.Arg314(p=)
CFHR4 rs7417769 A A/G G 0,3700 (A) | 10HM/14HZ | variante_missense p.Asn209Ser
CFHR4 rs181498339 A AT T 0,0032 (T) 1HZ variante_missense p.GIn388Leu
CFHR4 rs75774768 Cc CIA A 0,0018 (T) 1HZ variante_sinénima p.Argdll(p=)
CFHR4 rs371009491 G G/A A 0,03311 (A) | 1HZ variante_sinénima p.Ser506(p=)
CFHR4 rs150845796 A AT T 0,0975 (T) 5HZ variante_sinénima p.Pro509(p=)
CFHR4 rs10494745 G G/A A 0,0527 (A) | 4HZ variante_missense p.Gly552Glu
CFHR2 rs79351096 G G/A A 0,0151 (A) 1HZ variante_missense p.Cys72Tyr
CFHR2 rs4085749 C CIT T 0,3347 (T) 1HM/6HZ variante_sinénima p.Cys140(p=)
CFHR2 rs41310132 A AIG G 0,0082 (G) 2HZ variante_missense p.Tyr264Cys
CFHR5 rs12097550 C CIT T 0,0105 (T) 1HZ variante_missense p.Pro46Ser
CFHR5 rs140215003 T TIC C 0,0050 (C) 1HZ variante_sinénima p.Thr143(p=)
CFHR5 rs139017763 G G/A A 0,0073 (A) 1HZ variante_missense p.Gly278Ser
CFHR5 rs35662416 G G/A A 0,0156 (A) | 3HZ variante_missense p.Arg356His
CFHR5 rs144438200 G G/A A 0,0005 (A) 1HZ variante_missense p.Gly471Glu
C4BPA rs55867570 Cc CIA A 0,0270 (A) | 3Hz variante_missense p.Pro4Gln
C4BPA rs1126618 C CIT T 0,1516 (T) 1HM/8HZ variante_sinénima p.Gly225(p=)
C4BPA rs4844573 T T/IC C 0,4679 (C) 5HM/3HZ variante_missense p.11e300Thr
CR2 rs61759494 C CIG G 0,0069 (G) | 1HZz variante_sinénima p.Pro208(p=)
CR2 rs200395047 G G/A A 0,0005 (A) 2HZ variante_missense p.Arg358Lys
CR2 rs34349246 C CIT T 0,0183 (T) 4HZ variante_sinénima p.Thr539(p=)
CR2 rs1048971 G AJA A 0,4020 (A) | 3HM/12HZ | variante_sinonima p.Leu592(p=)
CR2 rs17615 G G/A A 0,2683 (A) | 2HM/8HZ variante_missense p.Ser639Asn
CR2 rs4308977 T CIC C 0,2972 (C) | 2HM/7HZ variante_missense p.Ser663Pro
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CR2 rs17616 G G/A A 0,2674 (A) | 2HM/7THZ variante_missense p.Arg671His
CR2 rs61735651 T TIC C 0,0646 (C) | 4HZ variante_sinénima p.1le776(p=)
CR2 rs140808707 G G/A A 0,0008 (A) | 1Hz variante_missense p.Arg885His
CR2 rs17618 A AIG G 0,0430 (G) | THZ variante_missense p.lle1052Val
CR2 rs17617 A A/C C 0,0723 (C) | 5SHM/9HZ variante_missense p.Alal062Glu
CR1 rs4844600 G G/A A 0,2024 (A) 2HM/8HZ variante_sinénima p.Glué0(p=)
CR1 rs199777103 C CIT T 0,0002 (T) 1HZ variante_missense p.Arg277Cys
CR1 rs2274567 A A/G G 0,2230 (G) | 11Hz variante_missense p.His1658Arg
CR1 rs3737002 C CIT T 0,2660 (T) 4HM/8HZ variante_missense p.Thr1858Met
CR1 rs12144461 C CIT T 0,0064 (T) 1HZ variante_sinénima p.Val1868(p=)
CR1 rs61734513 T T/IC C 0,0032 (C) 1HZ variante_sinénima p.Cys1902(p=)
CR1 rs17259045 A AIG G 0,0591 (G) 2HZ variante_missense p.Asn1990Ser
CR1 chr1:207.782.930 Cc CIA A 0,04275 (A) | 1HZ variante_sinonima p.11e2064(p=)
CR1 rs6691117 A AIG G 0,3892 (G) 1HM/13HZ | variante_missense p.lle2065Val
CR1 rs3811381 Cc CIG G 0,1964 (G) | IHM/11HZ | variante_missense p.Pro2277Arg
CR1 rs2296160 G AIG A 0,2115 (A) | 8HM/7HZ variante_missense p.Ala2419Thr
CD46 rs12126088 A AIG G 0,0064 (G) | 1Hz variante_sinénima p.Leul39(p=)
CD46 rs35366573 C CIT T 0,0078 (T) 1HZ variante_missense p.Ala353Val
COLEC11 rs76490827 A AIG G 0,0060 (G) 1HZ variante_sinénima p.Serd0(p=)
COLEC11 rs10170348 G G/A A 0,1516 (A) 2HZ variante_sinénima p.Lys53(p=)
COLEC11 rs7567833 A AIG G 0,1919 (G) | 4HZ variante_missense p.His233Arg
COLEC11 | rs140226372 C CIT T 0,00002 (T) | 1HZ variante_missense p.Ser262Leu
MASP1 rs850312 C CIT T 0,2119 (T) 4HM/12HZ | variante_sindnima p.Leu617(p=)
MASP1 rs72549154 C C/IA A 0,0473 (A) | 2Hz variante_missense p.Arg576Met
MASP1 rs710452 G G/A A 0,0479 (A) 1HZ variante_sinénima p.Pro458(p=)
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MASP1 rs3774268 G G/A A 0,1518 (A) | 3Hz variante_sinénima p.Ser445(p=)
MASP1 rs28945068 C CIT T 0,0087 (T) 1HZ variante_missense p.Gly426Glu
MASP1 rs113938200 C CIT T 0,0032 (T) 1HZ variante_missense p.Asp368Asn
MASP1 rs72549254 G G/A A 0,1644 (A) | 1HM/7HZ variante_intrénica IVS1+4C>T
CFI rs114013791 C C/IA A 0,0037 (A) | 1HZ variante_intronica IVS12+5G>T
CFl rs2298749 C CIT T 0,3205 (T) 2HM/15HZ | variante_sinénima p.Ser268(p=)
C9 rs13361416 T T/IC C 0,0302 (C) 1HZ variante_missense p.lle203Val
C9 rs34882957 G G/A A 0,0032 (A) | 1Hz variante_missense p.Prol167Ser
C9 rs476569 T T/IC C 0,4636 (C) | 5HM/14HZ | variante_intr6nica IVS1-10G>A
C9 rs700233 G G/A A 0,2949 (A) | 4HM/10HZ | variante_missense p.Arg5Trp
C7 rs34196526 G G/A A 0,0073 (A) 1HZ variante_sinénima p.GIn61(p=)
C7 rs1450656 T T/IC C 0,3091 (C) 5HM/15HZ | variante_intronica IVS8-9C>T
C7 rs1063499 G G/C C 0,4881 (G) | 8HM/12HZ | variante_missense p.Ser389Thr
C7 rs150696042 G G/A A 0,0014 (A) 1HZ variante_sinénima p.Glud47(p=)
C7 rs121964920 Cc CIA A 0,0014 (A) | 1Hz variante_missense p.Arg521Ser
C7 rs13157656 A A/C C 0,1809 (C) 1HM/10HZ | variante_missense p.Thr587Pro
C7 rs60714178 A AIT T 0,0810 (T) 1HM/8HZ variante_missense p.Thr598Ser
C6 rs200371424 T TIC C 0,0016 (C) 1HZ variante_sinénima p.GIn779(p=)
C6 rs41271067 T T/IC C 0,0055 (C) 1HZ variante_missense p.Asp696Gly
C6 rs184169749 C CIG G 0,0005 (G) | 1HZ variante_missense p.Asp667His
C6 rs62361567 A AIG G 0,0206 (G) 2HZ variante_sinénima p.Ser545(p=)
C6 chr5:41.176.606 TG TGIT - 0,000695 1HZ variante_frameshift p.GIn380SerfsTer7
T-
C6 rs61733159 T TIG G 8,0240 (©)] 2HZ variante_sinénima p.Thr226(p=)
C6 rs1801033 T T/IG G 0,4064 (G) | 3HM/16HZ | variante_missense p.Glul19Ala
C6 rs144491040 T TIG G 0,00002 (G) | 1HZ variante_missense p.Asn74His
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C6 rs200359838 T TIG G 0,00002 (G) | 1HZ variante_missense p.Glu62Asp
C2 rs9332739 G G/IC C 0,0302 (C) 1HZ variante_missense p.Glu318Asp
C2 rs1042663 G G/A A 0,0971 (A) | 7THZ variante_sinénima p.Ala341(p=)
C2 rs9332730 G G/IC C 0,0444 (C) | 3HZ variante_intrénica 1VS15+6G>C
C2 rs36221133 T T/IC C 0,0137 (C) 1HZ variante_missense p.Val641Ala
CFB rs4151667 T TIA A 0,0298 (A) | 1Hz variante_missense p.Leu9His
CFB rs12614 C CIT T 0,1671 (T) 1HM/8HZ variante_missense p.Arg32Trp
CFB rs641153 G G/A A 0,0983 (A) | 7THzZ variante_missense p.Arg32GIn
CFB rs1048709 G G/A A 0,1735(A) | 5HZ variante_sinénima p.Argl50(p=)
CFB rs4151669 G G/A A 0,0284 (A) 1HZ variante_sinénima p.Prol168(p=)
CFB rs113197809 C TIT T 0,0027 (T) 1HM variante_sinénima p.Ser200(p=)
CFB rs4151651 G G/A A 0,0133 (A) 2HZ variante_missense p.Gly252Ser
CFB rs45600936 C CIT T 0,0064 (T) 1HZ variante_sinénima p.Arg379(p=)
CFB rs2072634 C CIT T 0,0243 (T) 3HZ variante_sinénima p.Val455(p=)
CFB rs4151659 A AIG G 0,0183 (G) | 1Hz variante_missense p.Lys565Glu
CFB rs45484591 A A/C C 0,0069 (C) 1HZ variante_missense p.Glu566Ala
PLG rs4252070 G G/A A 0,0046 (A) | 1HZ variante_missense p.Glu57Lys
PLG rs4757 C CIT T 0,2509 (T) 4HM/13HZ | variante_sin6nima p.Asn110(p=)
PLG rs143034754 G A/A A 0,0009 (A) 1HM variante_missense p.Arg253His
PLG rsl4224 T TIC C 0,4501 (C) 4HM/14HZ | variante_sin6nima p.Cys257(p=)
PLG rs4252187 G G/A A 0,0018 (A) 1HZ variante_missense p.Arg261His
PLG rs1130656 C CIT T 0,3709 (T) 3HM/11HZ | variante_sin6nima p.Phe314(p=)
PLG rs13231 A AIG G 0,1584 (G) | 3HM/12HZ | variante_sinonima p.GIn361(p=)
PLG rs4252119 C CIT T 0,0092 (T) 1HZ variante_missense p.Arg408Trp
PLG rs4252120 T TIC C 0,1621 (C) 3HM/10HZ | variante_intr6nica IVS10+9T>C
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PLG rs4252125 G G/A A 0,1621 (A) | 3HM/12HZ | variante_missense p.Asp472Asn
PLG rs4252128 C CIT T 0,0096 (T) 1HZ variante_missense p.Ala494Val
PLG rs4252129 C CIT T 0,0032 (T) 2HZ variante_missense p.Arg523Trp
PLG rs4252170 T TIC C 0,0824 (C) | 4HZ variante_sinénima p.Ala694(p=)
PLG rs11060 G GIT T 0,3114 (T) 4HM/14HZ | variante_sin6nima p.Gly762(p=)
CLU rs9331939 G G/A A 0,0041 (A) | 1HZ variante_sinénima p.Asp328(p=)
CLU rs7982 G G/A A 0,3489 (A) | 4AHM/7THZ variante_sinénima p.His263(p=)
C5 rs41258306 T TIC C 0,0380 (C) | 3Hz variante_sinénima p.Lys1602(p=)
C5 rsl7612 T TIG G 0,0293 (G) | 3HZ variante_missense p.Glul437Asp
C5 rs12237774 Cc cIT T 0,1062 (T) 1HZ variante_sindnima p.Alal422(p=)
C5 rs17610 C CIT T 0,0220 (T) 1HZ variante_missense p.Ser1310Asn
C5 rs115696235 T TIC C 0,0169 (C) | 1HZ variante_intrénica IVS26+9A>G
C5 rs41311885 Cc CIT T 0,0062 (T) 1HZ variante_sinonima p.Lys1042(p=)
C5 rs41311887 G GIT T 0,00621 (T) | 1HZ variante_missense p.GIn1043Asn
C5 rs17611 Cc CIT T 0,4075 (T) 6HM/14HZ | variante_missense p.Val802lle
C5 chr9:123.776.258 C CIT T 0,04121 (T) | 1HZ variante_missense p.Arg717GIn
C5 rs25681 G G/A A 0,4084 (A) | 5HM/15HZ | variante_sin6nima p.Tyr544(p=)
C5 rs2230214 G G/A A 0,0710 (A) | 4HZ variante_sinénima p.Thrd87(p=)
C5 rs10985126 T T/IC C 0,2253 (C) 6HZ variante_sinénima p.Gly385(p=)
C5 rs17216529 Cc CIT T 0,1511 (T) 2HZ variante_missense p.Vall45lle
C5 rs140125346 T TIG G ND 1HZ variante_sinénima p.Pro89(p=)
FCN2 rs17514136 A AlG G 0,1951 (G) | IHM/7HZ | variante 5 prima_ UTR | 5'UTR-4A>G
FCN2 rs3128624 A AIG G 0,3608 (G) | 6HM/15HZ | variante_intrdnica IVS2-9A>G
FCN2 rs4520243 T TIC C 0,3585 (C) 6HM/15HZ | variante_sinonima p.Arg74(p=)
FCN2 rs17549193 C CIT T 0,2418 (T) 1HM/7HZ variante_missense p.Thr236Met
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FCN2 rs7851696 G TIT T 0,1493 (T) 1HM/5HZ variante_missense p.Ala258Ser
IL2RA rs2228149 G G/A A 0,0641 (A) | 1HZ variante_sinénima p.His172(p=)
IL2RA rs11256369 C CIG G 0,1928 (G) | 1HM/10HZ | variante_intronica IVS3+7C>G
IL2RA rs2228150 C CIT T 0,0673 (T) 3HZ variante_sinénima p.Pro28(p=)
MBL2 rs930507 C CIG G 0,2294 (G) | THZ variante_sinénima p.Leul26(p=)
MBL2 rs1800450 C CIT T 0,1218 (T) 9HZ variante_missense p.Gly54Asp
MBL2 rs5030737 G G/A A 0,0284 (A) 1HZ variante_missense p.Arg52Cys
SERPING1 | rs11229070 C CIT T 0,0078 (T) 1HZ variante_sinénima p.Ser406(p=)
SERPING1 | rs4926 G G/A A 0,1699 (A) | 3HM/13HZ | variante_missense p.Val480Met
C1s rs12146727 G G/A A 0,1085 (A) | 4Hz variante_missense p.Argl19His
C1S rs7965055 C CIT T 0,0778 (T) 5HZ variante_sinénima p.Cysl147(p=)
C1S rs1143664 A AIG G 0,0801 (G) | 5HZ variante_sinénima p.Pro389(p=)
C1s rs138087323 G G/C C 0,00002 (C) | 1HZ variante_missense p.Glu608Asp
CiR rs75380747 G GIT T 0,0453 (T) 1HZ variante_sinénima p.lle412(p=)
CiR rs1126605 C CIT T 0,1749 (T) 10HZ variante_missense p.Glul83Lys
CiR rs1801046 G G/A A 0,2527 (A) 2HM/9HZ variante_missense p.Serl51Leu
A2M rs200486795 T TIG G 0,00002 (G) | 1HZ variante_missense p.Serl411Arg
A2M rs190813517 A A/C C 0,0005 (C) 2HZ variante_intronica 1IVS26-9T>G
A2M chr12:9.230.415 C CIT T 0,008257 1HZ variante_missense p.Arg1053GIn
T

A2M rs669 T T/IC C ((),2)656 © 2HM/11HZ | variante_missense p.lle1000Val
A2M rs11609582 A AIT T 0,1410 (T) 1HM/9HZ variante_intronica IVS20-4T>A
A2M rss5761427 G G/A A 0,0082 (A) | 1Hz variante_missense p.Ala844Val
A2M 1s2228222 G G/A A 0,0307 (A) | 6HZ variante_sinénima p.Tyrd32(p=)
CTSG rs61737118 G G/A A 0,0293 (A) | 2Hz variante_sinénima p.Phe234(p=)
CTSG rs45567233 T TIC C 0,1003 (C) | 2Hz variante_missense p.Asn125Ser
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IGHG2 rs28371022 Cc cIT T 0,4363 (T) 4HM/17HZ | variante_sin6nima p.Thr316(p=)
IGHG2 rs1049810 T TIC C ND 2HM/4HZ variante_sinénima p.Thr273(p=)
IGHG2 rs11160859 G G/A A 0,4611 (A) | 7THM/14HZ | variante_sin6nima p.Vall87(p=)
IGHG2 rs8009156 C TIT T 0,2894 (T) 1HM/7HZ variante_missense p.Vall61Met
IGHG2 rs11627594 G GIT T 0,2917 (T) 1HM/18HZ | variante_missense p.Pro72Thr
IGHG2 rs11557955 C CIT T 0,4597 (T) 8HM/16HZ | variante_sin6nima p.Pro54(p=)
IGHAL rs1130951 C CIT T 0,0481 (T) 2HZ variante_3 prima_UTR 3'UTR*4G>A
IGHAL rs17349690 A AIG G 0,4420 (G) | 5HM/18HZ | variante_sin6nima p.Asp259(p=)
IGHAL rs1130510 G G/A A 0,4731 (A) | 5HM/11HZ | variante_sin6nima p.Arg253(p=)
IGHAL rs1129455 A AIG G 0,0007 (G) 1HZ variante_sinénima p.Thr203(p=)
IGHAL rs117775520 G G/A A 0,0147 (A) 2HZ variante_missense p.Pro190Ser
IGHAL rs1407 C CIG G 0,3315 (G) | 3HM/10HZ | variante_missense p.Glul76Asp
ITGAM rs1143679 G G/A A 0,0879 (A) 1HM/9HZ variante_missense p.Arg77His
ITGAM rs35314490 G G/A A 0,1213 (A) 1HM/12HZ | variante_intrdnica IVS6-4G>A
ITGAM rs200610250 A AIG G 0,0002 (G) | 1Hz variante_missense p.Lys247Glu
ITGAM rs11861251 T T/IC C 0,1044 (C) 5HZ variante_missense p.-Met441Thr
ITGAM rs8056264 C CIT T 0,0563 (T) 1HZ variante_sinénima p.Leu602(p=)
ITGAM rs1143682 G G/A A 0,3929 (A) | IHM/14HZ | variante_sinonima p.Thr834(p=)
ITGAM rs1143683 C CIT T 0,1209 (T) 2HM/12HZ | variante_missense p.Ala859Val
ITGAM rs61758333 G GIT T 0,0009 (T) 1HZ variante_missense p.-Met952lle
ITGAM rs1143678 C CIT T 0,1259 (T) 2HM/11HZ | variante_missense p.Pro1147Ser
VTN rs2227728 A G/G G 0,1273 (G) 1HM/4HZ variante_sinénima p.Asn448(p=)
VTN rs704 G G/A A 0,4231 (G) | 3HM/14HZ | variante_missense p.Thr400Met
VTN rs2227725 G G/A A 0,0214 (A) | 1HM/4HZ variante_intrénica IVS5-10G
VTN rs112887300 T TIA A 0,0046 (A) 1HZ variante_missense p.Glul26Val
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CFD rs1629038 G G/C C 0,4460 (C) | 9HM/9HZ variante_intronica 1VS2-9G>C
C3 rs17030 G G/A A 0,4922 (A) | 5HM/15HZ | variante_sin6nima p.Prol1632(p=)
C3 rs11569565 G G/A A 0,0751 (A) | 1Hz variante_intrénica IVS38-8C>T
C3 rs2277984 C CIT T 0,4853 (T) 6HM/15HZ | variante_intrdnica IVS36-4G>A
C3 rs113742728 Cc CIG G 0,0014 (G) | 1Hz variante_missense p.Aspl457His
C3 rs7951 G G/A A 0,0865 (A) | 2HM/4HZ variante_sinonima p.Alal437(p=)
C3 rs2230209 G GIT T 0,0124 (T) 1HZ variante_sinénima p.Pro1251(p=)
C3 rs11569510 G AIG G 0,1131 (G) | 1HM/9HZ variante_intronica 1VS26-8C>T
C3 rs2287845 A A/G G 0,2729 (G) | 6HM/11HZ | variante_intrdnica IVS22+7C>T
C3 rs423490 G G/A A 0,1799 (A) 1HM/10HZ | variante_sinonima p.Ala915(p=)
C3 rs428453 G G/C C 0,2729 (C) 7HM/10HZ | variante_sinénima p.Val807(p=)
C3 rs406514 A A/G G 0,1804 (G) | 1HM/10HZ | variante_intrdnica IVS17-8C>T
C3 rs142455019 G G/A A 0,0005 (A) 1HZ variante_sinénima p.Tyr730(p=)
C3 rs2230205 C CIT T 0,2097 (T) 1HZ variante_sinénima p.Thr612(p=)
C3 rs2230204 C CIT T 0,3938 (T) 5HM/11HZ | variante_sin6nima p.Val564(p=)
C3 rs2230203 G GIT T 0,0797 (T) 8HZ variante_sinénima p.Pro518(p=)
C3 rs1047286 G G/A A 0,0856 (A) | 8HZ variante_missense p.Pro314Leu
C3 rs2230201 Cc CIT T 0,2221 (T) 1HM/3HZ variante_sinénima p.Arg304(p=)
C3 rs11569571 G G/A A 0,0087 (A) 1HZ variante_sinénima p.Asn247(p=)
C3 rs2230199 G G/C C 0,0975 (C) | 6HZ variante_missense p.Argl02Gly
CALR rs201971744 A AIG G 0,0009 (G) 2HZ variante_missense p.Glu380Gly
C5AR2 rs36046934 G G/A A 0,0169 (A) 1HZ variante_sinénima p.Alal99(p=)
ITGB2 rs5030672 G G/A A 0,0082 (A) | 1Hz variante_missense p.Arg586Trp
ITGB2 rs145507744 C CIT T 0,0002 (T) 1HZ variante_missense p.Glu576Lys
ITGB2 rs235326 G G/A A 0,2331 (A) | 2HM/14HZ | variante_sin6nima p.Val441(p=)
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ITGB2 rs2230529 G GIT T 0,1928 (T) 2HM/13HZ | variante_sinénima p.Val367(p=)
ITGB2 rs2230528 C CIT T 0,1896 (T) 1HM/11HZ | variante_sin6nima p.Gly273(p=)
ITGB2 rs35903905 C CIT T 0,0169 (T) 3HZ variante_sinénima p.Ser39(p=)
ITGB2 rs5030667 G G/A A 0,0160 (A) | 5Hz variante_sinénima p.Leull(p=)
ITGB2 rs11088969 C C/IA A 0,1690 (A) | 2HM/5HZ variante_sinénima p.Leu8(p=)
CFP rs1048118 G G/A A 0,1814 (A) 6HM/5HZ variante_sinénima p.Asn428(p=)
VSIG4 rs144052171 C TIT T 0,0006 (T) 1HM variante_missense p.Arg308GIn
VSIG4 rs17315645 C TIT T 0,0175 (T) 1HM variante_missense p.Gly279Glu

HM: homocigosis; HZ: heterocigosis; MAF: Frecuencia alélica minoritaria; ND: No disponible; prot:

proteina.
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Anexo 4: Polimorfismos encontrados en genes relacionados con las células B, en donantes

Gen dbSNP Referencia | Genotipo Alelo 1kg_MAF Pacientes Efecto HGVS-prot
(HM/HZ)
PIK3CD |rs2230735 A AIG G 0,0453 (G) 1HZ variante_sinénima p.Thr226(p=)
PIK3CD |rs28730669 G G/C C 0,0096 (C) 2HZ variante_intrénica IVS7-9G>C
PIK3CD |rs61755420 C CIG G 0,0128 (G) 1HZ variante_missense p.Ser312Cys
PIK3CD |rs151235777 C CIT T 0,0005 (T) 1HZ variante_sinénima p.Tyr621(p=)
PIK3CD |rs139778709 G G/A A 0,0002 (A) 1HZ variante_sinénima p.Lys755(p=)
PIK3CD |rs139848768 C CIT T 0,0037 (T) 5HZ variante_sinénima p.Ser773(p=)
PIK3CD |rs11121484 C CIT T 0,2294 (T) 5HZ variante_sinénima p.Tyr936(p=)
VCAM1 |rs2392221 C CIT T 0,1474 (T) 9HZ variante_intronica IVS3-7C>T
chr1:101.194.80

VCAM1 |2 C CIT T 0,008249 (T) |1HZ variante_sinénima p.Ser356(p=)
VCAM1 |rs3176878 C CIT T 0,1218 (T) 6HZ variante_sindnima p.Asp693(p=)
VCAM1 |rs3176879 A AIG G 0,1291 (G) 3HZ variante_sinénima p.Lys736(p=)
IL6R rs2228144 G G/A A 0,1190 (A) 2HM/7THZ variante_sinénima p.Ala37(p=)
IL6R rs2229237 C CIT T 0,0220 (T) 1HZ variante_sinénima p.His70(p=)
IL6R rs2228145 A A/C C 0,3196 (C) 1IHM/11HZ variante_missense p.Asp358Ala
IL6R rs151155578 A AIG G 0,00002 (G) |1HZ variante_missense p.Lys389Arg
CHRNB?2 | rs112585933 G G/A A 0,0004 (A) 1HZ variante_missense p.Gly412Asp
CHRNB?2 | rs144813907 C CIT T 0,0027 (T) 1HZ variante_sinénima p.Asp495(p=)
FCRL3 | rs2282284 T T/C C 0,0536 (C) 2HZ variante_missense p.Asn721Ser
FCRL3 |rs139081042 C CIT T 0,0005 (T) 1HZ variante_missense p.Gly604Glu
FCRL3 | rs200565232 C CIT T 0,00005 (T) |1HZ variante_missense p.Val581Met
FCRL3 |rs115903952 G GIT T 0,0046 (T) 1HZ variante_missense p.Ala312Asp
FCRL3 |rs7522061 C CIT T 0,4876 (T) 5HM/9HZ variante_missense p.Asn28Asp
FCRL3 | rs12140725 G G/A A 0,1735 (A) 1HM/5HZ variante_intronica IVS3-8C>T
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(HM/HZ)
FCRL3 |rs113752575 C CIT T 0,0215 (T) 1HZ variante_5 prima_UTR 5'UTR-7delGinsA
FCER1A |rs41264475 C C/IA A 0,0096 (A) 2HZ variante_missense p.Asn247Lys
CD32B | rs144573139 G G/A A 0,0055 (A) 1HZ variante_sinénima p.Gly73(p=)
CD32B | rs6665610 G G/A A 0,1504 (A) 8HZ variante_sinénima p.Thrl12(p=)
CD32B | rs182968886 G G/A A 0,0975 (A) 1HM/5HZ variante_sinoénima p.Leu204(p=)
FASLG | rs61756244 G G/IA A 0,0458 (A) 1HZ variante_sinénima p.Pro49(p=)
MSH2 rs2303426 G G/C C 0,3846 (C) 15HM/2HZ variante_intronica IVS1+9C>G
MSH2 rs35898375 G G/IA A 0,0018 (A) 1HZ variante_sinénima p.Lys113(p=)
MSH2 rs17217772 A AIG G 0,0188 (G) 1HZ variante_missense p.Asnl127Ser
MSH2 rs4987188 G G/IA A 0,0092 (A) 1HZ variante_missense p.Gly322Asp
MSH2 rs17224360 T TIC C 0,0073 (C) 3HZ variante_intrénica IVS6-10T>C
MSH2 rs12998837 A TIT T 0,0650 (T) 1HM/4HZ variante_intrénica IVS9-9A>T
MSH2 rs2303428 T TIC C 0,1282 (C) 4HZ variante_intronica IVS12-6T>C
IGKV1-5 | rs376385014 A AIG G 0,0008 (G) 2HZ variante_sinénima p.Tyrl16(p=)
0,0007458
IGKV1-5 | rs370810449 G G/C C (G) 2HZ variante_missense p.GIn112Glu
IGKV1-5 | rs201861379 T T/C C 0,0747 (C) 3HZ variante_sinénima p.Leu76(p=)
AGACGCCT | AGACGCCTT/GGAGG | GGAGGC
IGKV1-5 | rs386648262 T CATC ATC ND 2HZ variante_missense p.Lys72Asp
IGKV1-5 | rs10865492 C CIT T 0,1519 (T) 1HM/3HZ variante_sinénima p.Ala73(p=)
ITGA4 rs35419274 G G/A A 0,0005 (A) 1HZ variante_missense p.Val359lle
ITGA4 rs1143674 G G/A A 0,4116 (A) 5HM/11HZ variante_sinénima p.Thr615(p=)
ITGA4 rs35322532 T TIA A 0,0110 (A) 1HZ variante_missense p.Ser634Thr
ITGA4 rs55705823 C CIT T 0,0005 (T) 1HZ variante_missense p.Thr785lle
ITGA4 rs1143675 T TIC C 0,0023 (C) 1HZ variante_missense p.Val824Ala
ITGA4 rs1143676 A AIG G 0,2587 (G) 2HM/10HZ variante_missense p.GIn878Arg
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(HM/HZ)
ITGA4 rs7562325 C CIT T 0,4130 (T) 5HM/12HZ variante_sinénima p.His961(p=)
ITGA4 rs202038203 T T/IA A 0,0002 (A) 1HZ variante_missense p.Leu967GlIn
ITGA4 rs2124443 G AIA A 0,0018 (A) 2HM variante_sinénima p.Leu993(p=)
ITGA4 rs61731209 C CIT T 0,0027 (T) 1HZ variante_sinénima p.Asn1026(p=)
CASP8 | rs3769823 A AIG G 0,3484 (A) 1HZ variante_missense p.Lys14Arg
CASP8 | rs17860422 C CIT T 0,0023 (T) 1HZ variante_sinénima p.Serl72(p=)
CASP8 | rs1045485 G C/C C 0,0678 (C) 2HM/1HZ variante_missense p.Asp344His
CASP8 | rs1045487 G A/A A 0,1488 (A) 1HM/2HZ variante_sinénima p.GIn379(p=)
HDAC4 | rs61754649 G G/A A 0,0142 (A) 5HZ variante_sindnima p.Ser874(p=)
HDAC4 |rs1063639 G G/IA A 0,4199 (G) 4HM/11HZ variante_sinénima p.Pro855(p=)
HDAC4 | rs61752234 T T/C C 0,0366 (C) 4HZ variante_sinénima p.Thr787(p=)
HDAC4 | rs7585225 C CIT T 0,1777 (T) 1HM/9HZ variante_intrénica IVS15+10A>G
HDAC4 | rs138463443 C C/IA A 0,00005 (A) |1HZ variante_missense p.Ala615Ser
HDAC4 |rs148813865 C CIT T 0,0027 (T) 1HZ variante_sinénima p.Glu598(p=)
HDAC4 | rs79199572 C CIT T 0,0234 (T) 1HZ variante_sinénima p.Pro522(p=)
HDAC4 | rs10207474 T T/C C 0,0847 (C) 1HZ variante_intrénica IVS11+10A>G
HDAC4 | rs35291459 C CIT T 0,0788 (T) 2HZ variante_sinénima p.Pro423(p=)
HDAC4 | rs2290087 G G/A A 0,1378 (A) 5HM/THHZ variante_intrénica IVS7-7T>C
HDAC4 | rs2290092 C CIT T 0,1021 (T) 5HZ variante_intrénica IVS4+8G>A
CD38 rs1800051 A A/C C 0,0888 (C) 3HZ variante_sinénima p.11e168(p=)
NFKB1 |rs1609993 C CIT T 0,0417 (T) 6HZ variante_sinénima p.Aala381(p=)
NFKB1 |rs138657975 A AIG G 0,0001 (G) 1HZ variante_sinonima p.Ala744(p=)
IVS23+2_2749+3ins
NFKB1 |rs148268461 T TITA A 0,1021 (A) 4HZ variante_intronica A
IL2 rs2069763 C CIA A 0,3443 (A) 14HZ variante_sinénima p.Leu38(p=)
1L21 rs4833837 A AIG G 0,1992 (G) 2HM/13HZ variante_sinénima p.Cys78(p=)
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IL7R rs149235072 G G/A A 0,0009 (A) 1HZ variante_sinénima p.Ser51(p=)
IL7R rs1494558 C CIT T 0,3869 (T) 1HM/15HZ variante_missense p.Thr66lle
IL7R rs1494555 A AIG G 0,3260 (G) 1HM/14HZ variante_missense p.lle138Val
IL7R rs2228141 C CIT T 0,1346 (T) 10HZ variante_sinénima p.His165(p=)
IL7R rs11567764 G G/A A 0,0394 (A) 1HZ variante_sinénima p.Lys187(p=)
IL7R rs6897932 C CIT T 0,1909 (T) 3HM/13HZ variante_missense p.Thr244lle
IL7R rs41270321 A AIC C 0,0078 (C) 3HZ variante_missense p.Asn348Thr
IL7R rs3194051 A AIG G 0,2257 (G) 10HZ variante_missense p.lle356Val
PIK3R1 |rs706713 C CIT T 0,4414 (T) 6HZ variante_sinénima p.Tyr73(p=)
PIK3R1 |rs61749601 T T/C C 0,0156 (C) 1HZ variante_sinénima p.11e207(p=)
PIK3R1 |rs3730089 G G/A A 0,2175 (A) 2HM/THZ variante_missense p.Met326lle
PIK3R1 |rs41268435 C CIT T 0,0046 (T) |2HZ variante_3 prima_UTR 3UTR*3C>T
MEF2C | chr5:88.025.128 | A AIG G 0,04574 (C) |1HZ variante_sinénima p.Leu291(p=)
MEF2C | rs563149132 G G/A A 0,05988 (A) | 1HZ variante_intrénica IVS10+4C>T
IL13 rs20541 G G/A A 0,2683 (A) THZ variante_missense p.Argl44GIn
IL4 rs2243251 A AIG G 0,0527 (G) 1HZ variante_sinénima p.Leul5(p=)
IL4 rs2243290 C C/IA A 0,4066 (A) 1HM/7THZ variante_intrénica IVS3-9C>A
HDAC9 | rs34096894 C CIT T 0,0408 (T) 1HZ variante_sinénima p.Leul94(p=)
HDAC9 |rs35614472 A AIT T 0,0064 (T) 3HZ variante_sinénima p.Pro385(p=)
HDAC9 |rs1178127 A AlG G 0,3301 (G) 10HZ variante_sinénima p.Pro624(p=)
HDAC9 |rs41273078 C CIG G 0,0073 (G) 1HZ variante_intrénica IVS18-6C>G
HDAC9 |rs138163349 T T/C C 0,0027 (C) 1HZ variante_missense p.11e1001Thr
HDAC9 | rs2389998 T T/C C 0,2312 (C) 6HM/5HZ variante_sinonima p.Phe1010(p=)
IL6 rs2069860 A AIT T 0,0018 (T) 1HZ variante_missense p.Aspl62Val
IL6 rs13306435 T T/IA A 0,0302 (A) 1HZ variante_missense p.Aspl62Glu
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IL6 rs2069849 C CIT T 0,0559 (T) 4HZ variante_sinénima p.Phe201(p=)
FAM126
A rs3735231 T TIC C 0,3768 (C) 4HM/4HZ variante_sinénima p.Ser208(p=)
CD72 rs34791102 G G/A A 0,0517 (A) 3HZ variante_missense p.Pro234Leu
CD72 rs373358863 G G/A A 0,04118 (A) |1HZ variante_sinénima p.Tyr39(p=)
0,0001306
PAX5 chr9:36.840.581 | G G/IA A (A) 1HZ variante_sinénima p.Ala384(p=)
PAX5 rs3780135 A AIG G 0,2138 (G) 1HM/5HZ variante_sindnima p.Tyr370(p=)
PAX5 rs35469494 C CIT T 0,0174 (T) 4HZ variante_sinénima p.Gly343(p=)
PAX5 rs34810717 C CIT T 0,0032 (T) 2HZ variante_missense p.Ala322Thr
FAM120
A rs10821135 T TIC C 0,4144 (C) 8HM/15HZ variante_sinénima p.His254(p=)
FAM120
A rs55747985 T TAITA A ND 1HM/1HZ variante_intrénica IVS4+3insA
FAM120
A rs77023914 C CIT T ND 1HZ variante_sinénima p.His447(p=)
FAM120
A rs144836182 G GIT T 0,00005 (T) |1HZ variante_sinénima p.Pro530(p=)
FAS rs2229521 A AlG G 0,0394 (G) 1HZ variante_sinénima p.Thr74(p=)
FAS rs28362318 G G/A A 0,0037 (A) 1HZ variante_sinénima p.GIn123(p=)
FAS rs2234978 C CIT T 0,2358 (T) 2HM/11HZ variante_sinénima p.Thr214(p=)
BLNK rs143028297 C CIT T 0,0408 (T) 1HZ variante_missense p.Gly249Arg
BLNK rs17111459 C CIG G 0,0133 (G) 1HZ variante_intronica IVS6-5G>C
BLNK rs148612299 C C/IA A 0,0055 (A) 1HZ variante_missense p.Alal58Ser
BLNK rs727852 G G/A A 0,4876 (A) 2HM/12HZ variante_sinénima p.Pro57(p=)
BLNK rs11540858 C CIT T 0,0288 (T) 1HZ variante_sinonima p.Argl6(p=)
IKK rs17880383 G AIA A 0,0394 (A) 1HM/5HZ variante_sinénima p.Ser486(p=)
IKK rs2230804 T T/C C 0,4377 (C) 5HM/10HZ variante_missense p.1le268Val
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CD20 rs2070770 C CIT T 0,0678 (T) 6HZ variante_sinénima p.lle72(p=)
CLCF1 |rs78755659 G G/A A 0,0082 (A) 2HZ variante_missense p.Pro151Ser
CLCF1 |rs867193 A AIT T 0,0852 (T) 1HZ variante_sinénima p.Pro36(p=)
ATM rs1800054 C CIG G 0,0055 (G) 1HZ variante_missense p.Ser49Cys
ATM rs148590073 A AIG G 0,0014 (G) 1HZ variante_missense p.lle124Val
ATM rs3218674 C CIT T 0,0069 (T) 1HZ variante_sinénima p.Val245(p=)
ATM rs28904919 C CIT T 0,0014 (T) 1HZ variante_missense p.Ser333Phe
ATM rs2227924 C C/G G 0,0137 (G) 1HZ variante_missense p.Leu546Val
ATM rs2229019 C CIT T 0,0137 (T) 1HZ variante_sinénima p.Tyr731(p=)
ATM rs1800056 T T/C C 0,0069 (C) 2HZ variante_missense p.Phe858Leu
ATM rs3218673 C CIT T 0,0110 (T) 1HZ variante_missense p.Pro872Ser
ATM rs3218687 A AIG G 0,0110 (G) 1HZ variante_sindnima p.Leu895(p=)
ATM rs3092857 A AIG G 0,0110 (G) 1HZ variante_missense p.Met1040Val
ATM rs1800057 C CIG G 0,0151 (G) 4HZ variante_missense p.Pro1054Arg
ATM rs3092856 C CIT T 0,0197 (T) 1HZ variante_missense p.His1380Tyr
ATM rs1800889 C CIT T 0,0183 (T) 3HZ variante_sinénima p.Pro1526(p=)
ATM rs3092829 T TIC C 0,0179 (C) 3HZ variante_intrénica IVS36-8T>C
ATM rs1801516 G G/A A 0,0788 (A) 1HM/AHZ variante_missense p.Aspl1853Asn
ATM rs4986839 A AIC C 0,0188 (C) 5HZ variante_intrénica IVS60+8A>C
ILLORA | rs4252301 G G/C C 0,0027 (C) 1HZ variante_sinénima p.Val7(p=)
ILIORA | rs4252249 G G/A A 0,1145 (A) 1HM/4HZ variante_sinénima p.Ala60(p=)
ILIORA |rs2256111 G G/A A 0,4757 (A) 6HM/13HZ variante_sinonima p.Alal53(p=)
ILIORA | rs3135932 A AIG G 0,0824 (G) 6HZ variante_missense p.Ser159Gly
ILIORA | rs2228055 A AIG G 0,1213 (G) 1HZ variante_missense p.lle224Val
ILIORA | rs41354146 G G/A A 0,0105 (A) 1HZ variante_missense p.Val233Met
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ILIORA | rs2229113 G G/A A 0,1896 (A) 3HM/9HZ variante_missense p.Arg351Gly
ILIORA | rs2229114 C CIT T 0,0284 (T) 4HZ variante_missense p.Serd20Leu
AICDA | rs2028373 A AIG G 0,4826 (G) 8HM/9HZ variante_sinénima p.His155(p=)
AICDA | rs5796316 C C/ICA A 0,3758 (A) 1HM/7THZ variante_intronica IVS3-5dupT
IGHM rs12365 A A/C C 0,0256 (C) 1HZ variante_missense p.Val215Gly
IGHM rs1059216 T T/C C 0,2198 (C) 1HM/6HZ variante_missense p.Serl91Gly
IGHM rs1136534 A AIG G 0,4551 (G) 11HM/8HZ variante_sindnima p.Alal07(p=)
IGHM rs201981439 C CIT T 0,0135 (T) 1HZ variante_sinénima p.Thr21(p=)
ILAR rs17548704 C CIT T 0,0060 (T) 1HZ variante_sindnima p.Ser36(p=)
ILAR rs1805010 A AIG G 0,4512 (G) 1HM/14HZ variante_missense p.lle75Val
ILAR rs3024570 G G/A A 0,0394 (A) 1HZ variante_intrénica IVS5-4G>A
IL4R rs2234895 C CIT T 0,0476 (T) 1HZ variante_sinénima p.Asn167(p=)
ILAR rs2234897 T T/C C 0,0137 (C) 3HZ variante_sinénima p.Phe313(p=)
ILAR rs1805011 A AIC C 0,2234 (C) 1HM/6HZ variante_missense p.Glu400Ala
ILAR rs2234898 G GIT T 0,2221 (T) 1HM/6HZ variante_sinénima p.Leud14(p=)
ILAR rs1805012 T TIC C 0,1016 (C) 6HZ variante_missense p.Cys431Arg
ILAR rs2234900 T TIC C 0,2518 (C) 1HM/6HZ variante_sinénima p.Leud33(p=)
ILAR rs1805015 T T/C C 0,2097 (C) 6HZ variante_missense p.Ser503Pro
ILAR rs1801275 A AIG G 0,3452 (G) 2HM/9HZ variante_missense p.GIn576Arg
ILAR rs1805016 T T/IG G 0,1181 (G) 1HZ variante_missense p.Ser752Ala
ILAR rs3024679 T TIC C 0,0408 (C) 1HZ variante_sinénima p.Pro799(p=)
ILAR rs2074570 T T/C C 0,0994 (C) 5HZ variante_3 prima_UTR JUTR*6T>C
CD19 rs2904880 G G/C C 0,1827 (C) 1HM/10HZ variante_missense p.Vall74lLeu
CD19 rs35979293 G GIT T 0,2624 (T) 4HM/16HZ variante_sinénima p.Pro235(p=)
CD19 rs34763945 G G/A A 0,0256 (A) 1HZ variante_missense p.Arg515His
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CD79B | rs2070776 G G/A A 0,4006 (A) 3HM/14HZ variante_sinénima p.Cys123(p=)
FCER2 |rs8102872 C CIT T 0,0055 (T) 1HZ variante_missense p.Arg284Gin
FCER2 |rs2228138 G G/A A 0,3622 (A) 9HM/10HZ variante_sinénima p.Cys123(p=)
FCER2 | rs4996973 A AIG G 0,3622 (G) 9HM/10HZ variante_intronica IVS9-8T>C
FCER2 |rs28364072 A A/G G 0,3622 (G) 9HM/10HZ variante_intrénica IVS9+7T>C
FCER2 | rs72558007 C CIT T 0,0160 (T) 3HZ variante_missense p.Gly76Ser
FCER2 |rs2228137 G G/A A 0,1635 (A) 1HM/12HZ variante_missense p.Arg62Trp
FCER2 |rs2287866 A AIG G 0,1575 (G) 2HZ variante_sinénima p.Arg20(p=)
CD320 | rs200607555 G G/A A 0,0014 (A) 1HZ variante_sindnima p.Leu253(p=)
CALR rs201971744 A AIG G 0,0009 (G) 1HZ variante_missense p.Glu380Gly
CD22 rs61743666 C CIT T 0,0050 (T) 1HZ variante_sinénima p.Leud13(p=)
CD22 rs25677 C CIT T 0,0522 (T) 1HZ variante_sinénima p.Cys484(p=)
CD22 rs35715143 G G/IA A 0,0188 (A) 1HZ variante_missense p.Gly551Arg
CD22 rs10406069 G G/A A 0,1442 (A) 1HM/5HZ variante_missense p.Gly745Asp
CD22 rs34826052 C C/IA A 0,0559 (A) 1HZ variante_sinénima p.Pro768(p=)
CD22 rs79438722 C CIT T 0,0174 (T) 1HZ variante_sinénima p.Cys790(p=)
CD22 rs117891073 G G/A A 0,01561 (A) |1HZ variante_intrénica IVS11+10G>A
TGFB1 | rs1800472 G G/A A 0,0137 (A) 3HZ variante_missense p.Thr263lle
TGFB1 |rs1800471 C CIG G 0,0462 (G) 3HZ variante_missense p.Arg25Pro
TGFB1 | rs1800470 A AlG G 0,4446 (G) THM/9HZ variante_missense p.LeulOPro
FCGRT | rs2878342 C CIT T 0,1268 (T) 4HZ variante_sinénima p.Argl194(p=)
FCGRT |rs3810194 T T/C C 0,1166 (C) 2HZ variante_intronica IVS5+7T>C
FCGRT |rs201395293 C CIT T 0,0005 (T) 1HZ variante_missense p.Ala363Val
FCAR rs1865096 G G/A A 0,2482 (A) 3HM/12HZ variante_sinénima p.Arg108(p=)
FCAR rs11666735 G G/A A 0,0627 (A) 2HZ variante_missense p.Aspl13Asn
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FCAR rs61735069 T TIC C 0,0545 (C) 2HZ variante_sinénima p.Leu211(p=)
FCAR rs79401710 C CIT T 0,0531 (T) 2HZ variante_sinénima p.Pro224(p=)
FCAR rs16986050 A AIG G 0,1662 (G) THZ variante_missense p.Ser269Gly
ADA rs244076 T T/C C 0,2212 (C) 1HM/5HZ variante_sinénima p.Vall78(p=)
ADA rs61737144 C CIT T 0,0298 (T) 1HM/1HZ variante_sinoénima p.Val130(p=)
ADA rs11555566 T T/C C 0,0430 (C) 3HZ variante_missense p.Lys80Arg
ADA rs73598374 C CIT T 0,0440 (T) 3HZ variante_missense p.Asp8Asn
CD40 rs1883832 C CIT T 0,2436 (T) 3HM/9HZ variante_5 prima_UTR 5'UTR-1T>C
CHRNAA4 | rs1044397 C TIT T 0,3956 (T) 1HM variante_sindnima p.Ala553(p=)
CHRNA4 | rs200605749 C CIT T 0,00002 (T) |1HZ variante_missense p.Arg354His
CHRNA4 | rs1044393 G G/A A 0,2147 (A) 9HZ variante_sinénima p.Asp213(p=)
CHRNAA4 | rs2273506 G G/A A 0,0962 (A) 10HZ variante_sindnima p.Leu63(p=)
CHRNA4 | rs79739740 C CIT T 0,0229 (T) 3HZ variante_sinénima p.Leul7(p=)
ILIORB | rs2834167 A AIG G 0,3457 (G) 3HM/5HZ variante_missense p.Lys47Glu
VPREB1 |rs11089978 T TIC C 0,1030 (C) 1HZ variante_5 prima_UTR 5'UTR-10T>C
VPREB1 |rs9619852 G G/A A 0,0554 (A) 3HZ variante_sinénima p.Leu23(p=)
VPREB1 |rs1320 G G/A A 0,0298 (A) 2HZ variante_missense p.Asp76Asn
VPREB1 |rs5995719 C CIT T 0,1493 (T) 10HZ variante_sinénima p.Serl21(p=)
VPREBL1 |rs5995720 G G/A A 0,1511 (A) 9HZ variante_missense p.Glul32Lys
IGLL1 rs75088277 G G/A A 0,0343 (A) 1HZ variante_sinénima p.Pro183(p=)
IGLL1 rs111903752 A AIT T 0,0449 (T) 1HZ variante_missense p.Metl162Lys
IGLL1 rs73157031 G G/A A 0,1346 (A) 5HZ variante_missense p.Thr148lle
IGLL1 rs116041505 G GIT T 0,0266 (T) 2HZ variante_missense p.Thr95Lys
IGLL1 rs116275804 G G/A A 0,0229 (A) 2HZ variante_sinénima p.Asn92(p=)
MIF rs201099096 G G/A A 0,0037 (A) 1HZ variante_sinonima p.Glu86(P=)
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Gen dbSNP Referencia | Genotipo Alelo 1kg_MAF Pacientes Efecto HGVS-prot
(HM/HZ)

MIF rs2070766 C CIG G 0,1900 (G) 6HZ variante_intrénica IVS2-6C>G

CDA40LG |rs1126535 T C/C C 0,1911 (C) 3HM/2HZ variante_sinénima p.Leu50(p=)

CD40LG |rs148594123 G AIA A 0,0084 (A) 1HM variante_missense p.Gly219Arg

HM: homocigosis; HZ: heterocigosis;

MAF: Frecuencia alélica minoritaria; ND: No disponible; prot: proteina.
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Anexo 5: Polimorfismos encontrados en genes de la via del complemento y las células B, en las parejas donante-receptor con TC

Gen dbSNP Referencia | Genotipo Alelo 1kg_MAF Pacientes Efecto HGVS-prot
(HM/HZ)
PIK3CD rs150205370 |G G/A A 0,000008 (A) 1HZ variante_missense p.Val98lle
PIK3CD rs2230735 A AIG G 0,0453 (G) 2HZ variante_sinénima p.Thr226(p=)
PIK3CD rs28730668 |G G/A A 0,0220 (A) 1HZ variante_missense p.Val296lle
PIK3CD rs28730669 |G G/C C 0,0096 (C) 5HZ variante_intronica IVS7-9G>C
PIK3CD rs61755420 |C CIG G 0,0128 (G) 3HZ variante_missense p.Ser312Cys
PIK3CD rs151235777 | C CIT T 0,0005 (T) 1HZ variante_sinénima p.Tyr621(p=)
PIK3CD rs139778709 | G G/A A 0,0002 (A) 1HZ variante_sindnima p.Lys755(p=)
PIK3CD rs139848768 | C CIT T 0,0037 (T) THZ variante_sindénima p.Ser773(p=)
PIK3CD rs11121484 |C T/T T 0,2294 (T) 2HM/8HZ variante_sinénima p.Tyr936(p=)
MASP2 rs1782455 G AlIA A 0,2926 (G) 40HM/13HZ variante_sindénima p.Ser493(p=)
MASP2 rs12085877 |C CIT T 0,0247 (T) 1HZ variante_missense p.Arg439His
MASP2 rs2273346 A G/G G 0,0897 (G) 1HM/2HZ variante_missense p.Val377Ala
MASP2 rs12711521 |C A/IA A 0,3745 (C) 37HM/14HZ variante_missense p.Asp371Tyr
MASP2 rs12142107 |C TIT T 0,1007 (T) 1HM/2HZ variante_sinénima p.Ala297(p=)
MASP?2 rs61735598 |C CIT T 0,0165 (T) 2HZ variante_sinénima p.Thr294(p=)
MASP2 rs139962539 |G G/A A 0,0037 (A) 1HZ variante_missense p.Thr294Met
MASP2 rs7536030 G G/A A 0,0701 (A) 1HZ variante_sinénima p.Tyr243(p=
MASP?2 rs72550853 | C CIT T 0,0105 (T) 1HZ variante_sinénima p.Pro204(p=)
MASP?2 s144247267 | T TIC C 0,0055 (C) 1HZ variante_missense p.His157Arg
MASP2 rs138386377 |G G/A A 0,0060 (A) 2HZ variante_sinonima p.Alal36(p=)
MASP?2 rs56392418 |G G/A A 0,0321 (A) 1HZ variante_missense p.Prol126Leu
MASP2 rs72550870 | T T/C C 0,0174 (C) 2HZ variante_missense p.Asp120Gly
C10A rs172378 A GIG G 0,4148 (A) 11HM/26HZ variante_sinénima p.Gly92(p=)
C1QA rs180679721 | A A/C C 0,0005 (C) 1HZ variante_missense p.11e99L eu
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Gen dbSNP Referencia | Genotipo Alelo 1kg_MAF Pacientes Efecto HGVS-prot
(HM/HZ)
C1QA rs149050968 | C CIT T 0,0037 (T) 2HZ variante_sinénima p.1lel75(p=)
C1QC rs80083522 |C CIT T 0,2926 (T) 3HM/13HZ variante_sinénima p.Pro42(p=)
C10B rs35477594 |G G/A A 0,0005 (A) 1HZ variante_missense p.Gly75Arg
FCN3 rs28357092 | AG AG/A - 0,0151 () 5HZ variante frameshift p.Leull7SerfsTer65
C8A rs116201358 | C C/IA A 0,0050 (A) 1HZ variante_missense p.Ala36Glu
C8A rs34047108 | A AlIG G 0,0096 (G) 1HZ variante_sinénima p.Ala36(p=)
C8A rs652785 C C/A A 0,3278 (A) 9HM/35HZ variante_missense p.GIN93Lys
C8A rs139141074 | C CIT T 0,0003 (T) 1HZ variante_missense p.Argl07Cys
C8A rs150404785 | G G/A A 0,0014 (A) 1HZ variante_missense p.Asp129Asn
C8A rs116129675 | C CIG G 0,0050 (G) 1HZ variante_sinénima p.Leul97(p=)
C8A rs17114555 |G G/A A 0,0234 (A) 1HZ variante_missense p.Asp458Asn
rs386631447
C8A GC GC/TT TT ND 9HZ variante_missense p.Arg485L eu
C8A rs1754533 | T T/C C 0,1030 (C) 9HZ variante_sinénima p.Pro501(p=)
C8A rs1342440 G G/IC C 0,1035 (C) 8HZ variante_missense p.Glu561GIn
C8A rs41285938 |C CIT T 0,0050 (T) 1HZ variante_missense p.Pro575Ser
C8A rs17300936 |C T/T T 0,0728 (T) 2HM/6HZ variante_missense p.Pro575Leu
C8B rs202139453 | G G/A A 0,0009 (A) 1HZ variante_3 prima_UTR |3'UTR*10C>A
C8B rs139498867 | C C/IA A 0,0037 (A) 4HZ variante_missense p.Asp382Tyr
C8B rs12085435 |G G/A A 0,0421 (A) 11HZ variante_missense p.Pro261Leu
C8B rs1013579 C T/T T 0,0192 (C) 50HM/6HZ variante_missense p.Glyl117Arg
C8B rs12067507 |C CIT T 0,0412 (T) 11HZ variante_missense p.Glul08Lys
C8B rs72670382 | A AIG G 0,0156 (G) 3HZ variante 5 prima_ UTR 5'UTR-8T>C
VCAM1 rs2392221 C C/IT T 0,1474 (T) 1HM/13HZ variante_intrénica IVS3-71C>T
chr1:101.194
VCAM1 .802 C CIT T 0,008249 (T) 1HZ variante_sinonima p.Ser356(p=)
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Gen dbSNP Referencia | Genotipo Alelo 1kg_MAF Pacientes Efecto HGVS-prot
(HM/HZ)
VCAM1 rs3783613 G G/C C 0,0348 (C) 1HZ variante_missense p.Gly413Ala
VCAM1 rs3176878 C CIT T 0,1218 (T) 1HM/12HZ variante_sinénima p.Asp693(p=)
VCAM1 rs3176879 A AIG G 0,1291 (G) 2HM/4HZ variante_sinénima p.Lys736(p=)
IL6R rs2228144 G G/A A 0,1190 (A) 2HM/16HZ variante_sinénima p.Ala37(p=)
IL6R rs2229237 C C/IT T 0,0220 (T) 6HZ variante_sinénima p.His70(p=)
IL6R rs2228145 A C/C C 0,3196 (C) 5HM/19HZ variante_missense p.Asp358Ala
IL6R rs2228146 G G/A A 0,0531 (A) 1HZ variante_missense p.Val385lle
IL6R rs151155578 | A AlIG G 0,00002 (G) 1HZ variante_missense p.Lys389Arg
CHRNB?2 rs3926124 A AIG G 0,0957 (G) 2HZ variante_intrénica IVS2+9A>G
CHRNB2 rsb5857552 | G G/A A 0,0013 (A) 2HZ variante_sinénima p.Aladll(p=)
CHRNB2 rs112585933 | G G/A A 0,0004 (A) 1HZ variante_missense p.Gly412Asp
CHRNB2 rs144813907 | C CIT T 0,0027 (T) 1HZ variante_sindnima p.Asp495(p=)
FCRL3 rs2282284 T T/C C 0,0536 (C) 3HZ variante_missense p.Asn721Ser
FCRL3 rs944627 G G/A A 0,0339 (A) 2HZ variante_missense p.Pro660Leu
FCRL3 rs4319323 T T/C C 0,0325 (C) 2HZ variante_sinénima p.Pro643(p=)
FCRL3 rs139081042 |C CIT T 0,0005 (T) 1HZ variante_missense p.Gly604Glu
FCRL3 rs200565232 | C CIT T 0,00005 (T) 1HZ variante_missense p.Val581Met
FCRL3 rs115903952 | G GIT T 0,0046 (T) 1HZ variante_missense p.Ala312Asp
FCRL3 rs71630672 |G G/A A 0,0009 (A) 1HZ stop_gained p.GIn121Ter
FCRL3 rs7522061 T C/C C 0,4876 (T) 13HM/17HZ variante_missense p.Asn28Asp
FCRL3 rs12140725 |G A/A A 0,1735 (A) 2HM/7THZ variante_intrénica IVS3-8C>T
FCRL3 rs113752575 |C CIT T 0,0215 (T) 3HZ variante_5 prima_UTR | 5'UTR-7delGinsA
FCER1A rs41264475 |C C/IA A 0,0096 (A) 4HZ variante_missense p.Asn247Lys
chr1:159.683
CRP 371 C CIG G 0,008302 ( C) 1HZ variante_missense p.Ala207Pro
CRP rs1800947 C CIG G 0,0412 (G) 1HM/6HZ variante_sinénima p.Leul84(p=)
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(HM/HZ)
CRP rs77832441 |G G/A A 0,0005 (A) 1HZ variante_missense p.Thr59Met
CD32B rs5017568 G G/A A ND 2HZ variante_sinénima p.GIn63(p=)
CD32B rs144573139 |G G/A A 0,0055 (A) 2HZ variante_sinénima p.Gly73(p=)
CD32B rs6665610 G G/A A 0,1504 (A) 15HZ variante_sinénima p.Thrl12(p=)
CD32B rs182968886 | G A/A A 0,0975 (A) 2HM/10HZ variante_sinénima p.Leu204(p=)
CD32B rs145835719 | C C/IA A 0,0705 (A) 1HM variante_intronica IVS4+6C>A
FASLG rs61756244 |G G/A A 0,0458 (A) 2HZ variante_sindnima p.Pro49(p=)
CFH rs141336681 | T TIG G 0,0005 (G) 1HZ variante_missense p.Ser58Ala
CFH rs800292 G G/A A 0,4345 (A) 6HM/15HZ variante_missense p.Val62lle
CFH rs35814900 |G G/IA A 0,0105 (A) 2HZ variante_intronica IVS2-7G>A
CFH rs1061147 C C/IA A 0,2958 (A) 15HM/19HZ variante_sinénima p.Ala307(p=)
CFH rs1061170 T T/C C 0,2784 (C) 15HM/19HZ variante_missense p.His402Tyr
CFH rs2274700 G G/IA A 0,4368 (A) 8HM/22HZ variante_sindénima p.Ala473(p=)
CFH rs143237092 | G GIT T 0,0005 (T) 1HZ variante_missense p.Gly650Val
CFH rs3753396 A AlIG G 0,2331 (G) 1IHM/17HZ variante_sinénima p.GIn672(p=)
CFH rs35292876 |C CIT T 0,0041 (T) 2HZ variante_sinénima p.His878(p=)
CFH rs515299 G GIT T 0,0517 (T) 1HM/3HZ variante_missense p.Ser890Ile
CFH rs1065489 G GIT T 0,2326 (T) 1HM/15HZ variante_missense p.Glu936Asp
CFH rs534399 G GIT T 0,0746 (T) 1HM/3HZ variante_missense p.Val1007Leu
CFH rs34362004 |C CIT T 0,0041 (T) 1HZ variante_missense p.Thr10171le
CFH rs513699 T T/C C 0,2585 (C) THZ variante_intrénica 1VVS19-5T>C
CFH rs61822181 |C C/IT T 0,2657 (T) 12HZ variante_sinénima p.Thr1046(p=)
CFH rs35274867 | A AT T 0,0128 (T) 3HZ variante_missense p.Asn1050Tyr
CFH rs113347629 | T T/C C ND 1HZ variante_sinénima p.Asn1050(p=)
CFHR3 rs400344 C T/T T 0,4112 (C) 16HM/20HZ variante_sinénima p.Ser159(p=)
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CFHR3 rs138675433 | C TIT T 0,2230 (T) 1HM variante_missense p.Pro241Ser
chr1:196.762
CFHR3 487 CAT CIC - 0,001246 (-) 1HM variante_frameshift p.1le280LysfsTer7
CFHR1 rs111236855 | T CIC C 0,0247 (C) 1HM variante_sinonima p.Asnl149(p=)
CFHR1 rs425757 C T/T T 0,3649 (T) THM/2HZ variante_missense p.His157Tyr
CFHR1 rs113811987 | C G/IG G 0,3127 (G) 4HM/2HZ variante_missense p.Leul59Val
CFHR1 rs388862 G C/C C 0,3013 (C) 3HM/2HZ variante_missense p.Glul75GIn
CFHR1 rs3201739 A GIG G 0,3196 (G) 6HM variante_sinénima p.Thr196(p=)
CFHR1 rs12406079 |G A/IA A 0,1136 (A) 6HM/7THZ variante_sinénima p.Pro223(p=)
CFHR1 rs4230 G GIT T 0,4954 (T) 15HM/16HZ variante_sindnima p.Arg302(p=)
CFHR1 rs414628 A AT T 0,4258 (T) 12HM/14HZ variante_sinénima p.Arg314(p=)
CFHR4 rs145744152 | T T/C C 0,0060 (C) 3HZ variante_sinénima p.Asp75(p=)
CFHR4 rs7417769 G G/A A 0,3700 (A) 8HM/24HZ variante_missense p.Asn209Ser
CFHR4 rs181498339 | A AIT T 0,0032 (T) 1HZ variante_missense p.GIn388Leu
CFHR4 rs75774768 |C C/IA A 0,0018 (T) 1HZ variante_sinénima p.Arg41l(p=)
CFHR4 rs371009491 |G G/A A 0,03311 (A) 1HZ variante_sinénima p.Ser506(p=)
CFHR4 rs150845796 | A AT T 0,0975 (T) 8HZ variante_sinénima p.Pro509(p=)
CFHR4 rs10494745 |G G/A A 0,0527 (A) 1HM/11HZ variante_missense p.Gly552Glu
CFHR2 rs61746417 |G G/A A 0,0238 (A) 1HZ variante_sinénima p.Thr71(p=)
CFHR2 rs4085749 C C/IT T 0,3347 (T) 1HM/16HZ variante_sinénima p.Cys140(p=)
CFHR2 rs41310132 | A AIG G 0,0082 (G) 3HZ variante_missense p.Tyr264Cys
CFHR5 rs12097550 |C CIT T 0,0105 (T) 1HZ variante_missense p.Pro46Ser
CFHR5 rs147791058 | G GIT T 0,0055 (T) 1HZ variante_sinénima p.Ser128(p=)
CFHR5 rs140215003 | T T/C C 0,0050 (C) 1HZ variante_sinonima p.Thr143(p=)
CFHR5 rs57960694 |G G/A A 0,0353 (A) 2HZ variante_missense p.Gly145Glu
CFHR5 rs139017763 | G G/A A 0,0073 (A) 1HZ variante_missense p.Gly278Ser
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CFHR5 rs35662416 |G G/A A 0,0156 (A) 3HZ variante_missense p.Arg356His
CFHR5 rs144438200 | G G/A A 0,0005 (A) 1HZ variante_missense p.Gly471Glu
CFHR5 rs16840956 | T TIG G 0,0027 (G) 1HZ variante_missense p.Leu529Arg
CFHR5 rs143140599 | T TIA A 0,0060 (A) 2HZ stop_gained p.Cys568Ter
IL10 rs200783164 | G GIT T 0,0009 (T) 1HZ variante_missense p.Leu71Met
C4BPA rs12072216 |C CIG G 0,0147 (G) 1HZ variante_missense p.Prod4Ala
C4BPA rs55867570 | C CIA A 0,0270 (A) 4HZ variante_missense p.Pro4Gin
C4BPA rs1126618 C CIT T 0,1516 (T) 1HM/15HZ variante_sindnima p.Gly225(p=)
C4BPA rs4844573 T T/C C 0,4679 (C) 11HM/6HZ variante_missense p.11e300Thr
C4BPA rs116700161 | G G/A A 0,0014 (A) 1HZ variante_missense p.Gly423Glu
C4BPA rs150551566 | G G/C C 0,0018 (C) 1HZ variante_sinénima p.Val535(p=)
CD55 rs28371628 |G G/A A 0,0151 (A) 1HZ variante_intrénica IVS8+8G>A
CR2 rs61759494 | C CIG G 0,0069 (G) 1HZ variante_sinénima p.Pro208(p=)
CR2 rs200395047 | G G/A A 0,0005 (A) 2HZ variante_missense p.Arg358Lys
rs772909129
CR2 G G/A A ND 1HZ variante_missense p.Arg520His
CR2 rs34349246 |C CIT T 0,0183 (T) 4HZ variante_sinénima p.Thr539(p=)
CR2 rs1048971 G G/A A 0,4020 (A) 11HM/27HZ variante_sinénima p.Leu592(p=)
CR2 rs17615 G G/A A 0,2683 (A) 7THM/26HZ variante_missense p.Ser639Asn
CR2 rs4308977 T T/C C 0,2972 (C) 7THM/23HZ variante_missense p.Ser663Pro
CR2 rs17616 G G/A A 0,2674 (A) THM/25HZ variante_missense p.Arg671His
CR2 rs61735651 | T T/C C 0,0646 (C) 11HZ variante_sinénima p.1le776(p=)
CR2 rs140808707 | G G/A A 0,0008 (A) 1HZ variante_missense p.Arg885His
CR2 rs138062179 | C CIT T 0,0014 (T) 1HZ variante_missense p.Ser1016Leu
CR2 rs17618 A AIG G 0,0430 (G) 8HZ variante_missense p.lle1052Val
CR2 rs17617 A AIC A 0,0723 (C) 5HM/15HZ variante_missense p.Alal062Glu
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CR1 rs4844600 G G/IA G 0,2024 (A) 3HM/14HZ variante_sinénima p.Glu60(p=)
CR1 rs536471861 | C CIT T 0,03313 (T) 1HZ variante_missense p.Arg74Cys
CR1 rs11587944 | C CIT T 0,0064 (T) 1HZ variante_missense p.Arg105Cys
CR1 rs199777103 | C CIT T 0,0002 (T) 1HZ variante_missense p.Arg277Cys
CR1 rs56170518 |C TIT T 0,00008 (T) 1HZ variante_sinonima p.Pro1218(p=)
CR1 rs114610598 | T TIG G 0,0165 (G) 1HZ variante_intronica IVS28-7T>G
CR1 rs2274567 A AlG G 0,2230 (G) 1HM/17HZ variante_missense p.His1658Arg
CR1 rs3737002 C CIT T 0,2660 (T) 5HM/17THZ variante_missense p.Thri858Met
CR1 rs12144461 |C CIT T 0,0064 (T) 1HZ variante_sindnima p.Val1868(p=)
CR1 rs61734513 | T T/C C 0,0032 (C) 2HZ variante_sinénima p.Cys1902(p=)
CR1 rs17259045 | A AlIG G 0,0591 (G) 4HZ variante_missense p.Asn1990Ser
CR1 rs41274768 |G G/A A 0,0165 (A) 2HZ variante_missense p.Val2011Met
CR1 rs17047660 | A AlIG G 0,0572 (G) 1HZ variante_missense p.Lys2040GIlu
CR1 rs17047661 |A AIG G 0,1525 (G) 1HM/4HZ variante_missense p.Arg2051Gly
CR1 rs4844609 T TIA A 0,0078 (A) 2HZ variante_missense p.Thr2060Ser
chr1:207.782
CR1 .930 C C/IA A 0,04275 (A) 1HZ variante_sinénima p.11e2064(p=)
CR1 rs6691117 A AIG G 0,3892 (G) 4HM/23HZ variante_missense p.lle2065Val
CR1 rs113247278 | G G/A A 0,0018 (A) 1HZ variante_missense p.Asp2254Asn
CR1 rs3811381 C CIG G 0,1964 (G) 2HM/17THZ variante_missense p.Pro2277Arg
CR1 rs2296160 G G/A A 0,2115 (A) THM/12HZ variante_missense p.Thr2419Ala
CR1 rs115510609 | G G/A A 0,0037 (A) 1HZ variante_missense p.Arg2476GIn
CD46 rs12126088 | A AIG G 0,0064 (G) 1HZ variante_sinénima p.Leul39(p=)
CD46 rs35366573 | C CIT T 0,0078 (T) 1HZ variante_missense p.Ala353Val
COLEC11 |rs76490827 |A AIG G 0,0060 (G) 1HZ variante_sinénima p.Serd0(p=)
COLEC11 |rs10170348 |G G/A A 0,1516 (A) 2HZ variante_sinénima p.Lys53(p=)
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COLEC11 |rs34347618 |T T/C C 0,0339 (C) 5HZ variante_sinénima p.Arg95(p=)
COLEC11 |rs7567833 |A GIG G 0,1919 (G) 6HZ variante_missense p.-His233Arg
COLEC11 |rs140226372 |C CIT T 0,00002 (T) 1HZ variante_missense p.Ser262Leu
MSH2 rs2303426 G G/C C 0,3846 (C) 9HM/12HZ variante_intronica IVS1+9C>G
MSH2 rs35898375 |G G/A A 0,0018 (A) 2HZ variante_sinénima p.Lys113(p=)
MSH2 rsl7217772 | A AlIG G 0,0188 (G) 2HZ variante_missense p.Asnl127Ser
MSH2 rs4987188 G G/A A 0,0092 (A) 3HZ variante_missense p.Gly322Asp
MSH2 rs17224360 |T T/C C 0,0073 (C) 4HZ variante_intronica IVS6-10T>C
MSH2 rs12998837 |A AT T 0,0650 (T) 1HM/8HZ variante_intronica IVS9-9A>T
MSH2 rs61756466 | T T/C C 0,0032 (C) 2HZ variante_sinénima p.Leu556(p=)
MSH2 rs2303428 | T T/C C 0,1282 (C) 9HZ variante_intrénica 1IVS12-6T>C
IGKV1-5 rs376385014 | A AIG G 0,0007751 (G) 2HZ variante_sindnima p.Tyrl116(p=)
IGKV1-5 rs370810449 | G G/C C 0,0007458 ( C) 2HZ variante_missense p.GIn112Glu
IGKV1-5 rs201861379 | T T/C C 0,0747 (C) THZ variante_sinénima p.Leu76(p=)
AGACGC |AGACGCCTT/ | GGAGGCA

IGKV1-5 rs386648262 |CTT GGAGGCATC |TC ND 5HZ variante_missense p.Lys72Asp
IGKV1-5 rs10865492 |C CIT T 0,1519 (T) 1HM/13HZ variante_sinénima p.Ala73(p=)
IGKV1-5 rs201626492 | A AIG G 0,0014 (G) 1HZ variante_sinénima p.Leu55(p=)
ITGA4 rs35419274 | G G/A A 0,0005 (A) 4HZ variante_missense p.Val359lle
ITGA4 rs1143674 G G/A A 0,4116 (A) 9HM/24HZ variante_sinénima p.Thr615(p=)
ITGA4 rs35322532 | T T/IA A 0,0110 (A) 2HZ variante_missense p.Ser634Thr
ITGA4 rs55705823 | C CIT T 0,0005 (T) 1HZ variante_missense p.Thr785lle
ITGA4 rs1143675 T TIC C 0,0023 (C) 1HZ variante_missense p.Val824Ala
ITGA4 rs1143676 A G/A G 0,2587 (G) 4HM/21HZ variante_missense p.GIn878Arg
ITGA4 rs7562325 T T/C C 0,4130 (T) 9HM/24HZ variante_sinénima p.His961(p=)
ITGA4 rs202038203 | T TIA A 0,0002 (A) 1HZ variante_missense p.Leu967GIn
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ITGA4 rs2124443 G AIA A 0,0018 (A) 2HM variante_sinénima p.Leu993(p=)
ITGA4 rs61731209 |C CIT T 0,0027 (T) 2HZ variante_sinénima p.Asn1026(p=)
variante_iniciadora_codo
CASP8 rs3769824 T T/C C 0,0298 (C) 2HZ n p.MetlThr
CASP8 rs3769823 G G/IA A 0,3484 (A) 8HM/25HZ variante_missense p.Lys14Arg
CASP8 rs534884641 | CG CG/C - 0,0002 (T) 1HZ variante_frameshift p.Asp129llefsTer4
CASP8 rs17860422 |C CIT T 0,0023 (T) 2HZ variante_sinénima p.Serl72(p=)
CASP8 rs1045485 G G/IC C 0,0678 (C) 3HM/5HZ variante_missense p.Asp344His
CASP8 rs779189628 | A AIG G 0,000008 (G) 1HZ variante_missense p.GIn350Arg
CASP8 rs1045487 G G/IA A 0,1488 (A) 1HM/5HZ variante_sindnima p.GIn379(p=)
HDAC4 rs61754649 |G G/A A 0,0142 (A) THZ variante_sinénima p.Ser874(p=)
HDAC4 rs1063639 A AIG G 0,4199 (G) 14HM/24HZ variante_sinénima p.Pro855(p=)
HDAC4 rs61752234 | T T/C C 0,0366 (C) 5HZ variante_sinénima p.Thr787(p=)
HDAC4 rs7585225 C C/IT T 0,1777 (T) 1HM/16HZ variante_intrénica 1IVS15+10A>G
HDAC4 rs138463443 | C C/IA A 0,00005 (A) 1HZ variante_missense p.Ala615Ser
HDAC4 rs148813865 | C CIT T 0,0027 (T) 1HZ variante_sinénima p.Glu598(p=)
HDAC4 rs79199572 |C CIT T 0,0234 (T) 2HZ variante_sinénima p.Pro522(p=)
HDAC4 rs10207474 | T T/C C 0,0847 (C) 2HZ variante_intrénica IVS11+10A>G
HDAC4 rs35291459 | C CIT T 0,0788 (T) 4HZ variante_sinénima p.Pro423(p=)
HDAC4 rs2290087 G G/A A 0,1378 (A) 5HM/14HZ variante_intrénica IVS7-7T>C
HDAC4 rs148880349 | G G/A A 0,0006 (A) 1HZ variante_sinénima p.His227(p=)
HDAC4 rs2290092 C CIT T 0,1021 (T) 12HZ variante_intronica IVS4+8G>A
MASP1 rs850312 C CIT T 0,2119 (T) 5HM/18HZ variante_sinénima p.Leu617(p=)
MASP1 rs72549154 |C C/A A 0,0473 (A) 6HZ variante_missense p.Arg576Met
MASP1 rs710452 G G/A A 0,0479 (A) 1HZ variante_sinénima p.Pro458(p=)
MASP1 rs3774268 G G/IA A 0,1518 (A) 3HM/13HZ variante_sinénima p.Serd45(p=)
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MASP1 rs28945068 |C CIT T 0,0087 (T) 1HZ variante_missense p.Gly426Glu
MASP1 rs113938200 |C CIT T 0,0032 (T) 1HZ variante_missense p.Asp368Asn
MASP1 rs16861801 |G G/C C 0,0009 (C) 1HZ variante_sinénima p.Serl67(p=)
MASP1 rs72549252 | A AIG G 0,0018 (G) 1HZ variante_sinonima p.Aspl39(p=)
MASP1 rs72549254 |G G/A A 0,1644 (A) 1HM/15HZ variante_intronica IVS1+4C>T
CD38 rs1800561 C CIT T 0,0018 (T) 1HZ variante_missense p.Argl40Trp
CD38 rs1800051 A AIC C 0,0888 (C) 4HZ variante_sindnima p.11e168(p=)
CD38 rs950566 A AlIG G 0,0110 (G) 1HZ variante_intrénica IVS5+5A>G
NFKB1 rs4648039 C CIT T 0,0087 (T) 2HZ variante_sindnima p.Tyr350(p=)
NFKB1 rs1609993 C CIT T 0,0417 (T) 1IHM/11HZ variante_sindénima p.Aala38l(p=)
NFKB1 rs190121351 | T T/C C 0,0005 (C) 1HZ variante_sinénima p.Asp581(p=)
NFKB1 rs4648093 G G/A A 0,0243 (A) 1HZ variante_sindnima p.Thr585(p=)
NFKB1 rs138657975 | A AlIG G 0,0001 (G) 1HZ variante_sinénima p.Ala744(p=)
NFKB1 rs777416263 | C CIT T 0,00002 (T) 1HZ variante_intrénica IVS20+9C>T
NFKB1 rs148268461 | T TITA A 0,1021 (A) THZ variante_intronica 1VS23+2 2749+3insA
CFlI rs114013791 | C CIA A 0,0037 (A) 2HZ variante_intrénica IVS12+5G>T
CFl rs11098044 |C TIT T 0,0331 (T) 3HM variante_missense p.Ala300Thr
CFI rs2298749 C C/IT T 0,3205 (T) 5HM/24HZ variante_sinénima p.Ser268(p=)
L2 rs2069763 C C/A A 0,3443 (A) 2HM/25HZ variante_sinénima p.Leu38(p=)
1L21 rs4833837 A AlIG G 0,1992 (G) 4HM/24HZ variante_sinénima p.Cys78(p=)
IL7R rs149235072 | G G/A A 0,0009 (A) 1HZ variante_sinénima p.Ser51(p=)
IL7R rs1494558 C C/IT T 0,3869 (T) 6HM/26HZ variante_missense p.Thr66lle
IL7R rs1494555 A AlG G 0,3260 (G) 6HM/25HZ variante_missense p.11e138Val
IL7R rs2228141 C CIT T 0,1346 (T) 17HZ variante_sinénima p.His165(p=)
IL7R rs11567764 |G G/A A 0,0394 (A) 1HZ variante_sinonima p.Lys187(p=)
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IL7R rs6897932 C CIT T 0,1909 (T) 5HM/20HZ variante_missense p.Thr244lle
IL7R rs41270321 | A AIC C 0,0078 (C) 3HZ variante_missense p.Asn348Thr
IL7R rs3194051 A AIG G 0,2257 (G) 3HM/18HZ variante_missense p.lle356Val
C9 rs754943606 |G G/A A 0,00002 (C) 1HZ stop_gained p.Arg446Ter
C9 rs35460483 |G G/C C 0,0151 (C) 1HZ variante_sinénima p.Leu355(p=)
C9 rs114751055 |G G/A A 0,0060 (A) 1HZ variante_sinénima p.Phe212(p=)
C9 rs13361416 | T T/C C 0,0302 (C) 1HZ variante_missense p.1le203Val
C9 rs76184752 | A AlIG G 0,0060 (G) 1HZ variante_sinénima p.Asnl78(p=)
C9 rs34882957 |G G/A A 0,0032 (A) 1HZ variante_missense p.Prol67Ser
C9 rs476569 T T/C C 0,4636 (C) 11HM/29HZ variante_intrénica IVS1-10G>A
C9 rs700233 G G/A A 0,2949 (A) 10HM/19HZ variante_missense p.ArghTrp
C7 rs34196526 |G G/A A 0,0073 (A) 2HZ variante_sinénima p.GIn61(p=)
C7 rs2271708 T T/C C 0,0234 (C) 1HZ variante_missense p.Cys128Arg
C7 rs1450656 T T/C C 0,3434 (C) 8HM/30HZ variante_intrénica IVS8-9C>T
C7 rs1063499 C CIG G 0,4881 (G) 18HM/26HZ variante_missense p.Ser389Thr
C7 rs150696042 | G G/A A 0,0014 (A) 2HZ variante_sinénima p.Glu447(p=)
C7 rs121964920 | C C/IA A 0,0014 (A) 1HZ variante_missense p.Arg521Ser
C7 rs13157656 | A A/IC C 0,1809 (C) 2HM/22HZ variante_missense p.Thr587Pro
C7 rs60714178 |A AT T 0,0810 (T) 1HM/13HZ variante_missense p.Thr598Ser
C6 rs200371424 | T T/IC C 0,0016 (C) 1HZ variante_sinénima p.GIn779(p=)
C6 rs41271067 | T T/C C 0,0055 (C) 1HZ variante_missense p.Asp696Gly
C6 rs184169749 | C CIG G 0,0005 (G) 1HZ variante_missense p.Asp667His
C6 rs144666796 |C CIT T 0,0009 (T) 1HZ variante_missense p.Arg656GIn
C6 rs6866352 A G/G G 0,0009 (G) 4HM variante_sinonima p.Asp627(p=)
C6 rs62361567 | A AIG G 0,0206 (G) 3HZ variante_sinonima p.Ser545(p=)
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chr5:41.176.
C6 606 TG TG/T - 0,000695 (-) 1HZ variante_frameshift p.GIn380SerfsTer7
C6 rs61734263 | T TIA A 0,0055 (A) 1HZ variante_sinénima p.Ser270(p=)
C6 rs61733159 | T T/G G 0,0440 (G) 8HZ variante_sinénima p.Thr226(p=)
C6 rs1801033 T T/G G 0,4373 (G) THM/2THZ variante_missense p.Glull9Ala
C6 rs144491040 | T TIG G 0,00002 (G) 1HZ variante_missense p.Asn74His
C6 rs200359838 | T TIG G 0,00002 (G) 1HZ variante_missense p.Glu62Asp
PIK3R1 rs706713 C CIT T 0,4414 (T) 1HM/18HZ variante_sinénima p.Tyr73(p=)
PIK3R1 rs376498902 | T T/IC C 0,00002 (C) 1HZ variante_intrénica IVS2+9T>C
PIK3R1 rs61749601 | T T/C C 0,0156 (C) 2HZ variante_sinénima p.11e207(p=)
PIK3R1 rs3730089 G G/IA A 0,2175 (A) 2HM/10HZ variante_missense p.Met326lle
PIK3R1 rs3730090 C CIT T 0,0695 (T) 1HZ variante_sinénima p.Phe392(p=)
PIK3R1 rs3729981 T T/IC C 0,0435 (C) 1HM/1HZ variante_sindnima p.Leu703(p=)
PIK3R1 rs41268435 |C CIT T 0,0046 (T) 2HZ variante 3 prima UTR | 3'UTR*3C>T

chr5:88.025.
MEF2C 128 A AlIG G 0,04574 ( C) 1HZ variante_sinénima p.Leu291(p=)
MEF2C rs563149132 |G G/A A 0,05988 (A) 1HZ variante_intrénica IVS10+4C>T
IL13 rsb5733734 | C CIT T 0,0009 (T) 1HZ variante_sinénima p.Thr20(p=)
IL13 rs20541 G G/A A 0,2683 (A) 1IHM/17HZ variante_missense p.Arg144Gin
IL4 rs2243251 A AIG G 0,0527 (G) 1HZ variante_sinénima p.Leul5(p=)
IL4 rs35648164 |C CIT T 0,0050 (T) 1HZ variante_sinénima p.Asplll(p=)
L4 rs2243290 C C/A A 0,4066 (A) 1HM/21HZ variante_intrénica IVS3-9C>A
C2 rs9332739 G G/C C 0,0302 (C) 3HZ variante_missense p.GIlu318Asp
C2 rs1042663 G G/A A 0,0971 (A) 13HZ variante_sinénima p.Ala341(p=)
C2 rs9332730 G G/IC C 0,0444 (C) 6HZ variante_intrénica 1VVS15+6G>C
C2 rs36221133 | T T/C C 0,0137 (C) 2HZ variante_missense p.Val641Ala
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CFB rs4151667 T TIA A 0,0298 (A) 3HZ variante_missense p.Leu9His
CFB rs12614 C C/IT T 0,1671 (T) 1HM/21HZ variante_missense p.Arg32Trp
CFB rs641153 G G/IA A 0,0983 (A) 13HZ variante_missense p.Arg32Gin
CFB rs1048709 G G/A A 0,1735 (A) 1HM/12HZ variante_sinénima p.Argl50(p=)
CFB rs4151669 G G/A A 0,0284 (A) 3HZ variante_sinonima p.Pro168(p=)
CFB rs113197809 | C TIT T 0,0027 (T) 1HM variante_sinénima p.Ser200(p=)
CFB rs4151670 C CIT T 0,0137 (T) 1HZ variante_sinénima p.Tyr224(p=)
CFB rs4151651 G G/A A 0,0133 (A) 3HZ variante_missense p.Gly252Ser
CFB rs201659953 | C CIG G 0,0007 (G) 1HZ variante_intrénica IVS7-10C>G
CFB rs45600936 |C CIT T 0,0064 (T) 1HZ variante_sinénima p.Arg379(p=)
CFB rs2072634 C CIT T 0,0243 (T) 5HZ variante_sinénima p.Val455(p=)
CFB rs149101394 | A AIG G 0,0018 (G) 1HZ variante_missense p.Lys533Arg
CFB rs4151659 A AlIG G 0,0183 (G) 1HZ variante_missense p.Lys565Glu
CFB rs45484591 | A AIC C 0,0069 (C) 1HZ variante_missense p.Glu566Ala
PLG rs73015965 | A AlIG G 0,0027 (G) 1HZ variante_missense p.Lys38Glu
PLG rs4252070 G G/A A 0,0046 (A) 1HZ variante_missense p.Glu57Lys
PLG rs143079629 |G G/A A 0,0027 (A) 1HZ variante_missense p.Arg89Lys
PLG rs4757 C C/IT T 0,2509 (T) 9HM/24HZ variante_sinénima p.Asn110(p=)
PLG rs143034754 | G A/A A 0,0009 (A) 1HM variante_missense p.Arg253His
PLG rs14224 T T/C C 0,4501 (C) 13HM/27THZ variante_sinénima p.Cys257(p=)
PLG rs4252187 G G/A A 0,0018 (A) 1HZ variante_missense p.Arg261His
PLG rs1130656 C C/IT T 0,3709 (T) 11HM/23HZ variante_sinénima p.Phe314(p=)
PLG rs13231 A AlG G 0,1584 (G) 6HM/23HZ variante_sinénima p.GIn361(p=)
PLG rs4252119 C CIT T 0,0092 (T) 1HZ variante_missense p.Arg408Trp
PLG rs4252120 | T T/C C 0,1621 (C) 4HM/21HZ variante_intrénica 1IVS10+9T>C
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PLG rs116573785 | T TIA A 0,0201 (A) 1HZ variante_missense p.Ser460Arg
PLG rs4252125 G G/IA A 0,1621 (A) 8HM/25HZ variante_missense p.Asp472Asn
PLG rs4252128 C CIT T 0,0096 (T) 1HZ variante_missense p.Ala494Val
PLG rs4252129 C CIT T 0,0032 (T) 2HZ variante_missense p.Arg523Trp
PLG rs4252170 T T/C C 0,0824 (C) 5HZ variante_sinénima p.Ala694(p=)
PLG rs11060 G GIT T 0,3114 (T) 8HM/30HZ variante_sinénima p.Gly762(p=)
HDAC9 rs34096894 |C CIT T 0,0408 (T) 3HZ variante_sindnima p.Leul94(p=)
HDAC9 rs35614472 | A AT T 0,0064 (T) 3HZ variante_sinénima p.Pro385(p=)
HDAC9 rs35691757 |C CIT T 0,0311 (T) 1HZ variante_sinénima p.Ser527(p=)
HDAC9 rs1178127 A AlG G 0,3301 (G) 1HM/24HZ variante_sinénima p.Pro624(p=)
HDAC9 rs41273078 |C CIG G 0,0073 (G) 1HZ variante_intronica IVS18-6C>G
HDAC9 rs138163349 | T T/C C 0,0027 (C) 1HZ variante_missense p.11e1001Thr
HDAC9 rs2389998 T T/C C 0,2312 (C) 6HM/13HZ variante_sinénima p.Phel010(p=)
IL6 rs2069860 A AT T 0,0018 (T) 2HZ variante_missense p.Aspl62Val
IL6 rs13306435 | T TIA A 0,0302 (A) 1HZ variante_missense p.Aspl62Glu
IL6 rs2069849 C C/IT T 0,0559 (T) 6HZ variante_sinénima p.Phe201(p=)
FAM126A | rs3735231 T T/C C 0,3768 (C) 8HM/12HZ variante_sinénima p.Ser208(p=)
CLU rs9331939 G G/A A 0,0041 (A) 1HZ variante_sinénima p.Asp328(p=)
CLU rs9331938 C CIT T 0,0046 (T) 3HZ variante_missense p.Asp328Asn
CLU rs9331936 T T/G G 0,0618 (G) 1HZ variante_missense p.Asn317His
CLU rs150552076 | G G/A A 0,00009 (A) 1HZ variante_missense p.Thr283lle
CLU rs7982 A GIG G 0,3489 (A) 31HM/17THZ variante_sinénima p.His263(p=)
CLU rs9331892 G G/A A 0,0485 (A) 1HZ variante_sinonima p.Asp28(p=)
CD72 rs34791102 |G G/IA A 0,0517 (A) 5HZ variante_missense p.Pro234Leu
CD72 rs35185125 |C C/IA A 0,0124 (A) 1HZ variante_missense p.Val50Leu
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CD72 rs373358863 | G G/A A 0,04118(T) 1HZ variante_sinénima p.Tyr39(p=)
chr9:36.840.
PAX5 581 G G/A A 0,0001306 (A) 1HZ variante_sinénima p.Ala384(p=)
PAX5 rs3780135 A AIG G 0,2138 (G) 2HM/9HZ variante_sinénima p.Tyr370(p=)
PAX5 rs35469494 |C CIT T 0,0174 (T) 8HZ variante_sinénima p.Gly343(p=)
PAX5 rs34810717 |C CIT T 0,0032 (T) 2HZ variante_missense p.Ala322Thr
FAM120A |rs10821135 |T T/C C 0,4144 (C) 11HM/27THZ variante_sindnima p.His254(p=)
FAM120A |rsb5747985 |T TAITA A ND 3HM/3HZ variante_intrénica 1VVS4+3insA
FAM120A |rs77023914 |C C/IT T ND 5HZ variante_sinénima p.His447(p=)
FAM120A |rs144836182 |G GIT T 0,00005 (T) 1HZ variante_sinénima p.Pro530(p=)
C5 rs41258306 | T T/C C 0,0380 (C) 3HZ variante_sinénima p.Lys1602(p=)
C5 rsl7612 T TIG G 0,0293 (G) 3HZ variante_missense p.Glul437Asp
C5 rs12237774 |C CIT T 0,1062 (T) 1HZ variante_sinénima p.Alal422(p=)
C5 rs17610 C CIT T 0,0220 (T) 1HZ variante_missense p.Ser1310Asn
C5 rs200624729 | C CIT T 0,0004 (T) 1HZ variante_missense p.Alal155Thr
C5 rs115696235 | T TIC C 0,0169 (C) 1HZ variante_intrénica IVS26+9A>G
C5 rs17611 C CIT T 0,4075 (T) 9HM/28HZ variante_missense p.Val802lle
chr9:123.776
C5 .258 C CIT T 0,04121(A) 1HZ variante_missense p.Arg717GIn
C5 rs25681 G G/A A 0,4084 (A) 8HM/29HZ variante_sinénima p.Tyr544(p=)
C5 rs2230214 G G/A A 0,0710 (A) THZ variante_sinénima p.Thr487(p=)
C5 rs10985126 | T T/C C 0,2253 (C) 12HZ variante_sinénima p.Gly385(p=)
C5 rs17216529 |C CIT T 0,1511 (T) 6HZ variante_missense p.Vall45lle
C5 rs140125346 | T T/G G ND 1HZ variante_sinénima p.Pro89(p=)
FCN2 rs17514136 |A AIG G 0,1951 (G) 5HM/17THZ variante 5 prima UTR |5'UTR-4A>G
FCN2 rs3128624 A AlG G 0,3608 (G) 11HM/26HZ variante_intrénica 1IVS2-9A>G
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FCN2 rs4520243 T C/C C 0,3585 (C) 11HM/26HZ variante_sinénima p.Arg74(p=)
FCN2 rs17549193 |C T/T T 0,2418 (T) 5HM/17THZ variante_missense p.Thr236Met
FCN2 rs7851696 G GIT T 0,1493 (T) 2HM/9HZ variante_missense p.Ala258Ser
IL2RA rs12722698 |G G/A A 0,0137 (A) 1HZ variante_sinénima p.11e251(p=)
IL2RA rs2228149 G G/A A 0,0641 (A) 2HZ variante_sinénima p.His172(p=)
IL2RA rs11256369 |C CIG G 0,1928 (G) 1HM/17THZ variante_intrénica IVS3+7C>G
IL2RA rs201105599 | T TIA A 0,00007 (A) 1HZ variante_missense p.GIu99Asp
IL2RA rs2228150 C CIT T 0,0673 (T) 3HZ variante_sinénima p.Pro28(p=)
MBL2 rs35805975 |G G/A A 0,0179 (A) 2HZ variante_sindnima p.Asn136(p=)
MBL2 rs930507 C CIG G 0,2294 (G) 2HM/15HZ variante_sindnima p.Leul26(p=)
MBL2 rs1800450 C CIT T 0,1218 (T) 1HM/15HZ variante_missense p.Gly54Asp
MBL?2 rs5030737 G G/IA A 0,0284 (A) 5HZ variante_missense p.Arg52Cys
FAS rs3218619 G G/A A 0,0343 (A) 1HZ variante_missense p.Alal6Thr
FAS rs2229521 A AIG G 0,0394 (G) 3HZ variante_sinénima p.Thr74(p=)
FAS rs28362318 |G G/A A 0,0037 (A) 1HZ variante_sinénima p.GIn123(p=)
FAS rs2234978 T T/C C 0,2358 (T) 7THM/18HZ variante_sinénima p.Thr214(p=)
BLNK rs143028297 | C CIT T 0,0408 (T) 1HZ variante_missense p.Gly249Arg
BLNK rs17111459 |C CIG G 0,0133 (G) 1HZ variante_intronica IVS6-5C>G
BLNK rs148612299 |C CIA A 0,0055 (A) 1HZ variante_missense p.Alal58Ser
BLNK rs727852 G G/A A 0,4876 (A) 19HM/23HZ variante_sinénima p.Pro57(p=)
BLNK rs11540858 |C CIT T 0,0288 (T) 1HZ variante_sinénima p.Argl6(p=)
BLNK rs7916154 T T/C C 0,0201 (C) 1HZ variante_5 prima_UTR 5'UTR-5A>G
IKK rs17880383 |G G/A A 0,0394 (A) 1HM/6HZ variante_sinénima p.Ser486(p=)
IKK rs2230804 T T/C C 0,4377 (C) 24HM/19HZ variante_missense p.lle268Val
SERPING1 |rs35788383 |C CIT T 0,0032 (T) 1HZ variante_sinonima p.Leu251(p=)
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SERPING1 |rs11229070 |C CIT T 0,0078 (T) 1HZ variante_sinénima p.Ser406(p=)
SERPINGL1 | rs4926 G G/A A 0,1699 (A) 10HM/17HZ variante_missense p.Val480Met
CD20 rs2070770 C CIT T 0,0678 (T) 1HM/9HZ variante_sinénima p.1le72(p=)
CLCF1 rs78755659 |G G/A A 0,0082 (A) 2HZ variante_missense p.Pro151Ser
CLCF1 rs867193 A TIT T 0,0852 (T) 1HM/3HZ variante_sinonima p.Pro36(p=)
ATM rs1800054 C CIG G 0,0055 (G) 2HZ variante_missense p.Ser49Cys
ATM rs148590073 | A AIG G 0,0014 (G) 1HZ variante_missense p.lle124Val
ATM rs2234997 T TIA A 0,0458 (A) 1HZ variante_missense p.Aspl126Glu
ATM rs3218707 G G/C C 0,0124 (C) 1HZ variante_missense p.Vall82Leu
ATM rs3218674 C CIT T 0,0069 (T) 2HZ variante_sinénima p.Val245(p=)
ATM rs28904919 |C CIT T 0,0014 (T) 1HZ variante_missense p.Ser333Phe
ATM rs138398778 | C CIT T 0,00009 (T) 1HZ variante_missense p.Arg337Cys
ATM rs2227924 C CIG G 0,0137 (G) 1HZ variante_missense p.Leu546Val
ATM rs4986761 T TIC C 0,0050 (C) 1HZ variante_missense p.Ser707Pro
ATM rs2229019 C CIT T 0,0137 (T) 1HZ variante_sinénima p.Tyr731(p=)
ATM rs34231402 | T TIA A 0,0005 (A) 1HZ variante_missense p.Phe763Leu
ATM rs3218695 C CIA A 0,0092 (A) 1HZ variante_missense p.Asp814Glu
ATM rs1800056 T T/IC C 0,0069 (C) 2HZ variante_missense p.Phe858Leu
ATM rs3218673 C CIT T 0,0110 (T) 1HZ variante_missense p.Pro872Ser
ATM rs3218687 A AlIG G 0,0110 (G) 1HZ variante_sinénima p.Leu895(p=)
ATM rs3092857 A AIG G 0,0110 (G) 1HZ variante_missense p.Met1040Val
ATM rs1800057 C C/G G 0,0151 (G) 5HZ variante_missense p.Prol054Arg
ATM rs3092856 C CIT T 0,0197 (T) 1HZ variante_missense p.His1380Tyr
ATM rs1800058 C CIT T 0,0092 (T) 1HZ variante_missense p.Leul420Phe
ATM rs1800889 C C/IT T 0,0183 (T) 8HZ variante_sinénima p.Prol1526(p=)
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ATM rs3092829 T T/C C 0,0179 (C) 4HZ variante_intrénica IVS36-8T>C
ATM rs1801516 G G/A A 0,0788 (A) 1HM/10HZ variante_missense p.Asp1853Asn
ATM rs659243 G AIA A 0,0000 (A) 4HM variante_missense p.Asn1983Ser
ATM rs1800060 G G/A A 0,0046 (A) 1HZ variante_missense p.Val2079l1le
ATM rs56815840 |G G/C C 0,0046 (C) 1HZ variante_missense p.Ser2146Thr
ATM rs143489373 | G G/A A 0,0005 (A) 1HZ variante_sinénima p.Ala2354(p=)
ATM rs759069006 |G GIT T 0,000008 (T) 1HZ variante_sindnima p.Leu2739(p=)
ATM rs4986839 A AIC C 0,0188 (C) 5HZ variante_intrénica 1VS60+8A>C
IL1I0RA rs4252301 G G/C C 0,0027 (C) 1HZ variante_sinénima p.Val7(p=)
IL10RA rs4252249 G G/A A 0,1145 (A) 2HM/8HZ variante_sinénima p.Alaé0(p=)
IL10RA rs4252250 C CIG G 0,0087 (G) 1HZ variante_missense p.Leu6lVal
IL10RA rs2256111 G G/IA A 0,4757 (A) 11HM/25HZ variante_sindénima p.Alal53(p=)
IL10RA rs3135932 A AlIG G 0,0824 (G) 9HZ variante_missense p.Ser159Gly
IL1IORA rs2228054 G AlA A 0,1218 (A) 1IHM/1HZ variante_sinénima p.Prol175(p=)
IL1I0RA rs2228055 A G/G G 0,1213 (G) 1HM/2HZ variante_missense p.lle224Val
ILIORA rs41354146 |G G/A A 0,0105 (A) 1HZ variante_missense p.Val233Met
IL10RA rs2229113 G G/A A 0,1896 (A) 6HM/16HZ variante_missense p.Arg351Gly
IL10RA rs2229114 C CIT T 0,0284 (T) 9HZ variante_missense p.Ser420Leu
C1QTNF5 |rs148291350 | C CIT T 0,0009 (T) 1HZ variante_missense p.Argl14GIn
C1S rs12146727 |G G/A A 0,1085 (A) 2HM/8HZ variante_missense p.Arg119His
C1S rs7965055 C C/IT T 0,0778 (T) THZ variante_sinénima p.Cys147(p=)
C1Ss rs1143664 A AIG G 0,0801 (G) 8HZ variante_sinénima p.Pro389(p=)
C1S rs138087323 | G G/C C 0,00002 (C) 1HZ variante_missense p.GIlu608Asp
C1R rs75380747 |G GIT T 0,0453 (T) 2HZ variante_sinénima p.1le412(p=)
CI1R rs1126605 C CIT T 0,1749 (T) 17HZ variante_missense p.Glul83Lys

274




Anexo 5

Gen dbSNP Referencia | Genotipo Alelo 1kg_MAF Pacientes Efecto HGVS-prot
(HM/HZ)
CiR rs1801046 G G/IA A 0,2527 (A) 5HM/20HZ variante_missense p.Serl51Leu
Ci1R rs146478898 | C CIT T 0,0018 (T) 1HZ variante_sinonima p.Pro8(p=)
AICDA rs2028373 A AIG G 0,4826 (G) 11HM/18HZ variante_sinénima p.His155(p=)
AICDA rs5796316 C C/ICA A 0,3758 (A) 1HM/7HZ variante_intrénica 1\VVS3-5dupT
A2M rs200486795 | T T/G G 0,00002 (G) 1HZ variante_missense p.Ser1411Arg
chr12:9.230.
A2M 415 C CIT T 0,008257(A) 1HZ variante_missense p.Arg1053GIn
A2M rs190813517 |A AIC C 0,0005 (C) 2HZ variante_intrénica IVS26-9T>G
A2M rs202210880 | C CIT T 0,0005 (T) 1HZ variante_missense p.Arg1031Gln
A2M rs669 T T/C C 0,2656 (C) THM/22HZ variante_missense p.1le1000Val
A2M rs11609582 | A AT T 0,1410 (T) 1HM/15HZ variante_intronica IVS20-4A>T
A2M rs149774234 | C CIT T 0,0027 (T) 1HZ variante_sinénima p.Glu443(p=)
A2M rs2228222 G G/A A 0,0307 (A) 10HZ variante_sinénima p.Tyr432(p=)
A2M rs201901298 | C CIT T 0,0005 (T) 1HZ variante_sinénima p.Val120(p=)
CTSG rs61737118 |G G/A A 0,0293 (A) 3HZ variante_sinénima p.Phe234(p=)
CTSG rs45567233 | T T/C C 0,1003 (C) 1HM/8HZ variante_missense p.Asn125Ser
CTSG rs45567233 | T C/C C 0,1003 (C) 1IHM/7HZ variante_missense p.Asn125Ser
CTSG rs61737120 |G G/A A 0,0082 (A) 1HZ variante_missense p.Thr90lle
CTSG rs61737123 |C CIG G 0,0101 (G) 1HZ variante_missense p.Glyl5Ala
IGHG2 rs28371022 |C C/IT T 0,4363 (T) 8HM/35HZ variante_sinénima p.Thr316(p=)
IGHG2 rs1049810 | T T/C C ND 3HM/9HZ variante_sinénima p.Thr273(p=)
IGHG2 rs4983499 A C/C C 0,0855 (A) 3HZ variante_missense p.Ser257Ala
IGHG2 rs11160859 |G G/A A 0,4611 (A) 13HM/26HZ variante_sinénima p.Vall87(p=)
IGHG2 rs8009156 C T/T T 0,2894 (T) 3HM/13HZ variante_missense p.Vall61Met
IGHG2 rs11627594 |G GIT T 0,2917 (T) 3HM/36HZ variante_missense p.Pro72Thr
IGHG2 rs139934867 | C CIT T 0,0046 (T) 1HZ variante_missense p.Val68Met
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IGHG2 rs11557955 |C CIT T 0,4597 (T) 14HM/33HZ variante_sinénima p.Pro54(p=)
IGHG2 rs61983197 | A AIG G 0,0244 (G) 1HZ variante_sinénima p.Ala45(p=)
IGHG2 rs199678915 | C CIG G 0,0424 (G) 1HZ variante_sinénima p.Ser7(p=)
IGHA1 rs1130951 C CIT T 0,0481 (T) 2HZ variante_3 prima_ UTR | 3UTR*4G>A
IGHAL rs182183329 | C CIT T 0,0614 (T) 2HZ variante_missense p.Arg273His
IGHA1L rs17349690 |A AIG G 0,4420 (G) 8HM/38HZ variante_sinénima p.Asp259(p=)
IGHAL rs1130510 |G G/IA A 0,4731 (A) 8HM/22HZ variante_sinénima p.Arg253(p=)
IGHAL rs1129455 A AlIG G 0,0007331 (G) 1HZ variante_sinénima p.Thr203(p=)
IGHA1 rs117775520 |G G/A A 0,0147 (A) 3HZ variante_missense p.Pro190Ser
IGHA1L rs1407 C CIG G 0,3315 (G) 6HM/22HZ variante_missense p.Glul76Asp
IGHAL rs1128917 T T/C C 0,0302 (C) 1HZ variante_sinénima p.Serl28(p=)
IGHAL rs144145908 | C CIT T 0,0426 (T) 1HZ variante_sindnima p.GIn69(p=)
IGHAL rs374024965 | C TIT T 0,0002/1 (T) 1HZ variante_missense p.Ala25Thr
IGHM rs368913002 | G G/A A 0,0008 (A) 1HZ variante_sinénima p.Pro358(p=)
IGHM rs12365 A AIC C 0,0673 (C) 1HZ variante_missense p.Gly215Val
IGHM rs1059216 | T T/C C 0,2198 (C) 1HM/10HZ variante_missense p.Ser191Gly
IGHM rs1136534 A AlG G 0,4551 (G) 18HM/18HZ variante_sinénima p.Alal07(p=)
IGHM rs375883362 | G G/A A 0,0004 (A) 1HZ variante_sinénima p.Tyre5(p=)
IGHM rs368782551 |C CIT T 0,001297 (T) 1HZ variante_missense p.Asp36Asn
IGHM rs201981439 | C CIT T 0,0135 (T) 1HZ variante_sinénima p.Thr21(p=)
ILAR rs17548704 |C CIT T 0,0060 (T) 2HZ variante_sinénima p.Ser36(p=)
IL4R rs1805010 A AlG G 0,4512 (G) 5HM/26HZ variante_missense p.lle75Val
ILAR rs145184963 | C CIT T 0,0055 (T) 1HZ variante_sinonima p.Asn79(p=)
ILAR rs112497527 | T T/C C 0,0096 (C) 1HZ variante_sinénima p.Asp97(p=)
ILAR rs3024570 G G/A A 0,0394 (A) 2HZ variante_intronica IVS5-4G>A
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ILAR rs2234895 C CIT T 0,0476 (T) 3HZ variante_sinénima p.Asnl167(p=)
ILAR rs3024638 C CIG G 0,0266 (G) 3HZ variante_sinénima p.Thr256(p=)
ILAR rs2234897 T TIC C 0,0137 (C) 3HZ variante_sinénima p.Phe313(p=)
ILAR rs6413500 C CIT T 0,0009 (T) 1HZ variante_missense p.Ser387Leu
ILAR rs1805011 A A/IC C 0,2234 (C) 2HM/14HZ variante_missense p.Glu400Ala
ILAR rs2234898 G GIT T 0,2221 (T) 2HM/14HZ variante_sinénima p.Leu414(p=)
ILAR rs1805012 T T/C C 0,1016 (C) 11HZ variante_missense p.Cys431Arg
ILAR rs2234899 C CIT T 0,0343 (T) 2HZ variante_sinénima p.Cys431(p=)
ILAR rs2234900 T T/C C 0,2518 (C) 3HM/13HZ variante_sinénima p.Leu433(p=)
ILAR rs1805015 T T/C C 0,2097 (C) 13HZ variante_missense p.Ser503Pro
ILAR rs1801275 A AlIG G 0,3452 (G) 4HM/17THZ variante_missense p.GIn576Arg
ILAR rs3024677 G G/A A 0,0293 (A) 3HZ variante_missense p.Val579lle
ILAR rs3024678 C CIT T 0,0069 (T) 1HZ variante_missense p.Pro675Ser
ILAR rs1805016 T G/G G 0,1181 (G) 1HM/3HZ variante_missense p.Ser752Ala
ILAR rs1805014 T T/C C 0,0087 (C) 1HZ variante_missense p.Ser786Pro
ILAR rs3024679 T TIC C 0,0408 (C) 1HZ variante_sinénima p.Pro799(p=)
IL4R rs2074570 T T/C C 0,0994 (C) 6HZ variante 3 prima UTR |3'UTR*6T>C
CD19 rs142342927 | G G/A A 0,0032 (A) 2HZ variante_sinénima p.Serl27(p=)
CD19 rs2904880 G G/C C 0,1827 (C) 2HM/18HZ variante_missense p.Leul74Val
CD19 rs35979293 |G GIT T 0,2624 (T) 10HM/26HZ variante_sinénima p.Pro235(p=)
CD19 rs34763945 |G G/A A 0,0256 (A) 2HZ variante_missense p.Arg515His
ITGAM rs1143679 G G/A A 0,0879 (A) 3HM/13HZ variante_missense p.Arg77His
ITGAM rs35314490 |G G/A A 0,1213 (A) 3HM/17HZ variante_intrénica 1VS6-4G>A
ITGAM rs35472514 |C CIG G 0,1210 (G) 2HM/3HZ variante_intrénica IVS7+10C>G
ITGAM rs200610250 | A AIG G 0,0002 (G) 1HZ variante_missense p.Lys247Glu
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ITGAM rs11861251 | T C/C C 0,1044 (C) 1HM/13HZ variante_missense p.Met441Thr
ITGAM rs8056264 C CIT T 0,0563 (T) 2HZ variante_sinénima p.Leu602(p=)
ITGAM rs1143682 G G/IA A 0,3929 (A) 4HM/30HZ variante_sinénima p.Thr834(p=)
ITGAM rs1143683 C CIT T 0,1209 (T) 3HM/20HZ variante_missense p.Alag59Val
ITGAM rs61758333 |G GIT T 0,0009 (T) 1HZ variante_missense p.Met952lle
ITGAM rs1143678 C CIT T 0,1259 (T) 3HM/22HZ variante_missense p.Prol147Ser
VTN rs150241335 | G G/A A 0,0001 (A) 1HZ variante_sindnima p.11e465(p=)
VTN rs2227728 A AlIG G 0,1273 (G) 1HM/5HZ variante_sindnima p.Asn448(p=)
VTN rs704 A AlIG G 0,4231 (G) 11HM/26HZ variante_missense p.Thr400Met
chrl7:26.694
VTN 922 G G/A A 4,08e-05 (A) 1HZ variante_missense p.Arg380Cys
VTN rs2227725 G G/A A 0,0214 (A) 1HM/5HZ variante_intrénica 1VS5-10C
VTN rs112887300 | T TIA A 0,0046 (A) 1HZ variante_missense p.Glul26Val
CD79B rs2070776 G G/A A 0,4006 (A) 2HM/32HZ variante_sinénima p.Cys123(p=)
CFD rs1629038 G G/IC C 0,4460 (C) 16HM/24HZ variante_intronica 1VS2-9G>C
C3 rs17030 G G/A A 0,4922 (A) 17THM/28HZ variante_sinénima p.Prol632(p=)
C3 rs11569565 |G G/A A 0,0751 (A) 3HZ variante_intronica IVS38-8C>T
C3 rs2277984 C CIT T 0,4853 (T) 18HM/28HZ variante_intrénica 1VS36-4G>A
C3 rs113742728 | C CIG G 0,0014 (G) 1HZ variante_missense p.Aspl457His
C3 rs7951 G G/A A 0,0865 (A) 2HM/8HZ variante_sinénima p.Alal437(p=)
C3 rs11569541 |A A/G G 0,0041 (G) 1HZ variante_missense p.11e1367Thr
C3 rs2230209 G GIT T 0,0124 (T) 1HZ variante_sinénima p.Pro1251(p=)
C3 rs11569510 |A AIG G 0,1131 (G) 2HM/17THZ variante_intronica 1\VVS26-8C>T
C3 rs2287845 | A AlG G 0,2729 (G) 11HM/24HZ variante_intrénica IVS22+7C>T
C3 rs423490 G G/A A 0,1799 (A) 2HM/20HZ variante_sinénima p.Ala915(p=)
C3 rs428453 C CIG G 0,2729 (C) 11HM/24HZ variante_sinénima p.Val807(p=)
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C3 rs406514 G AlIA A 0,1804 (G) 2HM/20HZ variante_intrénica IVS17-8C>T
C3 rs142455019 | G G/A A 0,0005 (A) 1HZ variante_sinénima p.Tyr730(p=)
C3 rs2230205 C T/T T 0,2097 (T) 1HM/7THZ variante_sinénima p.Thr612(p=)
C3 rs2230204 C CIT T 0,3938 (T) 8HM/20HZ variante_sinénima p.Val564(p=)
C3 rs2230203 G G/IT T 0,0797 (T) 1HM/14HZ variante_sinénima p.Pro518(p=)
C3 rs11569422 |C CIG G 0,0128 (G) 1HZ variante_missense p.Glu469Asp
C3 rs1047286 G G/A A 0,0856 (A) 1HM/14HZ variante_missense p.Pro314Leu
C3 rs2230201 C T/T T 0,2221 (T) 2HM/9HZ variante_sinénima p.Arg304(p=)
C3 rs2230200 G G/A A 0,0069 (A) 1HZ variante_sinénima p.Tyr261(p=)
C3 rs11569571 |G G/A A 0,0087 (A) 1HZ variante_sinénima p.Asn247(p=)
C3 rs2230199 G G/IC C 0,0975 (C) 1HM/13HZ variante_missense p.Argl02Gly
FCER2 rs142442084 | A AIG G 0,0004 (G) 1HZ variante_missense p.Ser316Pro
FCER2 rs8102872 C CIT T 0,0055 (T) 3HZ variante_missense p.Arg284GIn
FCER2 rs2228138 G G/IA A 0,3622 (A) 13HM/22HZ variante_sinénima p.Cys123(p=)
FCER2 rs1042429 C CIT T 0,0032 (T) 2HZ variante_sinénima p.Gly230(p=)
FCER2 rs4996973 | A AIG G 0,3622 (G) 13HM/22HZ variante_intronica 1VS9-8T>C
FCER2 rs28364072 | A AIG G 0,3622 (G) 13HM/22HZ variante_intrénica 1IVS9+7T>C
FCER2 rs72558007 |C CIT T 0,0160 (T) 3HZ variante_missense p.Gly76Ser
FCER2 rs2228137 G G/A A 0,1635 (A) 2HM/19HZ variante_missense p.Arg62Trp
FCER2 rs2287866 A AlIG G 0,1575 (G) 6HZ variante_sinénima p.Arg20(p=)
CD320 rs2227289 G G/C C 0,1172 (C) 1HM/1HZ variante_sinénima p.Thr279(p=)
CD320 rs200607555 |G G/A A 0,0014 (A) 1HZ variante_sinonima p.Leu253(p=)
CD320 rs2336573 C CIT T 0,1172 (T) 1HM/1HZ variante_missense p.Gly220Arg
CD320 rs2232784 G G/A A 0,1168 (A) 1HM/1HZ variante_sinénima p.Serl61(p=)
CD320 rs2232783 C C/IA A 0,1172 (A) 1HM/1HZ variante_sinonima p.Thr149(p=)
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CD320 rs2232776 C CIG G 0,1172 (G) 1HM/1HZ variante_intrénica IVS1+10G>C
CD320 rs2232775 T T/C C 0,1470 (C) 1HM/1HZ variante_missense p.GIn8Arg
CD320 rs2232773 C CIT T 0,1177 (T) 1HM/1HZ variante_5 prima_UTR |5UTR.-2G>A
CALR rs187996595 | A AIT T 0,0005 (T) 1HZ variante_sinonima p.Thr169(p=)
CALR rs201971744 | A AIG G 0,0009 (G) 2HZ variante_missense p.GIlu380Gly
CD22 rs145621000 | G G/C C 0,0023 (C) 3HZ variante_sinénima p.Leu325(p=)
CD22 rs61741013 |G G/A A 0,0137 (A) 1HZ variante_missense p.Ala391Thr
CD22 rs61743666 |C CIT T 0,0050 (T) 1HZ variante_sinénima p.Leud13(p=)
CD22 rs25677 C CIT T 0,0522 (T) 3HZ variante_sindnima p.Cys484(p=)
CD22 rs35715143 |G G/A A 0,0188 (A) 2HZ variante_missense p.Gly551Arg
CD22 rs10406069 |G GI/IA A 0,1442 (A) 2HM/13HZ variante_missense p.Gly745Asp
CD22 rs34826052 |C CIA A 0,0559 (A) 1HZ variante_sindnima p.Pro768(p=)
CD22 rs79438722 | C CIT T 0,0174 (T) 2HZ variante_sinénima p.Cys790(p=)
CD22 rs117891073 | G G/A A 0,01561 (A) 1HZ variante_intrénica IVS13+10G>A
TGFB1 rs1800472 G G/A A 0,0137 (A) 8HZ variante_missense p.Thr263lle
TGFB1 rs55659002 | TG TG/T - 0,0139 (-) 4HZ variante_intrénica 1VVS4-8delC
TGFB1 rs202071274 | T T/IA A 0,0005 (A) 1HZ variante_sinénima p.Thrl37(p=)
TGFB1 rs1800471 C CIG G 0,0462 (G) THZ variante_missense p.Arg25Pro
TGFB1 rs1800470 G A/A A 0,4446 (G) 15HM/20HZ variante_missense p.Prol0Leu
C5AR2 rs138613140 | C CIT T 0,0055 (T) 1HZ variante_sinénima p.Alad3(p=)
C5AR2 rs36046934 |G G/A A 0,0169 (A) 2HZ variante_sinénima p.Alal99(p=)
FCGRT rs200294618 | G G/A A 0,0005 (A) 1HZ variante_missense p.Arg185His
FCGRT rs2878342 C C/IT T 0,1268 (T) HZ variante_sinénima p.Argl94(p=)
FCGRT rs3810194 T T/C C 0,1166 (C) 5HZ variante_intrénica IVS5+7T>C
FCGRT rs201395293 | C CIT T 0,0005 (T) 1HZ variante_missense p.Ala363Val
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FCGRT rs768835093 | G G/A A 0,00003 (A) 1HZ variante_missense p.Ala365Thr
FCAR rs1865096 G G/A A 0,2482 (A) 5HM/21HZ variante_sinénima p.Argl08(p=)
FCAR rs11666735 |G G/IA A 0,0627 (A) 6HZ variante_missense p.Aspl13Asn
FCAR rs61735069 | T T/C C 0,0545 (C) 4HZ variante_sinonima p.Leu211(p=)
FCAR rs79401710 |C CIT T 0,0531 (T) 4HZ variante_sinénima p.Pro224(p=)
FCAR rs61735070 |G G/A A 0,0019 (T) 1HZ variante_sinénima p.Pro266(p=)
FCAR rs16986050 |A AlIG G 0,1662 (G) 2HM/14HZ variante_missense p.Ser269Gly
ADA rs183914222 | G G/A A 0,0005 (A) 1HZ variante_3 prima_UTR 3'UTR*4C>T
ADA rs244076 T T/C C 0,2212 (C) 3HM/10HZ variante_sinénima p.Vall78(p=)
ADA rs61737144 |C CIT T 0,0298 (T) 1HM/4HZ variante_sindnima p.Val130(p=)
ADA rs11555566 | T T/C C 0,0430 (C) 5HZ variante_missense p.Lys80Arg
ADA rs73598374 |C CIT T 0,0440 (T) 5HZ variante_missense p.Asp8Asn
CD40 rs1883832 C CIT T 0,2436 (T) THM/19HZ variante 5 prima_ UTR |5'UTR.-1T>C
CD40 rs11569321 |C TIT T 0,0325 (T) 1HZ variante_missense p.Serl24l eu
CD40 rs7273698 C TIT T 0,0343 (T) 1HM variante_sinénima p.Phe202(p=)
CD40 rs11086998 |C CIG G 0,0211 (G) 1HZ variante_missense p.Pro227Ala
CHRNA4 rs1044397 C TIT T 0,3956 (T) 1HM variante_sinénima p.Ala553(p=)
CHRNA4 | rs2229960 G G/A A 0,1204 (A) 6HM variante_sinénima p.Cys409(p=)
CHRNA4 rs2229959 A AIC C 0,2321 (C) 4HM/32HZ variante_sinénima p.Pro403(p=)
CHRNA4 rs781131183 | T T/C C 0,00001 ( C) 1HZ variante_missense p.GIn399Arg
CHRNA4 rs200605749 | C CIT T 0,00002 (T) 1HZ variante_missense p.Arg354His
CHRNA4 rs1044394 G G/A A 0,0804 (A) 4HZ variante_sinénima p.Cys226(p=)
CHRNA4 | rs1044393 A GIG G 0,2147 (A) 3HM/17HZ variante_sinénima p.Asp213(p=)
CHRNA4 | rs2273506 G G/A A 0,0962 (A) 1HM/17THZ variante_sinénima p.Leu63(p=)
CHRNA4 | rs79739740 |C T/T T 0,0229 (T) 1HM/4HZ variante_sinénima p.Leul7(p=)

281




Anexo 5

Gen dbSNP Referencia | Genotipo Alelo 1kg_MAF Pacientes Efecto HGVS-prot
(HM/HZ)
CHRNA4 rs6089898 C CIG G 0,0008 (G) 1HZ variante_sinénima p.Ala8(p=)
IL10RB rs80027572 |G G/A A 0,0023 (A) 1HZ variante_missense p.Glu25Lys
IL10RB rs2834167 A AIG G 0,3457 (G) 4HM/12HZ variante_missense p.Lys47Glu
ITGB2 rs17004713 |G G/A A 0,0211 (A) 1HZ variante_sinénima p.Cys631(p=)
ITGB2 rs5030672 G G/A A 0,0082 (A) 2HZ variante_missense p.Arg586Trp
ITGB2 rs145507744 | C CIT T 0,0002 (T) 1HZ variante_missense p.Glu576Lys
ITGB2 rs2230530 G G/A A 0,0037 (A) 1HZ variante_sindnima p.Cys514(p=)
ITGB2 rs235326 G G/IA A 0,2331 (A) 1HM/27THZ variante_sinénima p.Val441(p=)
ITGB2 rs141201564 | G G/A A 0,0023 (A) 1HZ variante_missense p.Thr391Met
ITGB2 rs2230529 G GIT T 0,1928 (T) 4HM/23HZ variante_sindénima p.Val367(p=)
ITGB2 rs235330 T AlIA A 0,0000 (T) 1HM variante_missense p.GIn354His
ITGB2 rs2230528 C CIT T 0,1896 (T) 4HM/19HZ variante_sinénima p.Gly273(p=)
ITGB2 rs17004715 |G G/A A 0,0458 (A) 4HZ variante_intronica IVS5+7C>T
ITGB2 rs35903905 |C CIT T 0,0169 (T) 5HZ variante_sinénima p.Ser39(p=)
ITGB2 rs5030667 G G/A A 0,0160 (A) 6HZ variante_sinénima p.Leull(p=)
ITGB2 rs11088969 |C C/A A 0,1690 (A) 6HM/9HZ variante_sinénima p.Leu8(p=)
VPREB1 rs11089978 |T T/C C 0,1030 (C) 1HZ variante 5 prima UTR | 5'UTR-10T>C
VPREB1 rs9619852 G G/A A 0,0554 (A) 5HZ variante_sinénima p.Leu23(p=)
VPREB1 rs1320 G G/A A 0,0298 (A) 3HZ variante_missense p.Asp76Asn
VPREB1 rs5995719 C C/IT T 0,1493 (T) 1HM/18HZ variante_sinénima p.Ser121(p=)
VPREB1 rs5995720 G G/IA A 0,1511 (A) 1HM/15HZ variante_missense p.Glul32L ys
IGLL1 rs8138122 C CIT T 0,0403 (T) 1HZ variante_missense p.Arg189His
IGLL1 rs75088277 |G G/A A 0,0343 (A) 2HZ variante_sinonima p.Pro183(p=)
IGLL1 rs111903752 | A AIT T 0,0449 (T) 3HZ variante_missense p.Met162Lys
IGLL1 rs139571703 | C CIT T 0,0353 (T) 2HZ variante_missense p.Gly159Ser
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IGLL1 rs145176864 | G G/A A 0,0206 (A) 1HZ variante_missense p.Prol55Leu
IGLL1 rs73157031 |G G/A A 0,1346 (A) 14HZ variante_missense p.Thr148lle
IGLL1 rs114285337 | C CIT T 0,0037 (T) 1HZ variante_sinénima p.GIn103(p=)
IGLL1 rs115303391 | G G/A A 0,0247 (A) 1HZ variante_sinonima p.Ser100(p=)
IGLL1 rs116041505 | G GIT T 0,0266 (T) 4HZ variante_missense p.Thr95Lys
IGLL1 rs116275804 | G G/A A 0,0229 (A) 4HZ variante_sinénima p.Asn92(p=)
IGLL1 rs116760479 |C CIT T 0,0206 (T) 1HZ variante_missense p.Val33Met
MIF rs201099096 | G G/A A 0,0037 (A) 1HZ variante_sinénima p.Glu86(P=)
MIF rs189811391 | C CIT T 0,0064 (T) 1HZ variante_intrénica IVS2-9C>T
MIF rs2070766 C CIG G 0,1900 (G) 1IHM/11HZ variante_intrénica 1IVS2-6C>G
CFP rs1048118 G GI/IA A 0,1814 (A) 12HM/THZ variante_sinénima p.Asn428(p=)
VSIG4 rs146489734 | C CIA A 0,0065 (A) 1HZ variante_missense p.Ala332Ser
VSIG4 rs144052171 | C TIT T 0,0006 (T) 1HM variante_missense p.Arg308GIn
VSIG4 rs17315645 |C TIT T 0,0175 (T) 2HM variante_missense p.Gly279Glu
CD40LG rs1126535 T C/C C 0,1911 (C) 6HM/4HZ variante_sinénima p.Leu50(p=)
CD40LG rs148594123 | G AIA A 0,0084 (A) 1HM variante_missense p.Gly219Arg

HM: homocigosis; HZ: heterocigosis; MAF: Frecuencia alélica minoritaria; ND: No disponible; prot: proteina. Las filas en rojo sefialan los

polimorfismos seleccionados para el analisis por presentar una frecuencia > 7%.
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CONCLUSIONS: AMR is a complex phenotype affected by many recipient factors. Variants in p.Gly54Asp-
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risk of AMR.
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Heart transplantation (HT) is a well-established life-
saving treatment for patients presenting with end-stage
cardiac failure. However, it has been established that
approximately 15%-25% of patients who receive a trans-
plant experience cell-mediated rejection episodes, and some
develop antibody-mediated rejection (AMR)."> AMR in HT
is associated with hemodynamic compromise, increased
graft loss, cardiac allograft vasculopathy (CAV), and
increased mortality.” The true incidence of AMR is
unknown; however, values ranging from 3% to 85%, owing
to diverse diagnostic criteria and variations in screening
frequency, have been reported.™ Our research group
reported an incidence of <3% when using the criteria of
allograft dysfunction and C4d deposition in endomyocardial
biopsy.”

Allograft rejection caused by antibodies can be mediated
by different mechanisms, as opposed to T-cell rejection.
Classically, antibody induces acute rejection through the
fixation and activation of the complement cascade, resulting
in tissue injury.”® Complement, which is a multicomponent
system of receptors, regulators, and effector molecules, is a
very powerful amplifier of the innate and adaptive immunity
contributing to the pathogenesis of AMR."’

More than 50 genes encoding proteins of complement
components, receptors, and regulators have been described.”
The complement system consists of many proteins, mainly
proteases, which create a cascade when triggered.” There are
3 pathways of complement activation (Figure S1, available
in the online version of this article at www.jhltonline.org):
(1) the classical pathway, which is activated by antibodies
bound to antigens and forming immune complexes; (2) the
lectin pathway, which is activated by carbohydrates such as
mannose-binding lectin (MBL); and (3) the alternative
pathway, which is activated in the absence of antibodies by
spontaneous hydrolysis of C3. Each pathway converges in
the formation of a C3 convertase molecule, whose function
is to cleave C3.

Several polymorphisms and mutations in genes related to
the complement system have been associated with different
diseases, including renal, ocular, and infectious dis-
cases.>'%"!? In the field of transplantation, most studies
have focused on renal transplant outcomes. For example, the
GGCG haplotype and 450 C/T polymorphism in C5 and
C5a genes were associated with lower renal allograft
function'”’ and low risk for graft rejection,' respectively,
whereas a polymorphism in CD46 was associated with acute
renal allograft rejection.'” Moreover, mutations in comple-
ment genes may predict recurrence and graft outcome in
renal transplant recipients with atypical hemolytic-uremic
syndrome.l(”17 However, other studies showed no associa-
tion between polymorphisms in C3 and lectin complement

pathway genes and graft outcome.'® " One limitation of
these studies was that they analyzed <6 genes involved in
the complement pathway.'” " Recently, Ermini et al’’
analyzed the relationship between single nucleotide poly-
morphisms (SNPs) in 47 complement genes and graft
survival, serum creatinine, delayed graft function, and acute
rejection in donors and recipients of renal transplants. They
found 1 donor SNP, ¢.3044-363T >C (1s4935047), in the
non-coding region of the mannose-binding lectin 2 gene
(MBL2) associated with worse graft outcome.

In HT, several genetic polymorphisms in cytokine genes
have been associated with the risk of acute rejection.””
Despite the important role of complement in AMR, no study
to our knowledge has described the role of variants in
complement genes in AMR after HT. Thus, the aim of the
present study was to investigate the association between
variants in complement genes and the development of AMR
after HT.

Methods
Patients

A retrospective case-control study was conducted in samples from
a historical cohort of patients who received a HT at Complejo
Hospitalario Universitario de A Corufia (CHUAC) from June 2000
until November 2016. The study was carried out on 46 HT
recipients, 23 with and 23 without AMR. The 23 AMR cases were
matched to 23 control patients by sex, age (+5 years), and follow-
up post-transplant.

The diagnostic criteria to define the cases of AMR were
different according to whether the transplant date was before or
after 2013. AMR in patients who underwent HT before 2013 (n =
15) was defined according to the following criteria: (1) allograft
dysfunction (left ventricular ejection fraction <30% and/or heart
failure), (2) no evidence of other causes of allograft dysfunction
(acute cellular rejection or CAV), (3) evidence of complement
activation on endomyocardial biopsy (C4d and/or C3d staining),
and (4) favorable response to therapy addressing AMR (e.g.,
plasmapheresis, rituximab, steroid boluses). AMR in patients who
underwent HT after 2013 (n = 8) was classified according to
International Society for Heart and Lung Transplantation (ISHLT)
categories pAMRI1(I+), pAMRI(H+), pAMR2, and pAMR3*
and inclusion criteria of having at least 1 positive endomyocardial
biopsy (pAMRI1 or higher). Control patients did not present with
any distinguishing signs of AMR (pAMRO) or allograft dysfunc-
tion. Each control patient was followed a minimum of 6 months
longer than the AMR event of the corresponding case. All HT
recipients provided biological samples for DNA analysis.

All samples used for this work had been stored in the collection
of samples for research of the advanced heart failure and cardiac
transplant unit of CHUAC (“Coleccién de muestras para la
investigacion de insuficiencia cardiaca avanzada y trasplante
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cardiaco” registered in the Instituto de Salud Carlos III as
C_0000419, 2012/348). The study was approved by the local
Ethics Committee (“Comité ético de investigacion de Galicia,”
reference: 2014/012) and conformed to the ethical guidelines of the
Declaration of Helsinki. Written informed consent was obtained for
sample collection and genetic screening tests.

Genetic study

Genomic DNA was isolated from clots and blood samples using
QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany)
following the manufacturer’s instructions and was stored at 4°C
until use. The genetic analysis included 51 genes related to the
complement pathway (Figure S1 and Table S1, available in the
online version of this article at www.jhltonline.org). For this
purpose, target resequencing was performed using TruSight One
Sequencing Panel (Illumina, San Diego, CA), consisting of 4,813
genes, including the 51 genes selected. The sequence library was
constructed using 50 ng of each genomic DNA, quantified
with Qubit 2.0 (Life Technologies). The NextSeq500 platform
(Illumina) was used to perform 151-bp paired-end sequencing
according to manufacturer’s instructions. The sequencing reads
were aligned to the human reference genome (hg19). The extracted
variants, reported in variant call format output file, were evaluated
for coverage and Qscore. In addition, coding and adjacent intronic
regions of the 51 genes were visualized via Integrative Genomics
Viewer to confirm the presence of the variants detected.

In silico tools

The potential effect of missense SNPs associated with AMR was
predicted using in silico tools. Moreover, the minor allele
frequency (MAF) of the SNPs detected by next-generation
sequencing (NGS) was extracted from the Single Nucleotide
Polymorphism Database (dbSNP) and/or the Exome Aggregation
Consortium (ExAC).

Localization

Topologic placement of the mutations was done using
the Swissprot database (http://ca.expasy.org/uniprot/) and the
bibliography previously described. The Uniprot database provides
generally accepted residue ranges corresponding with each domain
region and specialized subregion. The Swiss-Pdb Viewer (v.4.10)
was used to generate the models of the mutated protein structure by
replacing the native amino acid for the variant.

Predicting damaging amino acid substitution

Three online tools were used to predict the pathogenicity of
the missense variants: SIFT (http://sift.jcvi.org/www/SIFT seq_
submit2.html), Polyphen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/%
20pph2/), and PhDSNP (http://snps.uib.es/phd-snp/phdsnp.html).
The ClinVar database was also consulted.

Sanger sequencing

Direct sequencing of 15 amplicons (Table S2, available in the
online version of this article at www.jhltonline.org), containing
at least 1 variant by NGS each, was performed to evaluate
sensitivity [TP/(TP+FN)], specificity [TN/(TN+FP)], and accu
racy [(TP4+TN)/(TP4+FP+FN+TN)] of the NGS technique. In

these formulas, TP means true-positive, TN means true-negative,
FP means false-positive, and FN means false-negative.

Enzyme-linked immunosorbent assay
measurements

Pre-transplant serum samples were used for the determination of
functional MBL (n = 9, 5 samples from patients with AMR with
the reference sequence in the position c.161 and 4 samples from
control patients that carried the variant c.161G> A) and properdin
(n = 16, 5 with AMR and variant ¢.1284C>T and 11 without
AMR and with the reference sequence in the position c.1284)
levels, using commercially available competitive sandwich
enzyme-linked immunosorbent assay kits (MBL, Human, ELISA
kit HK323-01, and Properdin, Human, ELISA kit HK334-01) from
Hycult Biotech (Uden, Netherlands).

MBL measurable concentration range was 0.4-100 ng/ml.
Serum samples were diluted 1:10 with MBL-binding buffer, and all
measurements were made in duplicate. Properdin measurable
concentration range was 0.3-20 ng/ml. Serum samples were
diluted 1:2,000 with dilution buffer, and all measurements were
made in triplicate. In both cases, the absorbance at 450 nm was
measured in a spectrophotometer. The concentration of MBL
varies among individuals from <5 to >5,000 ng/ml**; the
properdin concentration varies from 5 to 15 pg/ml.>

Statistical analyses

Continuous variables are expressed as mean + SD. Discrete
variables are shown as percentage. For the genetic analysis,
multiple inheritance models (codominant, dominant, recessive, and
log-additive) were first applied by using SNPStats software. In
addition, the genetic analysis was redone using R software for
SNPs with significant allele association with any of the multiple
models. Differences in allele and genotype frequencies between the
2 groups were assessed by McNemar’s chi-square test using R.
A p-value of 0.05 was used as a significance threshold.

For analysis of serum levels, values were expressed as median
and interquartile range (IQR). To assess the significance of
differences of protein serum levels, the Mann-Whitney U test for
non-normally distributed values was performed using R software.
p < 0.05 was considered statistically significant. The R package
and commands used to perform the statistical analyses are
presented in the supplementary data (available in the online
version of this article at www.jhltonline.org).

Results

Baseline clinical characteristics

Of the 46 patients studied, 86.96% were men, and the mean
age of recipients at time of transplantation was 50.1 years +
16.0 (Table 1). The mean follow-up post-transplant was
7.3 years + 3.6, and the most common heart disease
in patients requiring HT was ischemic cardiomyopathy
(39.1%). Table 1| displays the study population demo-
graphics, including immunosuppressive regimens. Further-
more, available data from the characterization of anti-HLA
antibodies in both patients with AMR and control patients
were included (Table S3, available in the online version of
this article at www jhltonline.org). Using the pathologic
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Table 1  Clinical Characteristics of Patients

Variable

Total (n = 46 patients) AMR (n = 23 patients) Control (n = 23 patients)

Age, years, mean + SD 50.1 + 16.0 50.2 + 16.5 50.0 + 15.9
Male 87.0% (40) 87.0% (20) 87.0% (20)
Female 13.0% (6) 13.0% (3) 13.0% (3)
Primary heart disease
Dilated cardiomyopathy 34.8% (16) 26.1% (6) 43.5% (10)
Ischemic cardiomyopathy 39.1% (18) 52.2% (12) 26.1% (6)
Valvular cardiomyopathy 10.9% (5) 8.7% (2) 13.0% (3)
Others 15.2% (7) 13.0% (3) 17.4% (4)
Time since transplant
<2 years 10.4% (5) 17.4% (4) 4.4% (1)
2-5 years 23.9% (11) 30.4% (7) 17.4% (4)
>6 years 65.2% (30) 52.2% (12) 78.3% (18)
Time to AMR diagnosis after transplant, years, mean + SD 3.5+0.6

Cytomegalovirus status
Donor +/recipient +

58.7% (27)

56.5% (13) 60.9% (14)

Donor —/recipient — 2.2% (1) 0 4.4% (1)
Donor +/recipient — 23.9% (11) 30.4% (7) 17.4% (4)
Donor —/recipient + 13.0% (6) 13.0% (3) 13.0% (3)
Unknown 2.2% (1) 0 4.4% (1)
Immunosuppression
Cyclosporine 75.0% (36) 75.0% (18) 75.0% (18)
Plasmapheresis 32.6% (15) 65.2% (15) 0
Rituximab 32.6% (15) 65.2% (15) 0
Steroids 100% (46) 100% (23) 100% (23)
OKT3 6.5% (3) 12.5% (3) 0
Mycophenolate mofetil 91.3% (42) 87.0% (20) 95.7% (22)
Tacrolimus 56.5% (26) 65.2% (15) 47.4% (11)
Everolimus 32.6% (15) 26.1% (6) 39.1% (9)
Basiliximab 89.1% (41) 82.6% (19) 95.7% (22)
Sandimmune 14.6% (7) 20.8% (5) 8.3% (2)
Daclizumab 4.4% (2) 4.4% (1) 4.4% (1)

AMR, antibody-mediated rejection.

AMR classification in patients after 2013,> 4 patients were
classified as pAMR(I+), and 4 patients were classified as
pAMR2.

Genotype association with AMR

After sequencing all coding regions and the +10 intronic
pair bases in 51 genes related to the complement pathway
(Figure S1, available in the online version of this article at
www.jhltonline.org), 319 polymorphisms in 50 genes were
found (Figure 1A and Table S4, available in the online
version of this article at www jhltonline.org). No SNPs
were found in CD59 gene. The mean coverage over all the
genes related to the complement cascade was 72.7-fold + 2.
4 (Figure 1B). To determine the accuracy, specificity, and
sensitivity of the NGS protocol, we followed 42 selected
amplicons containing at least 1 variant by NGS. From 8,481
readable bases in the Sanger sequencing, we observed 8,445
TN calls and 33 TP calls. No FP calls and 3 FN calls were
found, together resulting in a sensitivity of 91.7%,
specificity of 100%, and accuracy of 99.7%. After manual
inspection of the FN calls that only had been identified by

Sanger, we detected that all FN calls appeared in the IGHAI
gene in the position chrl14:106.173.808. However, in the
3 samples, Integrative Genomics Viewer allowed visualization
of the variant in <10% readings. Thus, we postulated that
these FN must be related to the quality of the sequence in this
position.

A genetic association study was carried out to test for
an association between AMR and polymorphisms in the
complement cascade genes. First, an analysis with SNPstats
was performed. The results showed that, from the 319
SNPs found, 8 variants (rs1048118-CFP, rs1800450-MBL2,
1s11627594-IGHG2,  1s1407-IGHAI, 1s1130656-PLG,
rs1450656-C7, rs17611-C5, rs25681-C5) were associated
with AMR in at least 1 of the multiple inheritance models
applied. Second, when the association function of R was
applied, all 8 SNPs previously identified were significantly
associated with AMR. However, when the McNemar chi-
square test was done, only 2 SNPs were significantly
associated with AMR: (1) the missense variant c.161G> A,
p-Gly54Asp in MBL2 gene, rs1800450 (Table 2), and (2) the
synonymous variant c.1284C>T, p.Asn428(p=) in CFP
gene, 1s1048118 (Table 3).
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The polymorphism in MBL2 gene is a guanine-to-
adenine substitution on the c.161 nucleotide that produces
the substitution of the 54 glycine for aspartic acid
(p-Gly54Asp) (Figure 2A, B). The MAF (allele = A)
described in dbSNP is 0.1389; however, in our patients the
rare allele was significantly more frequent in the control
patients than in the patients with AMR (Table 2). Although
p-Gly54Asp is a polymorphism, 3 software predictions
showed that this variant can present an impact in the
function of the protein (Figure 2C). Moreover, in the
ClinVar database, this allele is described as a pathogenic
allele. The second SNP associated with AMR was presented
in the CFP gene, which codes for properdin protein. It is a
cytosine-to-thymine substitution on the c.1284 nucleotide
that does not modify the 428 asparagine amino acid (p.
Asnd28(p=)) (Figure 3A, B). The MAF (allele = T)
described in dbSNP is 0.2287; however, in our patients the

rare allele was significantly more frequent in patients who
developed AMR than in control patients (Table 3).

Serum MBL levels in control patients vs patients with
AMR correlated with described genotype

The median MBL serum level measured before HT in
4 patients who did not develop AMR and carried the variant
p.Gly54Asp was 6.2 ng/ml (IQR 5.1-6.9 ng/ml)
(Figure 2D). This value was significantly lower compared
with the median MBL serum level measured before
transplantation in 5 patients with AMR in whom the
analyzed SNP was not present (207.5 ng/ml (IQR 84.8-
290.9 ng/ml), p < 0.01). Thus, these findings confirm that
control patients who carried the SNP rs1800450 present low
MBL levels.
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Table 2  Statistical Analysis of Variant p.Gly54Asp (rs1800450) in MBL2 Gene in Control and AMR Groups

rs1800450 Model Genotype  Control AMR OR (95% CI) p-value  AIC BIC
SNPstats Codominant G/G 13 (56.5%) 21 (91.3%) 1.00 0.02° 61.7 67.2
G/A 9 (39.1%) 2 (8.7%) 0.1 (0.03-0.7)
A/A 1 (4.3%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
Dominant G/G 13 (56.5%) 21 (91.3%)  1.00 0.006° 60 63.7
G/A-A/A 10 (43.5%) 2 (8.7%) 0.12 (0.02-0.66)
Recessive G/G-G/A 22 (95.7%) 23 (100%)  1.00 0.2 66.4 70
A/A 1 (4.3%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
Overdominant ~ G/G-A/A 14 (60.9%) 21 (91.3%) 1.00 0.01° 61.5 65.2
G/A 9 (39.1%) 2 (8.7%) 0.2 (0.03-0.8)
Log-additive = = = 0.1 (0.03-0.7) 0.005"  59.7  63.4
R (F(x) association) Codominant G/G 13 (56.5%) 21 (91.3%) 1.00 0.02° 61.7
G/A 9 (39.1%) 2 (8.7%) 0.1 (0.03-0.7)
A/A 1 (4.3%) 0 (0%) 0.00
Dominant G/G 13 (56.5%) 21 (91.3%)  1.00 0.005° 60
G/A-A/A 10 (43.5%) 2 (8.7%) 0.1 (0.02-0.7)
Recessive G/G-G/A 22 (95.7%) 23 (100%)  1.00 1 66.4
A/A 1 (4.3%) 0 (0%) 0.00
Overdominant  G/G-A/A 14 (60.9%) 21 (91.3%)  1.00 0.01° 61.5
G/A 9 (39.1%) 2 (8.7%) 0.2 (0.03-0.8)
Log-additive — — — 0.1 (0.03-0.7) 0.02a 59.7
McNemar's test Chi-square = 4.9 with 1 df 0.03°

AIC, Akaike information criterion; AMR, antibody-mediated rejection; BIC, Bayesian information criterion; CI, confidence interval; OR, odds ratio.
?Statistical significance.

Serum properdin levels in patients with AMR 12.0-36.4 pg/ml), whereas median serum levels of 11 control
correlated with described genotype patients without the studied variant was 10.8 pg/ml (IQR

5.9-13.9 pg/ml). Thus, the genotype rs1048118 in patients
Median properdin serum levels of 5 patients with AMR with AMR was positively and significantly associated with

who carried the variant rs1048118 was 14.7 pg/ml (IQR higher concentrations of properdin (p < 0.05) (Figure 3C).

Table 3  Statistical Analysis of Variant rs1048118 in CFP Gene in Control and AMR Groups

rs1048118 Model Genotype Control AMR OR (95% CI) p-value AIC BIC
SNPstats Codominant c/C 21 (91.3%) 12 (52.2%) 1.00 0.007° 59.7 65.2
/T 0 (0%) 2 (8.7%) NA (0.00-NA)
/T 2 (8.7%) 9 (39.1%) 7.9 (1.5-42.6)
Dominant c/C 21 (91.3%) 12 (52.2%) 1.00 0.002° 58.4 62.1
C/T-T/T 2 (8.7%) 11 (47.8%) 9.6 (1.8-50.9)
Recessive c/c-C/T 21 (91.3%) 14 (60.9%) 1.00 0.01° 61.5 65.2
/T 2 (8.7%) 9 (39.1%) 6.8 (1.3-36.0)
Overdominant  C/C-T/T 23 (100%) 21 (91.3%)  1.00 0.09 64.9  68.6
/T 0 (0%) 2 (8.7%) NA (0.00-NA)
Log-additive = = = 3.1 (1.3-7.4) 0.004° 59.5 63.2
R (F(x) association) Codominant c/C 21 (91.3%) 12 (52.2%) 1.00 0.009° 59.7
c/T 0 (0%) 2 (8.7%) 0.00
/T 2 (8.7%) 9 (39.1%) 7.9 (1.5-42.6)
Dominant c/C 21 (91.3%) 12 (52.2%)  1.00 0.002°  58.4
C/T-T/T 2 (8.7%) 11 (47.8%) 9.6 (1.8-50.9)
Recessive C/C-C/T 21 (91.3%) 14 (60.9%)  1.00 0.01° 61.5
T/T 2 (8.7%) 9 (39.1%) 6.8 (1.3-36.0)
Overdominant C/C-T/T 23 (100%) 21 (91.3%) 1.00 0.4889 64.9
/T 0 (0%) 2 (8.7%) 0.00
Log-additive — — — 3.1 (1.3-7.4) 0.009°  59.5
McNemar's test Chi-square equals 5.8 with 1 df 0.02°

AIC, Akaike information criterion; AMR, antibody-mediated rejection; BIC, Bayesian information criterion; CI, confidence interval; OR, odds ratio.
?Statistical significance.
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Figure 2 MBL2 transcript, MBL primary domains, and MBL

protein structure. (A) Schematic structure of the human MBL2 gene
showing relative position of the common polymorphism rs1800450
(c.161G>A). (B) Primary protein domains of MBL and the
relative location of the common polymorphism rs1800450
(p.Gly54Asp). The N-terminal cysteine-rich domain (21-41) is
shown in orange, the collagen-like domain (42-99) is shown in
gray, the coiled coil structure (112—130) is shown in green, and the
cytoplasmic tail (134-245) is shown in blue. Red spots (A, B)
indicate the polymorphism position. (C) In silico predictions of the
effect of p.Gly54Asp variant. (D) MBL serum levels according to
MBL?2 genotype among 4 control patients who carried the variant
p-Gly54Asp and 5 patients with AMR in which the analyzed SNP
was not present.

Secondary association between p.Gly54Asp-MBL2
and p.Asn428(p=)-CFP and CAV

Owing to the relationship between CAV and AMR,’ a
secondary genetic association study was also carried out to
test for an association between CAV and p.Gly54Asp-MBL2
and p.Asn428(p=)-CFP genes, which are associated with
AMR. CAV in transplant recipients were classified accord-
ing to ISHLT categories (CAV1, CAV2, and CAV3).’
Using the pathologic CAV classification,” 8 patients were
classified as CAV1, 2 patients were classified as CAV2, and
2 patients were classified as CAV3. The correlation analysis,
performed with SNPstats and R software, showed a
nonsignificant association for SNP (MBL2 [p > 0.99] and
CFP [p > 0.2]) and CAV.

Discussion

To our knowledge, the present study represents the largest
and the most exhaustive study to date on the effect of
variants on genes involved in the complement pathway
related to AMR in HT recipients. We have identified
2 SNPs, p.Gly54Asp-MBL2, which is associated with
absence of AMR, and p.Asnd28(p=)-CFP, which is
associated with the development of AMR. Moreover, the
presence of the rare allele p.Gly5S4Asp-MBL2 in control
patients correlates with an immunodeficiency of MBL,
whereas the presence of the rare allele p.Asn428(p=)-CFP
in patients with AMR correlates with higher levels of
properdin protein.

Protective role of p.Gly54Asp in MBL2 gene from
AMR

p.Gly54Asp is the first SNP significantly and negatively
associated with AMR. The higher frequency of this variant
in control patients correlates to lower concentration of MBL,
which could be classified as MBL deficiency (< 100 ng/ml).
MBL?2 gene codes for MBL protein, which is the initiator of
the complement lectin pathway and a key component of the
activation of the innate immune system.”’ The polymor-
phism p.Gly54Asp presents an MAF between 0.1220
(dbSNP—1000 Genomes) and 0.1389 (ExAC), and the in
silico tools used in this study predict a deleterious effect.
It has been previously described that the presence of this
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polymorphism in heterozygous individuals produces an
MBL deficiency.” This effect is confirmed with our data
showing low concentration (median = 6.2 ng/ml) of MBL
in our control patients who carry the variant. However, most
of the previous studies associated the presence of p.
Gly54Asp with decreased host defense against various
infectious agents.”’ In the field of transplantation, most
studies related to p.GlyS4Asp have focused on renal
transplant outcomes. The results were inconclusive because
some studies failed to find an association between genetic
profile of the lectin pathway of complement activation and
allograft outcome in renal transplants,]9’2' whereas others
showed a relationship with the incidence of acute rejection
and graft outcome.””*’

In HT, 2 studies described MBL deficiency related to
development of CAV”>' and acute graft rejection.’” How-
ever, neither study analyzed the presence or absence of the
variant p.Gly54Asp in the patients. In this regard, another
study highlighted that the relationship between MBL
deficiency and disease is complex and depends on different
genetic and environmental factors, and that could explain
why the data obtained in different studies are sometimes
contradictory.” The present study correlates the genotype p.
Gly54Asp with MBL deficiency and indicates a protective
effect from AMR, where the complement pathway plays a
key role. However, we did not found significant association
between this polymorphism and CAV.

Increased risk of AMR in patients with p.Asn428
(p=) in CFP gene

The p.Asn428(p=) in CFP gene (rs1048118) is the second
SNP significantly and positively associated with AMR. This
variant in patients with AMR correlates with higher
concentration of properdin than in control patients. The
CFP gene encodes the properdin protein, also known as
factor P. Properdin stabilizes the active enzyme complex of
the alternative pathway and is the only known positive
regulator of complement activation.”** It has been shown
that properdin deficiency results in an increased risk of
infection; infection mortality rates of 33%—75% have been
reported.”® It has been hypothesized that higher levels of
properdin, such as the levels shown in our AMR cohort,
result in a higher capacity to activate the alternative pathway
and may therefore represent activation of the alternative
pathway in relevant situations, such as cardiovascular
events,”’ type 2 diabetes mellitus,”® and AMR. Human
studies on the alternative pathway factor properdin in
relation to transplantation are scarce. The most relevant
article in this area focused on cellular rejection.”” The
authors showed that ISHLT grade 3A heart biopsy
specimens (moderate rejection or 2R) contained
significantly more transcripts than grade O or 1 biopsy
specimens for properdin. Taking all these data together,
we can hypothesize that high levels of properdin,
owing to the presence of the rs1048118 SNP, could have
an important role in the development of AMR or cellular
rejection.

Limitations of the study

Limitations of this study include its retrospective single-
center design, different criteria of AMR definition, and
clinical differences between groups. Moreover, because of
the relatively small sample size, we were unable to perform
multivariate analysis.

Conclusions

AMR in HT is a complex entity. We have described variants
of genes related to the complement system associated with
this phenotype. Specifically, the variants CFP (p.Asn428
(p=)) and MBL2 (p.Gly54Asp) are associated with an
increase and a reduction of the associated risk of AMR,
respectively.
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Abstract:

Background: Heart transplantation (HT) is a well-established life-saving treatment for
patients presenting with end-stage cardiac failure. Antibody-mediated rejection (AMR)
represents one of the main problems after HT because of its diagnostic complexity and
poor evidences supporting treatments. Complement cascade and B-cells play a key role
in AMR contributing to graft damage. This project explore the importance of variants in
genes related to complement pathway and B-cell biology in HT and AMR in donors and
in donors-recipients pairs.

Methods and Results: Genetic variants in 112 genes (51 complement and 61 B-cell
biology genes) were analyzed by next-generation sequencing in 28 pairs of donor-
recipient, 14 recipients with and 14 recipients without AMR. Statistical analysis was
performed with SNPStats, R, and EPIDAT3.1. We have identified one single nucleotide
polymorphism (SNP) in donors in genes related with B-cell biology, p.lle75Val-/L4RA,
which correlates with the development of AMR. Moreover, in the analysis of
discrepancies between recipient-donor genotypes, we have identified another SNP, in
this case in ADA gene (p.Val178(p=)), which is related with B-cell biology, associated
with the absence of AMR.

Conclusions: Donor polymorphisms and discrepancies between recipient-donor in
genes related to the biology of B-cells, could have an important role in the development
of AMR. Whereas no variants in donor or in donor-recipient pairs in complement

pathways seems to have an impact in AMR.

Key words: Donor genotype, B-cell genes, Antibody mediated rejection, Heart

transplantation.



Introduction:

Heart transplantation (HT) is a well-established life-saving treatment for patients
presenting with end-stage cardiac failure (1). However, antibody-mediated rejection
(AMR) represents one of the main problems for clinical management of HT because of
its diagnostic complexity and poor evidences supporting treatments (2).

The molecular mechanism involved in AMR is still unknown, however an important
role of the complement cascade and B-cells has been established (2,3). On one hand,
complement activation triggers a strong inflammatory response, and also generates
tissue-bound and soluble fragments that have been related to AMR (4). And on the other
hand, B-cells are known to play an important role in immune responses by producing
antibodies, presenting antigens to T cells, and secreting cytokines (5,6). In both
pathways, there are more than 120 genes encoding proteins (isotypes and subunits,
Figure 1) involved in complement activation, immunoglobulin gene rearrangement,
maturation, activation and differentiation of B-cells (7,8).

There have been many attempts to associate solid organ allograft outcomes with specific
genetic variants (9). However, most studies have been focused on recipient genotypes.
In fact, our group has recently found that polymorphisms in recipients in complement
(10) and B-cell pathways (unpublished data) have been associated with AMR. In the
last years, there has been an increasing interest in donors genotype associated to
allograft outcome (11-15). Focusing on complement and B-cell pathways, there are, at
least, 22 studies (Table 1) that analysed the association between donors or donors-
recipients pair genotype with different solid organ transplant outcomes (14,16-36).
Sixteen out of the 22 studies revealed an association between single nucleotide
polymorphisms and transplant outcomes demonstrated the importance of genetics in this

field. However, most of the studies analysed the association between one or two genes



and different outcomes, where the complement and B-cells role is not always clear.
Surprisingly, due to the importance of complement pathway or B-cell biology in AMR,
none study was conducted to find an association between variants in these pathways in
donor and AMR. Moreover, it is important to note that none of the complement studies
were performed in HT and only five studies related to B-cell biology (27,29,31-33)
were conducted in HT. Giving these findings, we examine the importance of the genes
related to complement pathway and B-cell biology in HT and AMR in donors and in

donor-recipients pairs.

Methods:

Patients:

14 patients with and 14 patients without AMR after HT and their corresponding donors
were selected for the study (total patients included=56). The diagnostic criteria to define
the cases of AMR were different according to whether the transplant date was before or
after 2013. AMR in patients transplanted before 2013 (n=7) were defined according to
the following criteria: a) allograft dysfunction (Left Ventricular Ejection Fraction <30%
and/or heart failure), b) no evidence of other causes of allograft dysfunction (acute
cellular rejection or cardiac allograft vasculopathy), ¢) evidence of complement
activation on endomyocardial biopsy (EMB) (C4d and/or C3d staining) and/or d)
favourable response to therapy addressing AMR (including plasmapheresis, rituximab,
steroids boluses, IVIG, etc). AMR in patients transplanted after 2013 (n=7), were
classified according to International Society for Heart & Lung Transplantation (ISHLT)
categories (37,38), and inclusion criteria is having at least one positive EMB (pAMR1
or higher). Controls did not present any distinguishing signs of AMR (pAMRO), or

allograft dysfunction. All samples were from the “Coleccion de muestras para la



investigacion de insuficiencia cardiaca avanzada y trasplante cardiaco” registered in the
Instituto de Salud Carlos 111 (C_0000419, 2012/348). The study was performed in
accordance with the Declaration of Helsinki and was approved by the ethics committee

of "Investigacion de Galicia" (Reference: 2014/012).

Genetic analysis with targeted next-generation sequencing:
Genomic Deoxyribonucleic acid (DNA) from the patients with and without AMR and
their corresponding donors (n=56) were extracted from clots and blood samples using
QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen Inc. Hilden, Germany) as previously described
(10). All samples were included in the next-generation sequencing (NGS) study using
the TruSight One panel according to manufacturer's instructions (lllumina, San Diego,
CA, USA). The TruSight One is a commercial NGS panel for the targeted genomic
enrichment of 4.813 genes including 51 genes related with the complement pathway and
61 genes selected related to the biology of B-cells (Table S1_Supplemental material).
The samples were paired-end sequenced on a NextSeq500 platform (Illumina) and
mapped to the human genome reference sequence (GRCh37, hg19).
Databases and in silico tools used:
The potential effect of single nucleotide polymorphisms (SNP) associated with the
presence of AMR was predicted using in silico tools as previously described (10).
Moreover, the minor allele frequency (MAF) of the SNPs described was consulted on
two different databases: Single Nucleotide Polymorphism Database (dbSNP) and/or The
Exome Aggregation Consortium (ExAC).

a.) Localization of the variants: Topological placement of the mutations was done

using the Swissprot database (http://ca.expasy.org/uniprot/) and the bibliography


http://ca.expasy.org/uniprot/

previously published. The Uniprot database provides generally accepted residue
ranges corresponding with each domain region and specialized subregion.

b.) Predicting Damaging Amino Acid Substitution: Five online tools were used
to predict the pathogenicity of the missense variants: SIFT

(http://sift.jcvi.org/www/SIFT seq_submit2.html), Polyphen-2

(http://genetics.bwh.harvard.edu/ pph2/), PhDSNP (http://snps.uib.es/phd-

snp/phdsnp.html), SNAP2  (https://www.rostlab.org/services/snap/), and

MutationTaster (http://www.mutationtaster.orq).

c.) Predicting Exonic splicing enhancer Variants: The effect of synonymous
variants in the splice-enhancing sequences was evaluated using HSF

(http://www.umd.be/HSF/).

Quality of NGS sequencing:

The mean coverage over all the genes related to the complement pathway or the biology
of B-cells was as high as 83,7+2,5-fold. Direct sequencing of 24 different amplicons
(Table S1_supplemental material), containing at least one variant by NGS each, was
performed to evaluate sensitivity [TP/(TP+FN)], specificity [TN/(TN+FP)], and
accuracy [(TP+TN)/(TP+FP+FN+TN)] of the NGS technique. In these formulas, TP
means true-positive, TN means true-negative, FP means false-positive, and FN means
false-negative. After analyzing all the genes included on the study we obtained a

sensitivity of 94,5%, a specificity of 100%, and an accuracy of 99,9%.

Statistical analysis:
For the association of genotypes of donors in genes related to complement and B-cell

biology, multiple inheritance models (codominant, dominant, recessive, overdominant,
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and log-additive) were applied using SNPStats software and the association function of
R software. When these models showed a significant association, Fisher’s exact test was
performed with R. The strength of association between SNPs and AMR was estimated
by the odds ratios (ORs), 95% confidence intervals (Cls), Akaike information criteria
(AIC), Bayesian information criteria (BIC) and P-values, using both SNPStats and R
software. Moreover, to identify genotypes of recipients-donors pairs in genes related to
the complement pathway and B-cell biology potentially associated with the risk of
humoral rejection, Fisher’s exact test with EPIDAT 3.1 software was performed. Due to
the exploratory nature of these analyses, P-values < 0,02 were required in order to limit

the risk of spurious associations.

Results

Baseline clinical characteristics:

Baseline characteristics of donors and recipients included in the study are displayed in
Table 2. In both groups of recipients, the most common transplant etiology was
cardiomyopathy (71,4%). Using the pathologic AMR classification in patients after
2013 (n=7), based on a scale consisting of immunopathology and histological features
(36,37), 4 patients were classified as pAMR(I+) and 3 patients were pAMR2. Table 2

and Table S2_Supplemental material show Cytomegalovirus (CMV) serology status,

immunosuppression regime and the AMR treatment.

Association of genotypes of donors in complement genes with AMR
A total of 51 genes related to the complement were analyzed in 28 donors, 14 from
patients with AMR and 14 from patients without AMR (Table S1_Supplemental

material). Sequencing of all codifying and adjacent regions, from position -10 to +10, of



the genes select of 28 HT donors revealed 257 SNPs (Table S3_Supplemental

material). After statistical analysis, none of the donor SNPs in complement pathway

was associated to AMR.

Association of genotypes of donors in genes related to B-cell biology with AMR
61 genes related to B-cell biology were screened in 28 donors of 14 AMR patients and
14 controls (Table S1_Supplemental material). 222 SNPs were found in the analyzed

genes (Table S3 Supplemental material), and one of these variants were significantly

associated with AMR (Codominant P=0,01; Dominant P=0,002; Overdominant P=0,01;
Log-additive P=0,002; Table 3). This polymorphism in /L4Ra gene, an adenine to
guanine substitution on the ¢.223 nucleotide that produces the substitution of the 75
lysine for valine (rs1805010; p.lle75Val (Figure 2)), was more present in AMR donors
than in control donors. We used an in silico software in order to predict an impact in the
function of the protein, and it was predicted to be tolerated by all the bioinformatics
tools used (SIFT=tolerated(1), POLYPHEN=benign(0,001) , PhDSNP=Neutral,
Mutation Taster=Polymorphism (1,0), SNAP=Neutral (87%), values in parenthesis

show the score of each in silico tool).

Association of genotypes of recipients-donors in genes related to the complement
pathway and B-cell biology with AMR

The genotype of the most relevant genes in the complement pathway and in the biology
of B-cell were analysed in 14 pairs of donors and recipients that developed AMR
(n=28) and 14 pairs of donors and recipients that did not develop AMR (n=28). After
the analysis of 112 genes, 662 SNPs were found in the studied population (Table

S3_Supplemental material). Our first analysis compared the total number of



discrepancies between donor and recipient in the 662 SNPs found in AMR group and
control group. The mean number of discrepancies in the AMR group was 103,6+3,3
whereas in the control group was 108,7£8,4; which is not statistically significant.

Our second analysis compared the frequency of each SNP found in both populations in
the donor_recipient pairs. For this purpose, SNPs with minor allele frequency less than
<7%, which means the presence of the alternative allele in less than 5 patients out of 56,

were left out from further analysis (n=402, Table S3 Supplemental material). Thus, we

compared the distribution of genotype frequencies in 260 SNPs in donors and recipients
as follows: 1.) D+/R+, 2.) D+/R-, 3.) D-/R+, and 4.) D-/R- in AMR and control group,
where + means the presence of the variant while - means the reference nucleotide. After
this analysis, only one SNP found in ADA gene (p.Vall78(p=), rs244076) (Figure 3A),
related to B-cells biology, presents a statistically significant distribution (Table 4,
P<0.02). Moreover, the presence of this allele showed an inverse association with the
appearance of AMR (D-/R- vs D+/R+ or D+/R- or D-/R+), with an odd ratio of 0.07 (Cl
95%: 0.01-0.44, P-value=0.006). This variant could modify the exonic splicing
enhancer as it is showed in Table 5, and thus, it could have an impact in protein

expression.

Discussion:

This study is the first analysis of the effect of donor and recipient-donor pair variants, in
genes involved in the complement pathway and B-cell biology, related to AMR in HT
patients. We have identified one SNP, p.lle75Val in IL4Ra gene (rs1805010), in donors
which correlates with the development of AMR. Moreover, in the analysis of
discrepancies between recipient-donor pair, we have identified one SNP, p.Val178(p=)

in ADA gene (rs244076) related with B-cell biology, associated with the absence of



AMR. Whereas no SNP in genes of the complement pathway, either in donor or in
recipient-donor pairs, is associated to AMR. Thus, our data is in concordance with
several studies that pointed the importance of donor genotypes in the allograft outcome
(14,19-20,31). In fact, Biggins and colleagues (18) had published that IL28B and
DDX58 single nucleotide polymorphisms that are favourable when are present in the

recipient, are unfavourable when are present in donor graft.

Association of donor variant p.lle75Val in IL4Ra gene with AMR:

In the last years, the number of studies focused, not only in recipients, but also in donors
genotypes in genes related with complement and B-cell biology that could have an
effect in transplant outcome have increased (Table 1). Twelve out of 22 studies
reviewed (14,17-19,21,22,27,28,30,31,34,35) showed an influence of donor genotype in
five different type of transplantation (Kidney=5, Liver=3, Heart=2, Lung=1, and
Hematopoietic stem cell=1) with different end points studied (acute rejection=7, graft
survival & outcomes=6, infections=3). The genes associated with transplantation
outcomes were different interleukins (I1L4, IL6, IL10, and IL28B)
(18,19,28,30,31,34,39), different proteins of the complement cascade (C3, C5, CD59,
and MBL2) (14,17,21,22) and two genes related to the activation of B-cells (CCR5 and
DDX58) (18,27).

Surprisingly, due to the importance of complement cascade and B-cell biology in AMR,
none studied was carried out in the genes of these two pathways in HT with AMR. In
this sense, in our patients, no SNPs in the complement cascade genes were associated
with AMR. But, although no SNP in the interleukins genes were associated to AMR, the
presence of the variant p.lle75Val in IL4Ra gene, which codifies for the interleukin-4

receptor subunit alpha (IL-4Ra), in donors was associated to AMR.



IL-4Ra mediated signaling on B-cells drives the production of type 2 antibody isotypes
IgG1 and IgE through STATG6 in response to IL-4 stimulation (40). The extracellular
variant p.lle75Val, or p.lle50Val relative to the mature peptide, in /L4Ra gene found in
our cohort associated to AMR has been described in several studies related with asthma,
type 1diabetes, hyper-IgE syndrome, and severe eczema (41-43). The p.lle75Val
polymorphism, named as rs180510 by dbSNP, has been described as a ‘gain-of-
function” mutation due to a sustained STAT6 phosphorylation (44). In fact, this variant
was associated with an increase in the total serum IgE level in the atopic asthma related
with its active role in isotype class-switch recombination (42). Thus, to find a possible
role of /L4Ra p.lle75Val in AMR, we can speculate, based on all these studies, that
donors with the allele Val75, associated to a ‘gain-of-function’, would present more
IgE/IgG due to sustained STAT6 phosphorylation. This modification would in turn
increase IL4 stimulation that skewing towards Th2 response by increasing B-cell
activity (45). Moreover, the major production of 1gG by B-cells could increase the
activation of the complement pathway that could increase the risk of AMR (46).
However, more research must be done to analyse this hypothesis and the role of donor

p.lle75Val variant in AMR.

Role of genotypes discrepancies between recipients-donors in genes related to the
complement pathway and B-cell biology with AMR:

Despite several studies have described that discrepancies between recipients-donors
genotypes in genes related with complement activation and B-cell biology could affect
transplant outcome, the results were inconclusive because of low number of genes
analysed and different outcomes studied (Table 1). Our study analysed 112 genes, in a

more ambitious strategy, and we focus in AMR due to the importance of complement



cascade and B-cells in this entity. We do not find any SNP in complement genes related
to AMR either in donor or in donor-recipient pair, in concordance with previously
studies that failed to find an association with different outcomes analysed (acute
rejection (20) and graft outcomes (16,23,24,26). Thus, complement genes related to
AMR seems to be important in recipients, and not in donors, as we have previously
published (10).

On the other hand, all the studies carried out in genes related to B-cells biology in
transplantation showed a relationship with different outcomes studied: acute rejection
(28,30-32,34-36), graft outcome (27,29,33,34) and infections (18,19). In this study, after
analysing more than 316 SNPs in 61 genes we found an association between recipients-
donors discrepancies in only one synonymous SNP, p.Val178(p=), in ADA gene related
with the B-cell biology. Due to the more frequent presence of the alternative allele in
the donor-recipient pair in the control group, this polymorphism could have a protective
effect from AMR. Although it is a synonymous variant, cumulative evidence shown that
silent SNPs can alter the final protein conformation (47,48). In our study the in silico
analyses performed for p.Val178(p=) showed that it could modify the exonic splicing
enhancer and possibly have an impact in protein expression. However, more research
must be done to verify this hypothesis.

Most of the studies conducted in B-cell genes in transplantation found an association
with interleukin genes or TNF-a (Table 1). Thus, this is the first description of a variant
in ADA gene related to a transplantation outcome, the AMR. Adenosine deaminase
(ADA) is a ubiquitously expressed metabolic enzyme that plays an integral role in
numerous cellular processes and is encoded by ADA gene (49). ADA is well known for
adenosine deaminase deficiency as a form of severe combined immunodeficiency

(ADA-SCID) in which there is dysfunction of both B and T lymphocytes with



decreased production of immunoglobulins that results from mutations in the gene
encoding ADA (49). Moreover, polymorphisms in ADA gene also have been related
with other pathologies like autism, asthma, and rheumatoid arthritis (47,50,51). In fact,
in the study of Sharma and colleagues (47), a significant association between the variant
found, p.Vall78(p=), and a poor response to rheumatoid arthritis has been described.
Unfortunately they did not describe any mechanism by which the variant could affect

the response.

Limitations: The main limitations of the present study are: a) relatively small sample
size because of the unicentric study design, the low incidence of AMR and the
availability of donor samples, and b) the modification over time in the routine diagnosis
of AMR in the EMBSs, which in our centre was not included in the routine protocol until
2013. However, the donor SNPs and also the discrepancies between recipients-donors in
B-cell genes associated to AMR could introduce a new approach in the knowledge of

the AMR and could open a new field of study.

Conclusions: Donor polymorphisms as well as discrepancies between in recipient-
donor pairs in B-cell biology genes, could have an important role in the development of
AMR. Whereas no variants in donor or in donor-recipient pairs in the complement

pathways seems to have an impact in AMR.
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Figure legends

Figure 1: Complement pathway and B-cell development and activation. Summary

of the main genes implicated in both pathways.

Figure 2: IL4Ra transcript, IL4Ra primary domains, and IL4Ra protein structure.
A, Schematic representation of the human /L4Ro. gene, where grey boxes represent
codifying exons and continuous grey line represents introns. The red spot shows the
relative position of the common polymorphism rs1805010 (c.223A>G). B, Primary
protein domains of IL4Ra and the relative location of the common polymorphism
rs1805010 (p.lle75Val) (red spot). The Fibronectin type-111 domain (Fblll_D: 26-232)
is shown in green. In C, Crystal structure of [L4Ra (PDB ID 11AR). In detail, it is

shown the change in the local environment from p.lle75 (pink) to p.Val75 (yellow).

Figure 3: ADA transcript and primary domains. A, Schematic structure of the
human ADA gene and B, primary protein domains of ADA showing relative position of
the common polymorphism rs244076 (c.534A>G, p.Val178(p=)). Red spots indicate the

polymorphism position.






