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Introduction

Les inhibiteurs de la calcineurine (ICN), la ciclosporine (CsA) et le tacrolimus (TAC),
sont des immunosuppresseurs utilisés dans la transplantation d’organes. En inhibant la voie de
la calcineurine au niveau du lymphocyte T (LT), ces derniers bloquent la synthese de
I’interleukine 2 (IL2), permettant I’activation lymphocytaire. Cette activation est a 1’origine
de I’organisation de la réponse immunitaire contre le greffon. Pris au long cours pour lutter
contre le rejet de greffe, ces médicaments sont responsables de la survenue d’effets
indésirables : néphrotoxicités irréversibles, participant a la « dysfonction chronique du greffon
» ou rejet chronique, infections graves, troubles du métabolisme dont le diabete post-
transplantation, tumeurs malignes notamment. La toxicité et I’efficacité du traitement par ICN
est trés variable d’un individu a ’autre (variabilité interindividuelle), ainsi que pour un méme
individu en fonction du temps (variabilité intra-individuelle). Ceci est expliqué par la
variabilité pharmacocinétique et pharmacodynamique. La variabilité pharmacocinétique est
prise en compte par le suivi thérapeutique pharmacologique (STP), basé sur la mesure des
concentrations sanguines des ICN une fois I’état d’équilibre atteint. Une adaptation de la dose
est proposée afin d’atteindre les concentrations cibles permettant d’obtenir une
immunosuppression efficace (cibles définies selon les caractéristiques du patient, des
associations médicamenteuses, du délai post-greffe et du type de greffe). Chaque changement
de posologie implique une période de stabilisation des concentrations (entre 3 et 5 demi-vies
du médicament) avant d’effectuer un nouveau dosage de vérification. La variabilité
pharmacodynamique, correspondant a la variation d’activit¢ des cibles (cellulaires ou
moléculaires) expliquant une différence de réponse du médicament, n’est pas mesurée dans le

STP actuel des ICN.

Au travers de la pharmacogénétique et pharmacoépigénétique, nous avons exploré les
différentes causes de la variabilité pharmacodynamiques des ICN. Les travaux réalisés dans le

cadre de cette these d’université répondent a deux objectifs :

Premierement, I’exploration de la variabilité génétique de la voie de la calcineurine et
autres genes impliqués dans la réponse immunitaire en transplantation a été menée afin
d’identifier des biomarqueurs candidats capables d’expliquer ou de prédire les différences de

réponse chez les patients transplantés. Pour cela, deux travaux d’exploration de la littérature et
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une étude pharmacogénétique dans une population de transplantés rénaux ont été conduits et
sont présentés au chapitre 2 de ce manuscrit. La premiere revue de la littérature portait sur la
variabilité génétique de la réponse immunitaire post transplantation. L’objectif était de
rassembler 1’ensemble des données d’associations publiées entre des variants de genes
codants pour les acteurs du systtme immunitaire (SI) et les différents phénotypes en
transplantation, et d’en identifier les variants candidats pertinents. La seconde portait sur la
variabilité des genes codants pour les protéines participant a la pharmacodynamie des
principaux immunosuppresseurs non stéroidiens utilisés en transplantation (les ICN, les
inhibiteurs de la mTOR et le mycophénolate mofétil). L attribution d’un « critere de qualité »
basée sur la fonctionnalité de ces variants a permis d’identifier un nombre restreint de
candidats potentiels. Les variants candidats des genes codant pour la voie de la calcineurine
ont ensuite été testés dans I’étude clinique « POLYCIS ». Cette étude a été réalisée a partir
des données de patients transplantés rénaux, précédemment inclus dans des études cliniques
pilotées par les services de Pharmacologie, Toxicologie et de Pharmacovigilance et de

Néphrologie, Dialyse et Transplantation du CHU de Limoges.

Deuxiemement, nous avons exploré la variabilité épigénétique induite par 1’exposition
aux ICN au long cours. Nous avons émis 1’hypothése qu’une modification de I’expression des
genes de la voie de la calcineurine au sein des cellules cibles pouvait expliquer en partie la
variabilit¢ pharmacodynamique des ICN. Les LT présentent une grande plasticité dans
I’expression génique largement controlée par des marques épigénétiques. La méthylation de
I’ADN du LT CD4 comme marqueur d’influence médicamenteuse a été choisie comme
approche. Une méthode d’immunoprécipitation de I’ADN méthylé a été développée sur la
lignée cellules T immortalisées JURKAT. Une étude in vivo de la méthylation d’ADN des
LT CD4 de souris traitées par ICN a été ensuite menée. L’analyse a été effectuée par
séquencage haut débit (Next Generation Sequencing, NGS) pour rechercher 1’effet potentiel
des médicaments sur I’ensemble du génome murin. Les analyses bio-informatiques de ce
projet sont toujours en cours cependant, des résultats préliminaires sont présentés dans le

chapitre 3 de ce manuscrit.
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Chapitre 1. Eléments bibliographiques — Etat de

I’art

A. Les inhibiteurs de la calcineurine

1. Traitement immunosuppresseur de référence en transplantation rénale

Les inhibiteurs de la calcineurine, famille actuellement composée de la ciclosporine et
du tacrolimus, sont aujourd’hui considérés comme les immunosuppresseurs les plus efficaces
en terme de lutte contre les phénomenes de rejet aigu a la suite d’une transplantation (1). Il
existe aujourd’hui un nouvel inhibiteur appelé voclosporine, dont la structure chimique est
tres proche de celle de la ciclosporine, mais qui ne possede pas d’indication en transplantation
pour le moment (2). Malgré le développement de nouveaux médicaments depuis les années
1980, la prescription d’un ICN associé a un anti métabolite, avec ou sans corticoides, reste le
traitement immunosuppresseur au long cours de référence contre le rejet de greffe rénale

(recommandations KDIGO, Kidney Disease Improving Global Outcomes, 2011) (3).

2. Mécanisme d’action : inhibition de la voie de la calcineurine

Les ICN agissent en inhibant de la voie de la calcineurine au sein du LT. Cette voie
participe a la transmission du signal d’activation donné par le récepteur TCR. L’activation de
la voie entraine un relargage de calcium depuis les organites intracellulaires ainsi qu’une
entrée du calcium extracellulaire, via les canaux membranaires. Le calcium permet ensuite
I’activation de la calcineurine. La calcineurine est une enzyme composée de deux sous-
unités : catalytique (calcineurine A) possédant une activité phosphatase, et régulatrice
(calcineurine B) maintenant I’enzyme dans un état inactif. La calmoduline, activée par une
augmentation du calcium intracellulaire, se fixe sur la calcineurine (4). Le complexe protéique
libere le site actif de la sous unité catalytique, permettant la déphosphorylation et la
translocation nucléaire du facteur de transcription NFAT (Nuclear Factor of activated T cells)
via Dlactivité phosphatase. Cette migration induit la transcription de nombreux genes
impliqués dans I’activation lymphocytaire, comme I’interféron gamma (IFNy), le Granulocyte
macrophage colony stimulating factor (GM-CSF), I’'IL2 ainsi que les génes codant pour son
récepteur : Récepteur a I’IL2 (IL2R) a, B et y (5). Les ICN agissent apres s’€tre fixés sur deux
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immunophilines intra cytoplasmiques distinctes : la cyclophilline A et le FKBP-12 pour la
ciclosporine et le tacrolimus respectivement. Les complexes immunophilines-médicaments se
fixent sur des résidus protéiques a la fois de la partie catalytique et régulatrice de la
calcineurine, bloquant son activité phosphatase et empéchant la translocation nucléaire de
NFAT (6). L’absence de translocation du facteur bloque 1’activation transcriptionnelle et ainsi

la stimulation des LT.

T lymphocyte

Ag
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CALM1,2,3 < Signal 2
A
) —
CcnB NG pBP-12
‘ FKBP1A
PPP3R1 PPP3CA
PPP3CB
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Figure 1. Voie de la calcineurine au sein du lymphocyte T (Ag: antigene; Calm:
Calmoduline; Cn A: Calcineurine A; Cn B: Calcineurine B; Csa: Ciclosporine; Cyp A:
Cyclophiline A; NFAT: Nuclear factor activated T cell). L’¢état phosphorylé du facteur NFAT

est indiqué par un cercle vert (7).
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3. Indications et effets indésirables

Le tacrolimus, sous forme de gélule, comprimé et solution pour perfusion est

seulement indiqué en transplantation (prévention du rejet du greffon hépatique, rénal et
cardiaque) mais possede une indication pour le traitement des dermatites atopiques sous
forme de pommade. Par voie orale ou injectable, la ciclosporine possede de nombreuses
indications «hors greffe » : uvéites endogenes, syndromes néphrotiques, polyarthrite
rhumatoide, psoriasis et dermatite atopique (8).
Néphrotoxicité, hypertension artérielle, leucopénies, troubles du métabolisme (hyperglycémie
et diabete), troubles digestifs type diarrhées, troubles neurologiques type céphalées,
tremblements, paresthésies font partie des effets indésirables les plus fréquemment rapportés
apres la prise d’ICN (8). La néphrotoxicité est I’effet indésirable le plus grave en
transplantation rénale car elle participe a la perte du greffon. Elle se manifeste d’abord par
une diminution du débit de filtration glomérulaire, modification hémodynamique réversible
dans un premier temps, appelée « néphrotoxicité aigué ». Elle évolue vers des lésions
définitives de tous les compartiments du rein (glomérulosclérose, atrophie tubulaire et fibrose
tubulo-interstitielle). Ces anomalies, regroupées sous le nom de « dysfonction chronique du
greffon », ainsi que les rejets aigus, peuvent aboutir a la perte du greffon (9). Les 1ésions
décrites sont non spécifiques et de ce fait, il est difficile de discerner la part médicamenteuse
dans la perte du greffon. Aujourd’hui, la biopsie rénale est le diagnostic de référence des
dysfonctions du greffon (10). Cependant des biomarqueurs plus spécifiques sont en cours de
développement. Sigdel et col. ont identifié une dizaine de biomarqueurs spécifiquement
retrouvés dans les urines de patients ayant développé un rejet aigu (a titre d’exemple, ’alpha-
2-macroglobuline, les chaines alpha et beta du fibrinogene (FGA et FGB), et la protéine S
vitamine K dépendent) (11).

4. Suivi thérapeutique pharmacologique des ICN

Le développement d’effets indésirables ou le manque d’efficacité sont trés variables
d’un patient a un autre, et liés a la variabilité pharmacocinétique et pharmacodynamique des
ICN. Le patient risque, en cas de sous-exposition, la survenue d’épisode de rejet par
inefficacité (augmentant le risque de perte du greffon), en cas de surexposition, des épisodes
d’insuffisance rénale aigu€, des infections graves, néphrotoxicité, et un risque accru de
cancer. Du fait de ce faible index thérapeutique, ces médicaments sont soumis a un Suivi

Thérapeutique Pharmacologique (STP) obligatoire en France (12). La Société Francaise de
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Pharmacologie et de Thérapeutique définit le STP comme « l'activité qui consiste a doser les
concentrations sanguines d'un médicament et a les interpréter, en fonction du terrain, pour
ajuster la dose administrée a chaque individu» (13). La plupart des centres de transplantation
adaptent la posologie de la ciclosporine a partir des mesures de la concentration sanguine
résiduelle (Co) ou de la concentration 2 heures apres la prise (C2) ; celle du tacrolimus est
essentiellement effectuée sur les valeurs du Co. L’adaptation basée sur I’estimation de 1’Aire
sous la Courbe (AUC) est considérée comme le meilleur marqueur de I’exposition (14). Des
stratégies de prélevements dites « limitées » sont proposées aujourd’hui en routine dans les

centres de transplantations (15).

5. Recherche en pharmacogénétique

Cette variabilité de réponse peut également étre expliquée en partie par la variabilité
génétique des individus. La pharmacogénétique est 1’é¢tude du lien entre certaines
caractéristiques génétiques constitutionnelles d’un individu et la réponse de I’organisme a
I’égard des médicaments (Regles de bonnes pratiques en génétique constitutionnelle a des fins
médicales) (16). Cette discipline est basée sur ’identification de polymorphismes génétiques
localisés dans les genes codant pour les protéines du métabolisme, les transporteurs et les
protéines cibles des médicaments.

Concernant la réponse aux ICN, les genes codant pour les protéines impliquées dans
leur pharmacocinétique, notamment les cytochromes P450 (CYPs) 3A4 et 3AS5, ont été
particulierement étudiés (17).

I a été démontré dans de nombreuses publications qu’un single nucleotide
polymorphism (SNP) du CYP3A5 (CYP3A5%*3, 15776746, 6986A>G, localis¢ dans 1’intron 3
du gene) était le principal facteur génétique influencant les concentrations résiduelles de
tacrolimus (18). Ce SNP est a l'origine d’un défaut d’épissage lors de la transcription,
responsable de I’introduction d’un codon stop dans la séquence de ’ARNm et ainsi d’une
protéine tronquée non fonctionnelle (19). Les porteurs homozygotes de 1’allele CYP3A5*3 ne
possedent aucune fonction enzymatique de l’isoforme et sont considérés comme « non
expresseurs » du CYP3AS5 contrairement aux porteurs d’un allele sauvage CYP3A5*1
considérés comme «expresseurs » (hétérozygotes CYP3A5*%1/3 et homozygotes
CYP3A5*1/1). Malgré le débat concernant son intérét en pratique clinique, une adaptation de

la dose a priori est aujourd’hui proposée en fonction du génotype réalisé en amont de la
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greffe (20). 11 est recommandé d’initier le traitement avec une posologie 1,5 a 2 fois plus
haute que la posologie usuellement recommandée chez les « expresseurs » (variable selon le
contexte clinique et le type de greffe) sans toutefois dépasser 0.3mg/kg/jour, puis d’adapter
selon les concentrations sanguines de tacrolimus une fois 1’état d’équilibre atteint (21).

De nombreux variants ont été identifiés dans le gene CYP3A4 sans toutefois présenter
de réel intérét clinique. Toutefois, le variant intronique rs35599367 responsable de 1’all¢le
CYP3A4%22 semble prometteur : associ¢ a une diminution de ’ARNm et de D’activité
enzymatique du CYP3A4, il est responsable d’une diminution de la clairance de la CsA et du
TAC chez les patients transplantés rénaux (22)(23). Son influence semble particulierement
importante chez les non expresseurs du CYP3AS, pour lesquels le métabolisme des ICN est
principalement effectué par le CYP3A4 (24).

Une fois 1’état d’équilibre atteint, il semble que la variabilité pharmacocinétique
expliquée par ces variants génétiques soit prise en compte lors de la premiere mesure des
concentrations sanguines. Cependant, la recherche de ces variants doit étre considéré comme
complémentaire au STP actuel : le génotypage réalisé avant la greffe permet de proposer une
premiére posologie d’ICN adapté au patient et ainsi d’atteindre plus rapidement la

concentration cible.
6. Biomarqueurs pharmacodynamiques

Méme si la concentration sanguine cible est atteinte et maitrisée, la variabilité
d’activité¢ du systéme immunitaire peut expliquer des différences de réponse thérapeutique.
Ainsi, mesurer I’activité des cibles pharmacodynamique des cellules cibles immunitaires
permettrait de prédire la variabilité pharmacodynamique de la réponse aux ICN.

L’idée la plus évidente a été tout d’abord de mesurer I’activité phosphatase de la
calcineurine au sein des LT ou des leucocytes circulants sanguins chez des patients
transplantés traités par ciclosporine ou tacrolimus. De nombreuses études ont étudié le rapport
concentration plasmatiques de la CsA/activité calcineurine (Aire sous 1’activité, AUAo-12n) et
la majorité d’entre elles ne montrent pas de corrélation du fait d’une large variabilité
interindividuelle pharmacodynamique. Les quelques études ayant mesuré 1’activité
calcineurine chez les patients traités par TAC montre (i) une activité calcineurine plus faible
chez les patients traités par CsA versus TAC, (i1) une absence de corrélation de I’activité avec
le CO de TAC. En revanche, il a été montré que des patients transplantés hépatiques et traités

par CsA ou TAC présentaient une activité calcineurine plus importante lorsqu’ils étaient
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sujets a un rejet aigu (25). Ainsi, la variabilit¢é pharmacodynamique participe a la réponse
thérapeutique des patients traités par CsA et TAC et n’est pas corrigé par le STP actuel (26).
Cependant, du fait de la grande variabilité de mesure expliquée par le fait que la phosphatase
est tres sensible aux conditions expérimentales, le dosage de ’activité calcineurine ne semble
pas étre le meilleur marqueur pharmacodynamique dans ce contexte (25).

La mesure de I’expression des geénes dont I’activation dépend du facteur NFAT a
également été proposée. Cette analyse est basée sur la quantification en ARNm d’/L2, IFNG
et GMCSF, apres stimulation ex vivo, dans le sang total juste avant ou 2 heures apres la prise
du médicament (27). A D’inverse de la variabilité interindividuelle, la variabilité intra-
individuelle d’expression des génes « NFAT dépendants » est faible, en particulier chez les
patients avec une posologie d’ICN stable (27). Des seuils d’expression ont été proposés afin
d’anticiper certains effets indésirables. A titre d’exemple, le risque de développer un cancer
cutané chez patients agés de plus de 65 ans traités par ciclosporine devient important lorsque
I’expression résiduelle est inférieure a 15% de 1’activité basale (28). De par sa réalisation
technique et les premiers résultats, cette analyse semble plus prometteuse que le dosage de
I’activité calcineurine, notamment pour évaluer des diminutions de posologie de ciclosporine.
Cela concernerait des patients ayant des valeurs de concentrations en ICN élevées et des
valeurs d’expression de genes « NFAT dépendants » faibles. Un essai clinique évaluant la
diminution du risque cardiovasculaire apres diminution de posologie de ciclosporine sous
controle de I’expression des geénes « NFAT dépendants » est en cours. Concernant le
tacrolimus, les études sont pour I’instant trop peu nombreuses pour proposer une application

clinique (27).

7. Pharmacogénétique des cibles des ICN

De méme que pour que les genes codant pour les enzymes du métabolisme, la
variabilité d’expression des genes cibles peut participer a la variabilité pharmacodynamique
interindividuelle des ICN. Ainsi, une activité basale anormale des LT (trop importante ou trop
faible) pourrait etre expliquée par la présence de certains variants de la voie de la calcineurine
et participer a cette variabilité d’expression. L’exploration des genes codant pour la voie de la
calcineurine mais également ceux codant pour les cytokines impliquées dans la réponse

immunitaire pourrait apporter une information supplémentaire dans la variabilité
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pharmacodynamique. Du fait de la complexité des voies cellulaires, ces pharmacogenes ont

été peu explorés pour I’instant en transplantation (7).

Dans le cadre du présent travail, nous avons réalisé une recherche bibliographique
approfondie. Un premier regard a été porté sur la variabilité génétique impliquée dans la
réponse immunitaire en transplantation d’organe solide. Une deuxieme revue de littérature
présente une liste de variants présents dans les genes cibles et classés comme étant de bons
candidats pour [1’¢tude de la variabilit¢ pharmacodynamique des principaux

immunosuppresseurs utilisés en transplantation.

B. Epigénétique, régulation d’expression des génes via la

méthylation de PADN

1. L’épigénétique : mode de régulation de I’expression des genes

La variabilité de la séquence de I’ADN explique en grande partie les différences de phénotype
entre les individus. Cependant, 1’environnement extérieur a une influence sur I’expression
génique et participe a la variabilité interindividuelle d’expression des genes. Par exemple,
deux jumeaux monozygotes possédant exactement le méme patrimoine génétique,
présenteront toutefois des différences phénotypiques importantes. Ces différences seront plus
marquées a 1’age adulte que durant ’enfance, laissant suggérer 1’influence progressive de
stimuli extérieurs. Cette régulation d’expression se retrouve également au sein d’un méme
organisme, ou les cellules de chaque tissu expriment un panel de protéines qui leur est

spécifique malgré une séquence d’ADN similaire a celle d’autres types cellulaires.

La régulation épigénétique est le facteur expliquant cette complexité phénotypique. Plus
précisément, elle correspond a tout changement d’activité ou de fonctionnement du génome
qui n’implique pas de changement au niveau de la séquence d’ADN et qui est héritable au

cours de la mitose ou de la méiose (29).

Ces modifications d’activités, dynamiques, réversibles et tissu spécifiques, se manifestent au
travers des marques épigénétiques apposées a proximité des genes et permettent des
modifications d’interactions avec les enzymes et facteurs de la transcription. Ces marques
sont des groupements chimiques apposés sur I’ADN (notamment des groupes méthyl) ou sur

la structure protéique autour de laquelle s’entoure I’ADN, appelé nucléosome. Le nucléosome
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est composé de protéines histones organisées en dimeres (H2A, H2B, H3 et H4) dont
I’extrémité N terminale (queue de [’histone) est utilisée pour I’ajout des marques. Cela
entraine une modification de I’état chromatinien (ensemble ADN/nucléosome), permettant un
acces plus ou moins facile aux facteurs de transcription. Quatre types de modifications des
histones sont décrits : 1a méthylation, I’acétylation, la phosphorylation et I’ubiquitination (30).
Une annotation particuliere permet de préciser 1’histone et le résidu protéique concernés
(marqués) puis le groupe chimique ajouté. Par exemple, la marque H3K27me3 est une
triméthylation ajoutée sur la 27¢me lysine de 1’histone 3. Elles forment un code qui dicte
I’état chromatinien et la maniere de contrdler I’expression d’un gene. Par exemple, la marque
H3K27me3 est associée a une inhibition de la transcription (31). Sans étre considérés comme
des marques car non fixés de facon covalente a la chromatine, les ARN non codants

interviennent également dans la régulation d’expression génique (Figure 2).

Le signal épigénétique doit étre « lu » pour ensuite se traduire en une réponse cellulaire. La
lecture se fait par des protéines spécialisées. Elles activent des protéines catalytiques
impliquées dans des complexes régulateurs pour engendrer une réponse d’activation de la
transcription ou d’extinction du géne. Les enzymes « marqueuses », « effaceuses » et «
lectrices » sont spécifiques de chaque marque mais cooperent pour former un véritable « code

épigénétique » (30) (Figure 3).

Mitotic chromosome

Nucleosome

Mitotically
retained
TF Foci

S VAV AVAVY 4
\N\NNN
AN NAN Methylated DNA

Figure 2. Principaux mécanisme de régulation épigénétique (32).
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Figure 3. Coopération entre les protéines de lecture des marques méthylées H3K (reader
domain) et les protéines catalytiques (catalytic domain) pour apposer la marque cytosine

méthylée sur I’ADN (extrait de denulab.discovery.wisc.edu)

2. La méthylation et ’hydroxyméthylation de ’ADN

Chez les mammiferes, la méthylation de I’ADN s’effectue sur une base cytosine précédant
une base guanine, correspondant a un dinucléotide CpG. La base transformée est appelée 5-
méthyl cytosine (SmC). Les méthylations sont apposées grace a des DNA methyltransférases
ou DNMTs. 1l existe deux types de DNMTs : celles ayant une action de novo sur un ADN non
méthylé (DNMT3a, 3b ou 3L), et celle dont le role est de répliquer la méthylation lors de la

mitose afin de maintenir la marque malgré les divisions cellulaires (DNMTT1).

Durant plusieurs années, le dysfonctionnement de cette maintenance était décrit comme
seul mécanisme de deméthylation de I’ADN. Cependant, une voie active de deméthylation
des cytosines a été récemment proposée, par I’action des protéines Ten-eleven translocation
(TET). Celle-ci transforme la SmC en 5-hydroxyméthylcytosine (ShmC). Elle est ensuite
transformée en produits reconnus par les enzymes de réparations de I’ADN (5-formyl et 5-

carboxyl cytosines) et remplacée par une nouvelle base cytosine non modifiée (Figure 4).

POUCHE Lucie | Biologie Santé / Pharmacologie | Université de Limoges | 2016 15



cytosine 5-methylcytosine

(©) (5mC)
IilH? TH
o o
NZ SAM NZ %
1 T J
TDNMT
o N H o N H

| I
R R

a-KG | )

TDG, SMUG1, passive p /ET‘"zli)
BER (DNA replication?) -
5-caC TH-‘
Z~ CH_OH
oxidation N :
TETI23 )\ |
LU 5 ) .
§4C_ oxidation !
TET1/2/3 5-hydroxymethylcytosine
(5hmC)

Figure 4. Cycle de la deméthylation de I’ADN (33)

Alors que la méthylation a longtemps été associée a une répression de la transcription, il
semblerait qu’elle soit au final essentielle a 1’expression de certains geénes (34). Certaines
régions du génome riches en CpG, appelées ilots CpG, sont majoritairement pauvres en
méthylation. Cependant, au niveau des régions promotrices, leurs niveaux de méthylation

permettent de classer la fonctionnalité des genes :

- Les promoteurs riches en CpG semblent hypométhylés et correspondent a des genes le
plus souvent exprimés de facon ubiquitaire.

- Les promoteurs avec un niveau intermédiaire de CpG ont un degré variable de
méthylation, modifiable ayant pour conséquence une modification d’activité.

- Les promoteurs pauvres en CpG sont hyperméthylés et sont associés a des génes dont

I’expression est tissu spécifique (34). (Figure 5)

L’étude du méthylome révele également des zones largement hypométhylées en dehors
des régions promotrices. Ces « gaps » de méthylation pourraient correspondre a des régions
de régulation appelées « enhancers » (35). Le consortium ENCODE a révélé I’existence de

nombreux site de régulation du génome (identifié¢ grace a la DNAsel) a distance des régions
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géniques. Ces régions « enhancers », de taille en général inférieur a 1kb, sont dotés de
nombreux sites de fixation de facteurs de la transcription et posseédent un niveau de SmC tres
bas. Elles auraient la capacité d’activer la transcription de génes a distance et permettraient
notamment d’activer I’expression des geénes caractérisant la spécificité cellulaire (Figure 5)

(36).

En plus de son réle d’intermédiaire dans la deméthylation de I’ADN, la marque ShmC
possederait également une fonction régulatrice a part enticre. En effet, il a ét¢ montré qu’elle
était plus abondante dans les régions «enhancers » et dans d’autres zones d’activation

transcriptionnelle des genes (34)(37). Les roles de 5SmC et ShmC semblent complémentaires.

Transcription

factor
| Promoter
* |
( || I || ")
Repeats Enhancer Active gene Inactive gene

5mC

Vertebrates ! !

CGl CG-poor
promotor promotor

Figure 5. Répartition de la méthylation de I’ADN chez les vertébrés (35)

Plusieurs scénarios sont proposés pour expliquer ’action de la méthylation sur la
transcription, notamment la diminution d’affinité pour des facteurs de transcription méthyl-
sensibles ou I’intervention de protéines intermédiaires, possédant un methyl-CPG binding

domain (MBD) (Figure 6) (35).

Methylation-sensitive

transcription factor
. '
i VBl

a Methylation-insensitive b . ] d
transcription factor Transcription factor
5mC T Vs

15y i

Figure 6. Différents scénarios proposés pour le role de méthylation dans la régulation

&)
=

d’expression. Smc : 5-methylcytosine, MBD : methyl-CPG binding domain (35).
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La méthylation de I’ADN a un rdle important dans la conservation de la stabilité du
génome. Elle est impliquée dans 1’expression spécifique de certains all¢les (genes a emprunte)
et dans I’extinction des retro transposons ou d’autres éléments hyper répétés du génome. Elle
semble également essentielle au développement embryonnaire et a la différenciation cellulaire

(38).
3. Méthodes d’études de la méthylation de ’ADN

Deux grands types d’analyses permettent d’étudier la méthylation de ’ADN : le
traitement par bisulfite de sodium et les méthodes d’immunoprécipitation. L’utilisation du
bisulfite est considérée comme le « gold standard » de 1’analyse de la méthylation de I’ADN.
Il permet une lecture de la méthylation a la base pres. L’ immunoprécipitation est plus adaptée
a un contexte exploratoire car elle permet d’avoir une vision globale de la méthylation du

génome.

a. Analyses au bisulfite de sodium

Le bisulfite de sodium est un agent réducteur capable de transformer une base cytosine
en uracile. En revanche, lorsque celle-ci est méthylée, la réduction n’est pas possible et la

cytosine est conservée (Figure 7).
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H H * H H
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NH,
CH n
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o)\N OH
H
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Figure 7. Réaction de réduction menée par le bisulfite de sodium (HSO3")
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Le traitement au bisulfite est particulierement utilisé dans les approches « geénes
spécifiques ». Deux techniques sont utilisées : la PCR dite « méthylation spécifique » et le
« bisulfite sequencing ». La premiere utilise des amorces complémentaires contenant au moins
un dinucléotide CpG (i.e. un motif CG sur le méme brin d’ADN). Ainsi, la détection de la
méthylation se fait au moment de la PCR. Si le dinucléotide est méthylé, seul 1’amorce
possédant le C permet 1’amplification ; dans le cas contraire, ¢’est ’amorce porteuse du T.
L’analyse des produits PCR est ensuite effectuée apreés migration sur gel (Figure 8). Le
bisulfite sequencing est dit « méthylation indépendant » : plusieurs couples d’amorces, ne
contenant pas de CpG, sont utilisés pour analyser plusieurs régions d’intéréts et
indépendamment de leurs statuts de méthylation (39). Les amplicons sont ensuite analysés

par technique de pyroséquencage par exemple (Figure 8).

Methylated DNA Non-Methylated DNA
Me Me Me Me Me
1 | ! 1 U
5'.GACATGTCGT---GATACGTACGACCCGATTC---ACGTAAACTG-3' 5".GACATGTCGT-—GATACGTACGACCCGATTC--ACGTAAACTG-3
Sodium bisulfite treatment
MIP-F  MSP-F MIP-F  MSP-F
— — — —
5"-GACATGTCGT--GATACGTACGACCCGATTC---ACGTAAACTG-3 5"-GACATGTUGT---GATAUGTAUGACCUGATTC-AUGTAAACTG-3
— ¢ — ¢
MSP-R MIP-R / \ MSP-R MIP-R
b Methylation Specific PCR (MSP) Methylation Independent PCR (MIP)
Uu M Uu M ¢
rONA Major Satellite Bisulfite sequencing

Figure 8. Exemple d’amorces pour la PCR méthylation spécifique (MSP-F pour amorce sens
et MSP-R pour amorce antisens) et pour le bisulfite sequencing (MIP-F pour amorce sens et

MIP-R pour amorce antisens) ; U : unmethylated ; M : methylated (39).

Des techniques couplant bisulfite et détection sans a priori ont été également
développées : le methylC-seq, la technique « reducing representation bisulfite sequencing »
ou RRBS et la puce Infinium Human methylation 450 K bead sont les principales utilisées
aujourd’hui. A titre d’exemple, le RRBS couple une étape de digestion par enzyme de
restriction et détection par séquencage haut débit. Une enzyme de restriction non sensible a la

méthylation (comme Mspl) digere I’ADN génomique ; elle coupe le motif CCGG en amont
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du CG, de facon a ce que chaque fragment possede le dinucléotide a son extrémité. Apres
fixation d’adaptateurs pour le séquencgage, les fragments sont ensuite traités par bisulfite puis

séquencés (Figure 9) (40).

5mC mapping technique

RRBS-Seq: Reduced Representation BiSulfite Sequencing

- - —
o_9o —a_e
Mspl digestion llumina BiSultite
T iy, T —
P methylated - B Conversion
R adapters -

Genomic DNA

5

PCR
amplification

IHlumina
Sequencing

(— ]

Figure 9. D’apres Swati Kadam, Ph.D., Marketing Intern Aug, Advances in Epigenetics,
Hllumina 2013.

b. Les techniques d’immunoprécipitation

Ces techniques utilisent des anticorps reconnaissant la marque méthylée ou
hydroxyméthylée, permettant la précipitation des fragments d’ADN porteurs de la marque:
MeDIP pour Methylated Immunoprécipitation, ou hMeDIP pour hydroxy-Methylated
ImmunoPrecipitation. Apres fragmentation mécanique (le plus souvent par sonicateur a
ultrasons), les fragments d’ADN sont incubés avec [’anticorps puis la précipitation est
effectuée a ’aide de billes magnétiques couplées a 1’anticorps. La détection peut étre
effectuée par PCR pour une approche « gene spécifique » (MeDIP-qPCR), ou par séquencage
pour une approche sans a priori (MeDIP-seq) (Figure 10).

POUCHE Lucie | Biologie Santé / Pharmacologie | Université de Limoges | 2016 20



Figure 10. Principe du MeDIP (MagMeDIP Kit, Diagenode, www.diagenode.com)

4. Pharmacoépigénétique

De méme que I’environnement influence le phénotype d’un individu via I’expression de
ses geénes, un traitement médicamenteux peut modifier 1’expression génique des
pharmacogenes et aboutir a une différence de réponse thérapeutique. La pharmacogénétique
n’explique pas la totalité de la variabilité interindividuelle de la réponse aux médicaments : le
manque de réplication des associations positives et la complexité des phénotypes étudiés
révelent 1’existence d’une variabilité d’expression des genes non expliquée par les variations

de la séquence d’ADN.

La pharmacoépigénétique est 1’é¢tude des modifications influengant 1’expression des
pharmacogeénes, non due a une modification de la séquence d’ADN et donnant lieu a une
modification de la réponse aux médicaments. D’une part, le statut épigénétique basal d’un
individu pour un tissu donné influence probablement la réponse a certains médicaments
(variabilité interindividuelle). D’autre part, I’exposition & un médicament au long cours peut
modifier I’expression d’un gene cible et expliquer une modification de la réponse (variabilité
intra-individuelle). En plus d’enrichir nos connaissances sur les mécanismes d’action ou sur la
toxicit¢ des médicaments, la pharmacoépigénétique permet la découverte de nouveaux

biomarqueurs de [’efficacit¢ ou de la sécurit¢ d’'un médicament, en complément des

biomarqueurs génétiques.
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Chapitre 2. Variabilité génétique et réponse aux

ICN en transplantation

La pharmacogénétique en transplantation est un domaine de recherche
particuliecrement complexe. La régulation du systeme immunitaire (SI) par le traitement
immunosuppresseur conditionne la tolérance de 1’organisme vis a vis du greffon. Cependant,
le SI implique de nombreux acteurs a I’origine d’une variabilité interindividuelle importante
de la réponse immune vis-a-vis des régimes immunosuppresseurs. Cela explique en partie la

complexité des phénotypes étudiés, notamment dans la définition des rejets immunitaires.

Les covariables requises permettant d’étudier spécifiquement le role d’un variant
génétique en transplantation sont multiples: I’age du donneur et du receveur, la compatibilité
HLA donneur/receveur, la présence d’anticorps anti donneur au préalable. D’autres facteurs
liés a la chirurgie d’explantation et de transplantation entrent également en compte. Des
stratégies d’analyses multivariées doivent donc étre appliquées pour prendre en compte I’effet
réel du variant. De plus, I’amélioration et I’optimisation des régimes immunosuppresseurs ont
permis d’obtenir une diminution importante du nombre de rejets aigus, expliquant la nécessité

d’inclure un plus grand nombre de patients dans les études pharmacogénétiques.

Deux approches complémentaires sont appliquées pour identifier des variants
impliqués dans la réponse médicamenteuse: les Genome Wide Association Studies (GWAS)
permettent d’identifier des geénes non encore connus dans la réponse thérapeutique ou des
variants localisés dans des régions non codantes du génome mais demande un nombre
important de patient et un phénotype d’étude souvent bien défini. Les études « genes
candidats » sont basées sur une hypothese biologique a priori, permettent de travailler avec
des phénotypes complexes mais sont souvent limitées a I’étude d’un ou de deux genes
d’intérét. En transplantation, des stratégies de sélection de variants d’intérét dans des genes

candidats sont plus appropriées du fait de la grande hétérogénéité des phénotypes étudiés
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A. Variabilité génétique du systeme immunitaire

1. Rappel sur la réponse immunitaire

Le fonctionnement du SI implique de nombreux acteurs cellulaires et moléculaires a 1’origine
d’une variabilité d’activité basale importante. Les LT CD4 (ou LT CD4+ « helper ») sont les
cellules initiatrices du rejet immunitaire contre le greffon de par leur capacité a activer les
autres leucocytes par sécrétion de cytokines. Ils sont activés lors de la présentation de
I’antigéne sur une molécule CMH de classe II (complexe d’histocompatibilité I ou HLA,
human leucocyte antigen). L’interaction entre le récepteur TCR du LT CD4 et le CMH de la
cellule présentatrice de I’antigéne (CPA) ou signal 1 est ensuite renforcée par la co-
stimulation ou signal 2 (impliquant LFA-1, CD80 et CD40, détaill¢ dans I’article ci-apres). En
transplantation, la différenciation des LT CD4" naif peut produire des cellules Tul, Tu2, Tul7
et T régulateurs (Treg). La production de cellules Tyl meéne a une immunité cellulaire, tandis
que la production de cellules Th2 mene a une immunité humorale. La différence entre les
cellules Tul et Tu2 réside dans les patrons de cytokines produites. Les cellules Tyl sécretent
principalement ’INF- vy, I’'IL-2, le TNF-a et le TNF-p, tandis que les cellules Tu2 sécretent
principalement 1’IL-4, I’'IL-5, ’IL-10 et le TGF-B (41). Les cellules Tul7 jouent un role
important dans les rejets chroniques (42). Les Treg sont impliqués dans la tolérance du

greffon et via la sécrétion de cytokines anti-inflammatoire (Figure 11).
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Figure 11. Spécialisation du LT CD4 (Th: T helper ; STAT: Signal transducer and activator
of transcription, facteurs de transcription impliqués dans la différenciation lymphocytaire)

(43)

2. Polymorphismes génétiques de la réponse immune impliqués en transplantation

rénale

L’activité basale du SI varie d’un individu a I’autre, ce qui pourrait étre en partie
expliquée par la présence de variants génétiques dans les genes codants pour les acteurs du SI.
Cependant, peu de ces variants ont été associés a différents phénotypes en transplantation. Le
manque de puissance, la non réplication des associations, ainsi que 1’absence d’ajustement
sur des variables non génétiques sont souvent a 1’origine de publications d’associations
faussement positives. Une sélection d’études d’associations génétiques considérant les
molécules impliquées dans la réponse immunitaire en transplantation a ét€ réalisée afin
d’identifier les variants d’intéréts potentiels en clinique. Ce travail a fait I’objet d’une

publication dans le journal Clinical Biochemistry.
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the vast body of literature.

The modulation of the immune system following solid organ transplantation has made considerable progress
with new immunosuppressive regimens and has considerably improved rejections rates. The improvement in
long-term allograft survival is, however, modest. A complex network of cytokines, chemokines, adhesion,
activation and co-stimulatory molecules are the frontline contributors to allograft rejection, which in turn deter-
mines the evolution of graft function and its long-term survival. Polymorphisms in these genes influence protein
levels and presumably their signaling effects. In this review, we present a relevant panel of candidate genes
related to the immune system in the context of solid organ transplantation; we discuss the most convincing re-
ports of genetic associations with outcomes inrenal transplantation and highlight the most promising loci among

© 2015 The Canadian Society of Clinical Chemists. Published by Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

The success of solid organ transplantation depends on many donor
or recipient characteristics including HLA mismatch, pre-formed
antibodies, age and ethnicity, as well as on specific events linked to
the surgical procedure (e.g., cold ischemia time, reperfusion injury).
Careful use of immunosuppressants likewise has an impact, and while
experience has led to the titration of these drugs to blood levels within
thresholds to improve outcomes and avoid adverse effects, there
remains unexplained variability in outcomes.

A large body of literature provides evidence that the efficacy and
toxicity of immunosuppressive therapy mightbe mitigated by polymor-
phisms in important pharmacogenes related to their pharmacokinetics
and, to a minor extent, pharmacodynamics. Only a few of the reported
associations have translated into validated pharmacogenetic applica-
tions. Pharmacogenetics is defined as “the study of variations in DNA
as related to drug response”. Variations of interest are non-pathogenic
and usually relatively common. Most studies in transplantation have fo-
cused on genetic variations that may change the relationship between

* Corresponding author at: CHU Limoges, Batiment CBRS, Service de Pharmacologie,
Toxicologie et Pharmacovigilance, 2 rue du Dr Martin-Luther King, F-87042 Limoges,
France.

E-mail address: nicolas.picard@unilim.fr (N. Picard).

http://dx.doiorg/10.1016/j.clinbiochem.2015.07.016

the dose of the drug administered and its blood levels. The aim in this
context was to obtain additional tools to better achieve or maintain
levels in effective and non-toxic concentration targets. Genotyping of
cytochrome P450 3A5 (CYP3AS5; a key enzyme in tacrolimus hepatic
clearance) is an example of routine application that was demonstrated
to be beneficial to the refinement of tacrolimus first dose through a ran-
domized multicentre trial [1]. However, the benefit in terms of clinical
outcomes for the CYP3A5 specific example, and others, remains to be
proven.

Pharmacogenetics of solid organ transplantation is indeed a very
particulararea: clinical outcomes are influenced by immunosuppressive
therapy but additionally by the milieu of immune system players, in-
cluding cytokines and their receptors, chemokines and their receptors,
adhesion molecules, co-stimulatory molecules and innate immune
system proteins which are the frontline contributors to rejection (or
conversely to immune tolerance). This panel of cytokines provide a
long list of less explored candidate genes in the search for polymor-
phisms that might be used to predict clinical outcomes, and thus tailor
therapy based on risk.

Several excellent reviews exist on the topic of genetic polymor-
phisms in immune system genes and their impact on graft outcomes
in solid organ transplantation [2-5]. The following review aims to high-
light the loci that have been studied specifically in kidney transplanta-
tion related to outcomes of success (acute rejection, graft survival
chronic allograft nephropathy, among others), and to present an update

0009-9120/@ 2015 The Canadian Society of Clinical Chemists. Published by Elsevier Inc. All rights reserved.
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Table 1

J. Stojanova et al. / Clinical Biochemistry 49 (2016) 363-376

Genes coding for the main proteins related to the immune response in the context of allograft transplantation.

Chromosome location Gene Name Other names Main function®
Genes related to initial T cell activation
Co-stimulatory molecules
2 28 (D28 molecule Binds CD80/86 expressed by antigen-presenting cells to provide a co-stimulatory
3 D80 (D80 molecule signal (T-cell activation, proliferation and a proinflammatory response)
2 CTIA4  Cytotoxic T-lymphocyte- CD152 Downregulates the immune system (acts as an “off” switch by stimulating the
associated protein 4 CD28 receptor on the Tcell)
20 (D40 (D40 molecule TNFRSF5 Mediates a broad variety of immune and inflammatory responses including T
X (D40LG (D40 ligand CD154, CD40L cell-dependent immunoglobulin class switching and memory B cell development
Regulatory molecules
1 PTPN22  Protein tyrosine phosphatase, Negative regulator of TCR-signal
non receptor type 22
16 dITA ass Il, major Master regulator of the HLA class Il

histocompatibility complex,
transactivator

Genes related to cytokines and receptors

2

2

E& ~n

v n

6

19

IL1A

IL1B

IL1R1

ILIRN

L6

IL10
IL12B

IL17A
IL18

121

INFA

LTA

TGFB1

Interleukin-1 alpha (IL-1cx)
Interleukin-1 beta (IL-1f3)
Interleukin 1 receptor, type 1

Interleukin-1 receptor
antagonist (IL-1RA)
Interleukin 2 (IL-2)
Interleukin-2 receptor
subunit beta (IL-2R(3)
Interleukin-3 (IL-3)
Interleukin 4 (IL-4)
Interleukin 4 Receptor alpha

Interleukin 6 (IL-6)
Interleukin-10 (IL-10)
Interleukin 12, subunit beta
(IL12-B)

Interleukin 17 (IL-17)
Interleukin 18 (IL-18)
Interleukin 21 (IL-21)

Tumor necrosis factor (TNFat)

Lymphotoxin alpha

Transforming growth factor
beta (TGF-3)

Genes related to the innate immune response

4
9
3
19
5

TLR2
TLR4
TLR9
(&)
14

Toll-like receptor 2
Toll-like receptor 4
Toll-like receptor 9
Complement component 3
(D14 molecule

IL1F2, catabolin

CD121A, ILIRA

Lymphokine
CD122

(D124

IFNB2

CTLAS, IL-17A
IGIF (IFNy inducing
factor)

Cachexin, cachectin

TNFB (Tumor necrosis
factor-beta)

(D282
(D284
CD289
C3b

Genes related to the effector phase of rejection (graft infiltration and injury)

4 XCL8
2 CXCR1
2 CXCR2
17 arz
17 CLs
3 CCR2
CCR5
10 XcLi2
Other adhesion Molecules
1 VCAM1
19 ICAM1

Chemokine (C-X-C motif)
ligand 8

Chemokine (C-X-C motif)
receptor 1

Chemokine (C-X-C motif)
receptor 2

Chemokine (C-C motif)

ligand 2

Chemokine (C-C motif)

ligand 5 (CQLS)

C-C chemokine receptor type 2
C-C chemokine receptor type 5
Chemokine (C-X-C motif)
ligand 12

Vascular cell adhesion
molecule 1 (VCAM-1)
Intercellular Adhesion
Molecule 1 (ICAM-1)

IL8

IL8RA, IL8R1,CD128,
CD181
IL8RB, IL8R2, CD182

MCP-1 (monocyte
chemotactic protein 1)
RANTES

CD192

D195

SDF1 (stromal cell-
derived factor 1)
CD106

CD54

Produced by monocytes and macrophages, involved in inflammatory processes
and hematopoiesis

Produced by activated macrophages (as a proprotein), involved in the
inflammatory response (cell proliferation, differentiation, apoptosis)

Receptor for interleukin-1 alpha, interleukin-1 beta, and interleukin-1 receptor
antagonist

Inhibits the activities of interleukins 1, alpha and beta

Proliferation of T and B lymphocytes

Component of intermediate and high affinity IL2-receptor,

Involved in endocytosis and transduction of mitogenic signals from IL-2

Potent growth promoting cytokine (mainly hematopoietic cells)

Produced by activated T cells, immunoregulation (differentiation in TH2 cells)
Binds IL-4 (to promote differentiation of Th2 cells) and IL-13 (to regulate

IgE production)

Functions in inflammation and the maturation of B cells also capable of inducing
fever in people with autoimmune diseases or infections

Produced primarily by monocytes, immunoregulation (differentiation in TH2 cells)
Expressed by activated macrophages, an essential inducer of Th1 cells development

T helper 17 (Th17) cells activation

Augments natural killer cell activity in spleen cells. Stimulates interferon gamma
production in T-helper type [ cells

Role in both the innate and adaptive immune responses (differentiation,
proliferation and activity of macrophages, natural killer cells, B cells and CTLs)
Secreted by macrophages, proinflammatory cytokines (cell proliferation,
differentiation, apoptosis)

Involved in inflammatory, immunostimulatory, and antiviral response, role in
apoptosis, role in formation of secondary lymphoid organs during development
Regulates proliferation, differentiation, adhesion, migration, and other functions
in many cell types

Role in pathogen recognition and activation of innate immunity

Central role in the activation of complement system, antimicrobial activity
Expressed on monocytes/macrophages, cooperates with TLRs to mediate the
innate immune response to bacterial lipopolysaccharide

Chemoattractant for neutrophils, also a potent angiogenic factor

Interleukin 8 receptor (high affinity)

Interleukin 8 receptor (high affinity)

Chemoattractant for monocytes and basophils

Chemoattractant for blood monocytes, memory T helper cells and eosinophils
CCL2 receptor

CCL5 receptor

Ligand of chemokine (C-X-C motif) receptor 4, role in immune surveillance,
inflammation response, tissue homeostasis, and tumor growth and metastasis

Leukocyte-endothelial cell adhesion and signal transduction

Expressed on endothelial cells and cells of the immune system. Binds to
integrins of type CD11a or CD11b (CD18)
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Table 1 (continued)

Chromosome location Gene Name Other names Main function®
1 SELE E-selectin CDG62E, ELAM Found in cytokine-stimulated endothelial cells, accumulation of blood leukocytes
at sites of inflammation
1 SELL L-selectin CDG62L, LAM1, Expressed by leukocytes to facilitate their migration into secondary lymphoid
LECAM1 organs and inflammation sites
6 VEGFA  Vascular endothelial Vascular permeability ~ Facilitates leukocyte infiltration into the inflammation site

growth factor (VEGF) factor (VPF)

Genes involved in allograft injuries

19 FAS Fas cell surface death APO1, CD95, TNFR6
receptor

12 IFNG Interferon gamma Type Il interferon
(IFNy)

Apoptosis of Fas-positive cells

Activates of macrophages, induces cytotoxic activities of other cells and apoptosis

¢ Information obtained from the Gene database (NCBI).

of recent reports. We revisit the physiology of the immune system in the
context of solid organ transplantation, and highlight important players.
We then focus on studies performed with a notable number of cases for
the outcome studied, aiming to avoid a common problem in the vast
body of literature in this field: underpowered studies that report signif-
icant findings without adjustment, and consequent reporting bias of
positive findings at specific loci, which in turn often conflict among
the totality of positive reports. Among these studies, we highlight prom-
ising loci. At present, these require replication, and if confirmed rele-
vant, testing in prospective trials to determine their usefulness as
predictive markers.

2. Candidate genes

Proteins related to the immune response in the context of allograft
transplantation whose genes are subsequently discussed in this review
are listed in Table 1. Genes were selected based on association studies
related to outcomes of success in renal transplantation. The loci studied
are presented in Tables 2 and 3: Table 3 lists the most commonly stud-
ied panel of classic cytokine loci, while Table 2 extends the list of genes
and presents less commonly studied loci.

2.1. Genes related to initial T cell activation

2.1.1. Histocompatibility leukocyte antigens (HLA)

Allograft rejection (and particularly humoral rejection) originates
primarily due to HLA mismatch between the donor and recipient.
Certain HLA mismatched transplants achieve long term function
without evidence of humoral rejection, suggesting differential immuno-
genicity of HLA mismatches. One explanation might relate to regulators
of HLA gene expression. The major histocompatibility complex class 11
transactivator, a master regulator of the HLA class 1l, is coded by CIITA
which contains a Single Nucleotide Polymorphism (SNP) found to be
associated with donor-specific human leucocyte antigen antibody
production post-transplantation [6] (Table 3).

2.1.2. Co-stimulatory signals

The immune response leading to allograft rejection involves T cell
activation triggered by antigen recognition through the T-cell receptor
(TCR). This is reinforced by engagement of co-stimulatory molecules
(CD28 and its ligands CD80 and CD86), known as the co-stimulatory
signal, or signal 2 [7].

CTLA-4 is a CD28 homologue and is thus a negative regulator of
T-cell proliferation signals (i.e. is an anti-proliferative signal) [3]. Several
genetic variations in CTLA4 gene have been tentatively linked to poor
clinical outcomes in solid organ transplantation (acute rejection, steroid
resistant acute rejection, delayed graft function, see below and in
Table 3). Regarding CD28, one study focused on a single polymorphism
in relation to acute rejection [8] (Table 3).
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Following TCR engagement, the interaction between CD40 Ligand
(CD40L, or CD154) and CD40 is the next critical event. CD40 is
expressed on antigen-presenting cells and B lymphocytes, whereas
CD40L is expressed on T lymphocytes. Their engagement on T lympho-
cytes induces IL-2 production, followed by evolution of CD8 + T cells
into cytotoxic T cells (CTLs). CD40 is also important for B cells, mono-
cyte, macrophage, and leukocyte functions in the context of the immune
response (2). CD40LG was investigated as a candidate gene in one study
concerning acute renal rejection but no association was found [9].

2.1.3.T cell receptor (TCR) regulators

Certain enzymes serve as negative regulators of T cells. The protein
tyrosine phosphatase, non receptor type 22 (PTPN22) functions as a
regulator of TCR-signal transduction by removing phosphate groups
from tyrosine residues on intracellular proteins. A specific locus in the
PTPN22 gene has been investigated with respect to long-term allograft
failure but no association was found [10] (Table 3).

2.2. Cytokine growth factors promoting T cell activation

There are two main sub groups of cytokines driving the expansion
and differentiation of CD4 + T Cells in TH1, TH2, TH17 or regulatory T
cells: pro- and anti-inflammatory cytokines.

The role of these cytokines in acute rejection or induction of graft
tolerance is linked to the balance between TH1 and TH2 cells. TH2
lymphocytes facilitate tolerance by secreting anti-inflammatory IL-4
and IL-10 (inhibiting macrophages activation), whereas TH1 lympho-
cytes contribute to inflammation by secreting IL-2, IL-12, Tumor Necro-
sis Factor-alpha (TNFo) and Interferon gamma (IFN<y) [11]. The genes of
these cytokines have been the focus of numerous genetic studies in solid
organ transplantation: findings are summarized in Tables 2 and 3 and
will be addressed in detail later in this review.

IL-2 promotes CD4 + and CD8 + T cells proliferation and differenti-
ation. Its receptor (IL-2R) consists of 3 subunits, which modulate its
affinity with IL-2: the high affinity «-chain subunit (CD25, coded by
IL2RA); the [3-chain subunit (CD122, coded by IL2RB) and the common
<y subunit.

IL-17A and its homologue IL17F, critical cytokines responsible for
Th17 cell reaction involved in inflammation, have been studied as
candidate genes in kidney transplantation outcome and several SNPs
in IL17 have associated with outcomes (acute rejection and graft failure)
[12-14] (Table 3).

Finally, TNFa is produced by activated macrophages but also by
CD4 + T- and NK-cells. It is involved in inflammation, activating endo-
thelial cells, up-regulating cell adhesion molecules and participating of
the recruitment of different leukocytes [15]. A specific polymorphism
in TNFA has been widely tested for association with renal transplant out-
comes (Table 2) and will be discussed in detail below. Other loci have
likewise been tested (Table 3).
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Table 2
Classic cytokine polymorphic loci tested for association with renal transplant outcomes. Positive associations were considered as reported by authors.
Gene Common name dbSNP No association Association
IFNG +874 A/T, UTR5644 52430561 |74,47,75,44,70,76,53,71,77-79,33,80-82,68,83,28| [84,42,72,85-89]
IL10 —1082 G/A 31800896 [40,2,65,90-92,47,27,42,9,45,70,76,93,43,52,71,46,62,63,77,79,85,86,81,82,94,95] [66,58,96-98,74,84,75,44,72,21,80,73,68 83
IL10 —819C/T rs1800871 140,2,96,65,90-92,47,75,27,42,45,70,93,71,46,62,63,77,85,81,82,94,28| [84,44,21,80,68,83]
IL10 —592,571 C/A rs1800872 [40,2,96,65,90-92,47,75,27 42,45,7093,43,71,77,78,85,81,82,9495,28] [84,44,21,62,80,68,83]
ILIA —889C/T rs1800587 140,2,49,75,85,80,81]
IL1B =511GT rs16944 |40,2,75,99,46,85,80,94]
IL1B +3954, +3962 C/T rs1143634 |40,2,75,99,85,100,80,94,28| [46]
1z —330T/G 152069762 196,84,75,42,60,101,46,62,64,85,81,89,95] [102,7894]
14 —590 T/C 152243250 140,2,90,49,75,93,64,78,85,89,94| 98]
L6 —174G/C rs1800795 140,103,6590,74,84,75,42,44,45,70,43,52,46,100,80,54,81,94,68,83,28] [2,47,104,60,21,71,64,85,6,82,89,105]
TCFB + 869 C/T, +29, Leul0Pro, c10 rs1800470 [40,58,2,6592,47,75,27,44,9,106,70,93,53,46,62,77,78,107,85,86,80,81,89,94,105,83] [108,109,84,42,59,110,21,111,71,82,68]
TGFB +915 G/C, Arg25Pro, + 74, c25 rs1800471 [40,58,65,98,74,108,92,47,75,27,42,44,9,70,93,53,71,46,62,77,78,85,80,94,105,83,95| [109,84,59,72,21,106,111,82,28,68]
INFA —308 G/A, TNF 1/2 rs1800629 140,2,103,90,98,91,74,84,92,47,7542,9,60,76,43,52,53,77-79,50,85,86,80-82,28,83| 166,69,58,65,49,67,27,59,44,72,21,101,70,71,46,62,64,63,73,68,61]

166] Sankaran 1999
[69] Poli 2000

[40] Marshall 2000
58] Pelletier 2000

[103] Reviron 2001

[96] George 2001

|65] Gandhi 2001 (assumed loci based on commercial tray)
|97] Asderakis 2001

[2] Marshall 2001 |90] Cartwright 2001
(98] Poole 2001 |53] Brabcova 2007
[91] Hahn 2002 |71] Nikolova 2008
|74] Hutchings 2002 |46] Manchanda 2008
[108] Ifiigo 2003 |62] Grinyé 2008
[109] Ochsner 2002 |64] Pawlik 2008

[102] Morgun 2003 |63] Mendoza-Carrera 2008
|84] McDaniel 2003 |77 Tajik 2006

192] Melk 2003 |78] Satoh 2007

149] Lee 2004 [107] Cho 2008

[47] Miiller-Steinhardt 2002 |79] Azarpira 2008
[104] Miiller-Steinhardt 2004 |50] Israni 2008

[75] Uboldi de Capei 2004 [33] Singh 2009

[67] Wramner 2004 |85] Lobashevsky 2009
127] Mytilineos 2004 |6] Martin 2009

[42] Hoffman 2004

[100] Krajewska 2009

|59] Park 2004 [86] Omrani 2010
|44 Alakulppi 2004 [80] Khan 2010
[110] Chow 2005 |54] Sanchez-Velasco 2010

[9] Dmitrienko 2005
|45] Loucaidou 2005

|87] Crispim 2010
[81] Oetting 2011

|60] Pawlik 2005 |88 Zibar 2011
[72] Tinckam 2005 |82] Kocierz 2011
[21] Lacha 2005 [89] Karimi 2012

[101] Pawlik 2005
[99] Manchanda 2006

|28] Jiménez-Sousa 2012
[112] Park 2011

[106] Hueso 2006 |94] Seyhun 2012
|70] Gendzekhadze 2006 |73] Mandegary 2013
|76] Azarpira 2006 |68] Dhaouadi 2013
[93] Amirzargar 2007 |105] La Manna 2013
[111] Li 2007 |61] El-Gezawy 2013
[43] Alakulppi 2008 |83] Gaafar 2014

[52] Breulmann 2007 |95] Chen 2014
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2.3. Genes related to the innate immune response

Proteins of the innate immune system may affect the longevity of the
transplanted organ. Toll Like Receptors (TLRs) may be activated in a
variety of circumstances. Ischemia-reperfusion creates a milieu of in-
flammation in the organ producing “danger signals” that activate TLRs,
leading to an increased production of mRNA levels of certain cytokines
(IL-1, IL-6, IL-8, IL-10 and IFNY).

Furthermore, TLR expression of antigen presenting cells (APCs) may
regulate the co-stimulatory signal and consequently influence the acti-
vation of the antigen-specific adaptive immune response [16]. The TLR
family is composed of 11 members, activating different intracellular
events through signal transduction: production of cytokines,
chemokines and cellular membrane proteins related to the inflammato-
1y responses. TLR4 and its co-receptor CD14, are believed to initiate in-
flammation and tissue injury by responding to many various ligands
(CD14 recognizes bacterial components) [17]. The complement system
contributes an important element of the innate immune system, but
also plays a role in adaptive immunity: complement component 3
(C3) plays a central role in the activation cascade. Polymorphisms in
TLR2, TLR4, TLR9, CD14 and (3 have been tested for associations with
kidney transplant outcomes (see Table 3 for references).

Two cytokines involved in the innate immune response and which
have been tested for association in renal transplantation are IL-1 and
IL-6 (Tables 2 and 3).

The pro-inflammatory cytokine IL-1 exists on two major isoforms:
IL-1c and IL-1p, coded by IL1A and IL1B respectively. IL-1cx is translated
into a biologically active form, whereas IL-1{> has no biological activity
until it is processed by caspase-1.

The IL-1 receptor antagonist, IL1RA (coded by ILIRN) is an IL1 signal
regulator: it is produced in response to the same stimuli that lead to IL-1
production.

IL-6 has been the focus of numerous association studies (Tables 2
and 3). It is multifunctional, involved in leukocyte trafficking, T-cell
proliferation, B-cell differentiation and survival. It is produced by
endothelial cells, fibroblasts, monocytes, and macrophages in response
to different stimuli during systemic inflammation (including IL-1,
1L-17 and TNFa).

24. Genes related to the effector phase of rejection (graft infiltration and
injury)

2.4.1. Genes related to the graft infiltration

The infiltration of leukocytes into the site of tissue damage is an im-
portant part of the allograft rejection process. Extravasation of leuko-
cytes from the blood to the site of inflammation is regulated by
several protein families, including selectins, integrins, chemokines and
chemokine receptors, whose expression is upregulated at the site of
inflammation.

The interaction between selectins is the first step in the contact be-
tween the leukocyte and the blood vessel, allowing to the rolling of
the immune cell along the vascular endothelium at the inflammation
area. Endothelial cells express E-selectin (coded by SELE), while
leucocytes express L-selectin (coded by SELL). Two groups explored
the influence of the variability in SELE and SELL on acute renal rejection
[18,19] (Table 3).

Subsequent interaction between chemokines and their receptors
induces strong adhesion of leukocytes with endothelial cells.

The different roles and involvement of chemokines and their recep-
tors in kidney diseases have been reviewed by Panzer and colleagues
[20]. Two main families will be discussed here: the C-X-C and the C-C
chemokine family (whose genes cluster at chromosome 14 and 17
respectively). Each chemokine has different primary target cells. For
example, CCL2 (also known as MCP-1) targets monocytes, T cells, baso-
phils, and natural killer (NK) cells, whereas CCL5 (also known as
RANTES) targets eosinophils or basophils. The genetic variability of
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these chemokines and theirs receptors has been studied in the context
of deterioration of graft function (CCL5 and CCL2) [21], recurrent acute
rejection (CCL5) [22] and premature kidney graft failure (CCL2) [23]
(see Table 3).

Genes coding for Intercellular Adhesion Molecule 1 (ICAM1) and
vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) have also been identified
as candidates and explored (see Table 3 for references).

In addition to it's well known role in vasculogenesis and angiogene-
sis, vascular endothelial growth factor (VEGF) contributes to the local
inflammatory processes that facilitate leukocyte infiltration. Several
authors have investigated VEGFA as a candidate gene in the context of
kidney transplantation (see Table 3 for references).

24.2. Genes involved in allograft injuries

Allograft destruction by activated T cells occurs via two major cyto-
toxic mechanisms: the release of perforin/granzyme in cytoplasmic
granules of CD8 + CTLs and NK cells, and through the Fas/Fas ligand
system in CD4 + CTLs. Activated macrophages, neutrophils and eosino-
phils contribute additionally.

The binding of Fas to its ligand (FasL) results in trimerization of Fas
and apoptosis of Fas-positive cells. Increased expression of cell-surface
Fas has been observed in acute rejection [24]. At least one study has in-
vestigated FAS as a candidate gene in kidney transplantation (Table 3).

IFNy is produced by both adaptive and innate immune cells (e.g. NK
cells, NKT cells, macrophages, myelomonocytic cells, TH1 cells, cytotoxic
T lymphocytes, and B cells) and has distinct roles: on the one hand, it
promotes the development of the TH1 response, regulates MHC class I,
Il and antigen presentation. On the other hand, it activates macro-
phages, the cytotoxic activities of other cells, and induces apoptosis
[25]. It may contribute to the severity of the rejection episode by
stimulating neopterin by monocytes derived macrophages, which are
also effectors of tissue damage in the acute rejection process [ 26]. Asso-
ciation studies with this gene are reported in Table 2 and discussed
below.

3. Association between genetic variation in immune response-
related genes and outcomes in kidney transplantation

A very large number of short genetic variations (mostly SNPs and
short insertion/deletions) in the above-mentioned genes have been
studied in the context of success of the kidney allograft. In most cases
those polymorphisms have been purported to have functional
consequences, however these are likely to be context specific. Many
candidate polymorphisms have been ascribed phenotypes and inheri-
tance models based on specific in vitro or in vivo scenarios, which
may not be relevant in the context of solid organ transplantation.

Much of this work in determining polymorphism candidates was
performed prior to the Human Genome and HapMap Projects and has
lead to a vast body of work using the same loci: this work continues
despite the opportunities that these projects provide, and the choice
of candidate polymorphism to represent these justified candidate
genes might not be optimal. Furthermore, even if some of the polymor-
phisms in these candidate loci do indeed have functional and measur-
able consequences, for the most part, at present, none that have been
replicated have emerged to impart an effect size that would lead to a
clinical consequence with utility as a marker to predict outcomes.
Below we focus on studies with a large number of cases for the
phenotype studied: we arbitrarily chose approximately 100 cases as a
threshold. This arbitrary choice reflects a number we thought was sub-
stantial. More precise calculations based on power depend on the minor
allele frequency of each variant (which differs between loci) and some
idea of effect size (which is often unknown), thus would be difficult to
achieve.

Table 2 lists the genetic variations most commonly investigated.
They are located in a panel of 9 genes. Table 3 lists the less commonly
studied loci.
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3.1. Positive associations in kidney transplant recipients

Perhaps the largest cohort in a single publication to-date involved
2298 primary transplant recipients and 1901 repeat transplants [27].

Of the primary transplant recipients, there were presumably 237
cases of graft failure after the first year, and of the repeat transplant
288, though these numbers were extrapolated from the presented per-
centages of graft survival and may not be exact due to censorship for
death. Nonetheless, this represents a very large number of cases
among published reports on this topic. This work was performed by
the Collaborative Transplant Study group, an international registry.
Only Caucasian participants were included, and all genotyped loci

Table 3

exhibited Hardy-Weinberg equilibrium. The authors grouped patients
into presumed phenotypes of cytokine expression levels based on IL10
haplotypes (comprising three SNPs: rs1800896 (— 1082), rs3021097
(—819) and rs1800872 (—592)), two TGFB1 SNPs in codon 10
(rs1800470; c10) and 25 (rs1800471; c25), one SNP in TNFA
(rs1800629; — 308) and one in IL4R (rs1801275: + 1902).

No associations between the different presumed phenotypes and
graft survival were found in first transplant recipients for the loci tested
([27] in Tables 2 and 3). Repeat transplant recipients with the TNFA
rs1800629 (—308) A/A “high producer” genotype presented lower
graft survival. This was significant at both 1 and 3 years post-
transplant following correction for multiple testing in univariate

Polymorphic loci in immune system genes, studied with respect to outcomes of success in the context of kidney transplantation. Positive associations were considered as reported by au-
thors. Common names of loci are listed as reported by authors. All attempts were made to accurately retrieve rs identifiers for loci in order to consolidate reports.

Common name dbSNP No association Associations
Cytokines and receptors

ILIR1 —970 C/T 145)
IL1R1 pst1 1970 C/T 152234650 [40,2,75,85,80]

IL1RA 86 bp VNTR 199]
ILIRN mspal 11100 T/C rs315952 [40,2,75,85,80]

ILIRN VNTR 240/410 (intron 2) [46]

ILIRNA/G 152234676 [28]

ILIRN /T rs419598 28]

112 + 166 G/T 152069763 175,62,85,112] 194]
1L2-1L21 intergenic rs6822844 [113]

IL2RB c.1173C/A $228942 [95] [112]
112RB ¢.750C/T 15228953 195] [112]
1L3 C132T, Pro27Ser rs40401 [114]
IL3 (— 1107 from 5'UTR) rs181781 [114]
1L3 (— 1484 from 5'UTR) 152073506 [114]
114 1098 T/G 152243248 [75,93,33,28,83]

11433 T/C rs2070874 133,28,83] [7593]
114 VNTR B1B1/B2B2 [46]

IL4R + 1902 G/A, Q576R GIn/Arg rs1801275 [40,2,75,27,85,28]

IL6 — 572 G/A 151800796 128] [104]
IL6 — 597 G/C rs1800797 [104]
IL6 + 565 G/A, nt565 rs1800797 |75,28,33,83]

1L6 3247 G/A 140]

1L8-251 A/T rs 4073 133]
CXCR1 — 2668 G/A rs2671222 [18]
CXCR2 — 8939 C/T 154674258 [18]

CXCR2 1208 T/C s 1126579 (18]

IL1I0A 153024493 [50]

ILI0A 151554286 [50]

IL1I0A 1$2222202 [50]

IL10C rs3024498 [50]

ILioc 151878672 [50]

IL10G 153021094 [50]

IL1I0T rs3024494 [50]

IL10 —851 C/T rs1800894 162]

IL10.G microsatelites [115] (G12)
IL10.R microsatelites [115] (G12)

IL12B -1188 A/C rs3212227 |75,78,80,26,116] [85]
IL17 —197 A/G rs2275913 [12]

IL17F 6329 G/A 13766748 [13]

IL17F —1507 G/A rs1889570 [13]

IL17F 7384 A/G s2397084 [13]

IL17F 7470 G/A rs11465553 [13]

IL17F 7489 A/G rs763780 [13]
IL18 —137 G/C 15187238 [117) [30,118]
IL18 — 607 C/A rs1946518 130,117]
1121 5250 C/T rs4833837 [12]

121 + 1472 G/T rs2055979 [12]

IL23R ¢.309 C/A rs10889677 [12]
TNFA —1031, - 1032 T/C 51799964 [59.45]

TNFA —238 G/A rs361525 140,2,75,27,59,78,85-87]

TNFA — 857, —859 C/T rs1799724 59,45]

TNFA — 863, —865 C/A rs1800630 [59,45]

TNFA +488 A/G [2,40]

TNFA A 53091257 150]

TNFA a microsatellite 96] (a9),[119] (a9)
TNFA d microsatellite 96] [119] (4)
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Table 3 (continued)

Common name dbSNP No association Associations

TNFAG rs3093662 |50} [50] (uncorrected)

LTA 249 A/G (intron 1) rs909253 [2,40]

LTA 365 C/G (intron 1) rs746868 [2.40]

LTA 720 C/A (exon 3) rs1041981 [2,40]

TGFB1 — 509 C/T 151800469 |2,40,78,107] [108]

TGFB1 — 880 G/A [2,40]

TGFB1 — 800 G/A rs1800468 [108]

TGFB1 A rs1800472 [50]

TGFB1 C 151982073 [50]

TGFB1 C-del (deletion) [46]

TGFBR2 C/G promoter rs764522

TGFBR2 G/A promoter rs3087465 [120]

TGFBR2 Asn389Asn (exon 3 ) rs2228048 [120]

IFNG 12bp microsatelite rs3138557 158,909] [97] (12CA), [63] (12CA)

Chemokines and receptors

CCL2 (MCP-1) — 2518 G/A rs1024611 [61,53] [21,23,121]

cc2 or rs4586 [28]

CCL5 (RANTES) — 109 T/C [53] 121]

CCL5 (RANTES) — 28 C/G rs2280788 121,5322)

CCL5 (RANTES) — 403 G/A rs2107538 [21,53.28] [22]

CCL5 (RANTES) In1.1 T/C (intron 1) rs2280789 [22]

CCR2 V64I, +190G/A, +/641 rs1799864 [53,2342,121,122] [33,34,37,19,123,36]

CCR5 —32, delta32, A32 rs333 153,33,34,37,35,19,123,122,36) 187,32]

CCR5 — 59029 A/G [19,123,36] [34,42,37 35}

CXCR4 C/T rs2228014 [124]

CX3CR1 V2491 134]

CX3CR1 T280M [34]

SDF1 G/A rs1801157 [124]

Co-stimulatory molecules

CTLA4 —1147C/T rs16840252 [125]

CTLA4 +9 A/G, Thr17Ala 1231775 [9,10] 170,125,126]

CTLA4 —1661 A/G rs4553808 [70]

CTLA4 —1722T/C rs733618 |70]

CTLA4 —318C/T r$5742909 [9,70,125)

CTLA4 (AT)n (exon 3) 22 alleles [127]

CD28 +17 T/CIVS3 rs3116496 18]

CD40LG 21-27 bp microsatelite 19]

Adhesion molecules

ICAM1 G/A exon 6 119]

ICAM1 R241G, Gly152Arg rs1799969 163,87,28]

ICAM1 A/G E469K, Lys469Glu rs5498 [63,87,28] [128]

ICAM1 G/R (exon 4) [19]

VCAM1 T/ C r$3170794 [128]

VCAM1T/C rs1041163 [128]

SELE 1402 C/T, His468Tyr rs5368 [18]

SELE G/T (exon 2) [19]

SELE 128 S/R, Ser149Arg (exon 4) [19]

SELE 554 L/F, Leu575Phe (exon 11) [19]

SELL — 206 F/L, Phe206Leu rs1131498 [19]

SELL —642 A/G rs2205849 [18]

Innate immune system

C3 Arg80Gly, S/F [51]

TLR2 A/T(—16934 ) rs4696480 128]

TLR4 C/T (Thr397lle) rs4986791 28]

TLR4 D299G, Asp299Gly [129,17] [130,131]

TLR4 T399I, Thr399lle [129] [130,131]

TLRY — 1486 T/C rs187084 [132]

TLRY 2848 G/A rs352140 [132]

D14 — 159 C/T [17]

CD14 —260T/C rs2569190 [133]

T-cell activation/regulation

CIITA — 168 A/G rs3087456 16]

ClITA1614 G/C rs4774 6]

PTPN22 1858 C/T rs2476601 [10]

Other

FAS -670 G/A [105]

PTPRC (CD45) 77 C/G (exon 4) 1517612648 19]

VEGFA — 1154 A/G rs1570360 [31] [29,30]

VEGFA — 2578 C/A rs699947 [28,29,31,30]

VEGFA —460 T/C rs833061 [28]

VEGFA =7 C/T rs25648 [31]

VEGFA 936 C/T 3'UTR 139]
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analyses. Significance was maintained in HLA-DRB1 mismatched recip-
ients (1-2 mismatches, n = 1045) but not in matched recipients (n =
46).

In multivariate Cox regression analysis the TNFA rs1800629 (—308)
A/A “high producer” genotype was associated with relative risk of 1.96
(95% (1: 1.23-3.11; p = 0.0047), presumably after the first year, and
remained significant by the third year. TGFB1 “high producer” haplo-
type, versus “intermediate” and “low producer” haplotypes combined
presented higher transplant survival, but only after the first year. In
the Cox model this represented a relative risk of 1.49 (95% Cl:
1.15-1.92; p = 0.0026). The authors acknowledge the limitation of
working with data from a large registry, and that testing clinical out-
comes such as acute rejection or delayed graft function is difficult as
they are unverifiable: for this reason graft survival with censorship
for loss to follow-up was the approach taken. Furthermore, details
of variables, including acute rejection and delayed graft function,
would not have been included in multivariable analyses for graft
survival.

Jiménez-Sousa and colleagues explored chronic renal allograft dys-
function, defined as >30% of the inverse of creatinine after the third
month of transplantation, versus the highest value of the first three
months (158 cases; 118 controls) [28]. Thirty-eight loci in 10 immune
related genes were genotyped ([28] in Tables 2 and 3). The loci were
primarily in promoter regions, and were included if functional conse-
quences could be determined using a variety of in silico methods.
They found three significant associations, following exploration of
possible genetic models of inheritance, and adjusted findings in multi-
variable analysis.

TGFB1 rs1800471 (G/C versus G/G) and VEGFA rs699947 (A/C-A/A
versus C/C) associated with an increased risk of chronic renal allograft
dysfunction (OR = 2.65, 95% Cl: 1.09-6.47; p = 0.025 and OR = 1.80,
95% Cl: 1.02-3.20; p = 0.044, respectively).

Correction for multiple testing was performed by the Stratified False
Discovery Rate software. VEGFA rs699947 has been found to associate
with other kidney transplant outcomes in smaller cohorts and with
varying methodologies in analyses among reports (acute rejection:
[29,30]; graft survival: [31]; see Table 3). These authors did not apply
corrections for multiple tests.

Fischereder et al. report improved graft survival in CCR5 A32 (i.e.a
deletion of 32 nucleotides in CCR5; rs333) homozygous carriers
compared to heterozygotes and non carriers: only one of 21 (4.7%) indi-
viduals lost their graft in the follow up period, compared to 87 of 555 in
the other group (15.7%) (HR = 0.367, 95% Cl: 0.157-0.859; log-rank
p = 0.033) [32] (see Table 3). However, from the Kaplan-Meier plot
presented it is clear that a substantial proportion of both groups are
not represented in data beyond 5 years of follow up, and at this time
point it is difficult to tell whether the difference in graft survival
between the groups would have been significant.

It also raises the question whether bias occurred in following the
known CCR5 A32 homozygous carriers more closely compared to larger
cohort. The frequency of rejection episodes was similar between the
two groups. The deletion is rare and several groups reporting lack of
associations did not detect homozygous carriers [17,33-37] (Table 3).

Oetting et al. performed a validation study for frequently 21 reported
loci (see Tables 2 and 3 for loci related to the immune genes) [38]. A
total of 585 patients were genotyped, and there were 98 cases of acute

Notes to Table 3:

Authors from Table 2 that tested additional loci are included here using the same order. Additional reports are from the following authors:

[113] Asano 1997.
[114] Kobayashi 1999.
[32] Fischereder 2001.
[29) Shahbazi 2001.
|34] Abdi 2002.

[23] Kriiger 2002.
|42] Hoffmann 2004.
[115] Viklicky 2004.
[31] Lemos 2005.
[116] Ducloux 2005.
[51] Brown 2006.
[117] Palmer 2006.
|118] Kolesar 2007.
[22] Kriiger 2007.
[119] Nogueira 2007.
[37] Yigit 2007.

|39 Giinesacar 2007.
[26] Chin 2008.

[120] Kang 2008.
[121] Kim 2008,

[122] Hoffmann 2009.
[35] Cha 2009.

[123] Kim 2010.

[124] Krichen 2010.
[125] Lee 2010.

[18] Ro2011.

[19] Krichen 2011.
[126] Lee 2011.

[127] Gorgi 2011.

[30] Mittal 2011.
[128] Azmandian 2012,
|36 Firasat 2012,
[129] Domanski 2012,
[12] Karimi 2014.
[130] Kim 2013.

[10] Kloda 2013,
[131] Kioda b 2013.
[132] Kim b 2013.
[17] Krichen 2013
[133] Kwiatkowska 2014,
[13] Park 2014.

[8] Pawlik 2014,
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rejection in the first 12 months post-transplantation. Loci were test-
ed at three time-points to acute rejection (1 month, 6 months 12
months).

The authors make a case against correction for multiple testing, and
instead applied a sum of squared score test, however this approach
permits a p value threshold of 0.0615 and is unconvincing. For immune
related genes, CCR5 A32 associated with acute rejection at six months
only. While Fischereder et al. report a protective effect of this deletion
for homozygous carriers (Del/Del), Oetting et al. grouped heterozygous
and homozygous carriers (Wt/Wt versus Wt/Del or Del/Del, OR = 2.33,
95% C1: 1.08-5.02; p = 0.0316). Both findings are in the same direction
for a protective effect of the variant (A32) allele.

Gunesacar et al. genotyped the single SNP VEGFA rs3025039 (report-
ed as + 936 C/T), located in the 3’ untranslated region in cases who had
lost their graft in the first year post-transplant, and controls with a well
functioning graft at the same time point (n = 265 cases, n = 290 con-
trols) [39]. Subjects were sourced from the Collaborative Transplant
Study bio-bank, were Caucasian and were all primary kidney recipients
receiving deceased donor kidneys.

A protective effect was detected among heterozygotes at this locus
(OR = 0.57,95% Cl: 0.35-0.91; p = 0.019). A dose effect was not evident
among TT carriers, but may be due to lack of power.

3.2. Positive associations in donor and recipient cohorts

Marshall et al. analyzed 22 polymorphisms in 11 cytokine genes in
kidney transplant recipients (114 cases, 95 controls) [40] and 20 poly-
morphisms in 11 genes in cadaveric donors (77 cases, 68 controls)
[41] (see Tables 2 and 3).

The phenotype considered was presence or absence of acute rejec-
tion in the first 30 days post transplantation: although this phenotype
is somewhat limited and only applicable to the immediate post trans-
plant period, the large number of cases defined by strict clinical criteria
give weight to the findings, though the results are not generalizable. To
cover the large number of tests considering various genetic models and
haplotype combinations, the authors applied a two-set approach as a
correction. No associations were found for recipients. In donors,
however, the IL6 promoter SNP rs1800795 (known as —174) associated
with acute rejection (C/C vs G/C and G/G genotypes: OR = 8.67; p =
0.0002). This finding was significant regardless of HLA mismatch group-
ing. The two-set approach affirmed relevance in the context of multiple
testing. In sub-group analyses steroid responsive rejections maintained
significance, however steroid resistant rejection demonstrated an
elevated degree of risk (compared to no rejection; cases = 33,
controls = 68; OR = 15.96; p = 0.000007). Fifty-six donors provided
kidneys to two distinct recipients: for the primary analysis one recipient
was included and selected in a random fashion. The 56 remaining recip-
ients allowed testing of the outcome to determine a positive predictive
value in an independent, albeit small, group: the finding remained
significant (PPV = 78%; p = 0.02).

The IL6 rs1800795 (— 174) C allele is reported to correspond to de-
creased IL-6 secretion, however the authors argue that linking genotype
to in vivo phenotype is not straight forward, especially given its pleiotro-
pic effects. They present an interesting set of arguments, but what is
clear is that the finding is compelling.

Other authors that have tested this locus in donors did not find an
association for acute rejection (see Table 2) in relatively large (=100
cases) [42,43] or in smaller [44-46] studies, thus it may be specific for
the immediate post-transplant period, and for solely cadaver donors.
Despite a small case number for the phenotype studied (n = 39, graft
loss), Miiller-Steinhardt and colleagues had complete 3 year data for
their cohort of 158 kidney recipients [47]. They found IL6 rs1800795
(—174) C allele carrying recipients (C/C-G/C) were at an increased
risk (Bonferroni corrected p = 0.047). When this group re-examined
their data testing additional /L6 promoter polymorphisms (rs1800797:
—597, rs1800796: —572) the risk estimate was strengthened:
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individuals homozygous for the wild-type allele at all three loci (G-G-
G haplotype) exhibited superior graft survival at three years. Those
with a mutant allele at any locus were at an 8-fold increased risk (95%
(l: 1.8-34.6; p = 0.006).

Experimental data for the functional consequence of these loci dem-
onstrates a complex scenario, and that genotyping IL6 rs1800795
(—174) alone might miss the bigger picture [48]. Marshall et al. note
that rs1800795 is located near two steroid response elements, and
hence may influence outcomes in a context specific manner [40].

The effect size of IL6 SNPs seems notable and replication in an appro-
priate sized cohort might prove worthwhile to determine if this locus
will be a clinically useful predictive marker.

Lee et al. tested three loci IL1A rs1800587 (— 889 C/T), IL4 rs2243250
(—590 C/T), TNFA rs1800629 (—308 G/A) (recipients: cases = 140,
controls = 137; cadaveric donors: 122 = cases, 111 = controls) [49].
Cases were defined as having at least one acute rejection episode in
the first post-transplant year, while controls had no such events in the
firstyear. No associations were found for any of the loci. Sub-group anal-
yses among HLA-DR mismatched transplants revealed TNFA rs1800629
(—308) A allele, only among donors, conferred an increased risk for
rejection (cases = 75, controls = 45; RR = 1.4, p = 0.0395): a two-
set approach was used to account for multiple testing.

Israni et al. constructed an impressive cross-sectional cohort
comprising 616 recipients from the Delaware Valley region, and 349 re-
cipients receiving the contralateral kidney identified through the United
States Renal Data System (USRDS) registry [50]. The total cohort
comprised 965 recipients and 512 donors. The phenotype examined
was delayed graft function, defined as requiring dialysis in the first
week post-transplant (up to 326 events were analyzed, depending on
the loci tested ). While most authors select candidate polymorphisms
based on literature reports, this group attempted a tagging approach
when possible, and aimed for loci with a minor allele frequency > 10%
(number of loci per gene: HMOX1: 9, IL10: 7, TNFA: 3, TP53: 7, TGFBI:
2). TGFB1 loci were selected based on reported functional consequence
(HMOX1 and TP53 are apoptosis related genes). Only donors were geno-
typed: 256 donors contributed both kidneys (representing 512 recipi-
ents in the final analysis). Of these, 57% of recipient pairs had
concordant outcomes: the authors report this as unexpected due to
chance (p = 0.004, binomial exact test).

TNFA 53093662 G versus A allele associated with delayed graft func-
tion following multivariable analysis (OR = 1.85,95% CI: 1.16-2.96;p =
0.01), however this did not hold when a correction for multiple testing
was applied.

Brown et al. genotyped the complement C3 rs2230199 SNP
(Arg®9Gly), designated Slow (S) and Fast (F) respectively, for the
difference in electrophoretic motility imparted on the protein due
to the amino acid change, in 513 pairs of Caucasian donors and recip-
ients [51]. Donor genotypes proved of importance, but only when re-
cipients did not carry the mutantallele: kidneys from donors with C3
S/S versus C3 F/F or F/S genotypes exhibited improved graft survival
(hazard ratio = 2.21, 95% Cl: 1.04-4.72; p = 0.04).

Other notable cohorts, exhibiting a large number of cases of the phe-
notype tested and where donors were genotyped include the ones from
Hoffmann et al. [42] (donors only, loci in IL2, IL6, IL10, TNFA, TGFB1, IFNG,
CCR2, CCR5; Tables 2 and 3) and Firasat et al. [36] (donors and recipients,
loci in CCR2 and CCR5; Table 3), however both papers suffer poor
reporting or lack of strategy to address multiple testing. Hoffmann
et al. genotyped 12 loci in 244 donors and report associations between
TGFB1 codon 10 variant (rs1800470) and CCR5 rs1799987 (59029G/A)
and acute rejection (approximately 109 episodes; p = 0.027 and p =
0.039 respectively) and IFNG rs2430561 (+874A/T) and biopsy-
proven chronic allograft nephropathy (p < 0.008) [42]. The authors
report applying a Bonferroni—-Holm correction with Fisher's exact test
in the methods, however the results that are reported used chi-square,
linear regression and Kaplan-Meier methods and it is unclear how
multiple testing was ultimately accounted for.
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Firasat et al. genotyped up to 606 pairs donors and recipients (n =
157 episodes of rejection, biopsy proven) and report the G/G wild
type genotype of CCR2 rs1799864 (V®*1) in recipients to be associated
with rejection (OR = 2.14, 95% Cl = 1.2-3.7, p = 0.009): correction
for multiple testing was not addressed [36].

3.3. Large cohorts with no associations at loci tested

We applied similar criteria for reports on lack of association, namely
a large number of cases and a strategy to address multiple tests.
Dmitrienko et al. analyzed loci in CTLA4, TGFB1, IL10 or TNFA, and dinu-
cleotide repeat polymorphisms in IFNG and CD40L, in 100 acute rejec-
tion cases, and 100 rejection free renal transplant recipients
(Caucasian first kidney recipients, for events occurring in the first
post-transplant year; Tables 2 and 3) [9]. No associations were found
with acute rejection for single locior allelic analyses for dinucleotide re-
peats in multivariable analyses. Associations with the CD40L -147 allele
(rsnotreported) and TGFB1 ¢25 (rs1800471) and graft failure, a second-
ary outcome measure, require confirmation as the authors report, par-
ticularly as this phenotype was not used for constructing the case
control cohort. Breulmann and colleagues genotyped IL10 rs1800896
(—1082), TNFA rs1800629 (— 308), IL6 rs1800795 (— 174), grouping
by predicted phenotypes at two levels, in a large cohort (224 consecu-
tive patients, rejection cases = 115, graft failure = 33) and found no
significant associations with rejection [52] (Tables 2 and 3). Alakulppi
et al. typed TNFA rs1800629 (—308), IL10 rs1800872 (—592),
rs1800896 (—1082) and IL6 rs1800795 (—174), as well as other loci
in genes with a functional role in thrombogenesis (total of 11 loci, see
Tables 2 and 3 for immune genes) [43]. They included 772 recipients,
and 462 donors; the number of cases with rejection was 122.

Correction for multiple testing was applied and no locus was found
associated with rejection, or the other clinical outcomes tested, for nei-
ther donors nor recipients. Brabcova and colleagues typed 9 loci in im-
mune system genes TNFA rs1800629 (—308), CCL2 rs1024611
(—2518), CCL5 rs2107538 (—403), —109 (no rs reported) and
rs2280788 (—28), CCR2 rs1799864 (+ 190G/A), IFNG rs2430561
(+874A/T), TGFB1 rs1800470 (c10) and rs1800471 (c25) (total num-
ber of recipients = 436; chronic allograft nephropathy cases = 122,
cases with sub-clinical rejection = 38, acute rejection cases = 190),
and found no associations [53] (Tables 2 and 3). Sanchez-Velasco and
colleagues genotyped IL6 rs1800795 (— 174) in 335 kidney recipients
(cases of acute rejection = 133, cases of chronic allograft
nephropathy = 115) and found no associations [54] (Tables 2 and 3).

3.4. Meta-analyses of published associations

To make sense of this vast body of literature, several authors have
performed meta-analyses at the most frequently studied loci.

Thakkinstian and colleagues attempted to achieve individual patient
data for their meta-analysis in the kidney transplant setting by petition-
ing authors [55]. Five of 13 invited authors collaborated: these thirteen
papers had passed pre-determined selection criteria. There was suffi-
cient data to explore the effect of TGFBI rs1800470 (c10) (data
representing 5 studies; 334 cases/325 controls), TGFBI rs1800471
(c25) (4 studies, 234 cases/205 controls), TNFA rs1800629 (— 308)
(4 studies, 350 cases/427 controls), IL10 rs1800896 (— 1082; 3 studies,
122 cases/117 controls) on transplant outcome. ‘Poor outcome’ was a
composite of acute graft rejection, chronic allograft nephropathy, graft
failure and chronic graft rejection thus muddying analyses. No associa-
tion was found with any of these polymorphisms in univariate analyses.

Age 2 45, and > 3 HLA mismatches associated with poor outcomes: a
fixed-effect logistic model including these covariables revealed that
TGFB1 rs1800470 (c10) T/C vs T/T genotype increased risk, OR 1.5
(95% CI: OR: 1.0-2.2; p = 0.034; 325 cases, 334 controls). No effect on
risk was found when C/C was compared to T/T carries making interpre-
tation of this finding difficult (Cochrane Armitage test for trend, lack of
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dose effect despite a substantial number of CC heterozygotes). For IL10
rs1800896 (—1082), this group included ORs from three additional
studies to the individual patient data, achieving 352 cases and 302 con-
trols. With and without adjustment for age and HLA mismatches, there
was no significantassociation at this locus, however the authors report a
trend: a minor dose effect can be observed, but is likely due to chance.
Correction for multiple testing was not reported. Significant findings
were reported for haplotype analyses of TGFBI and IL10, but are
unconvincing.

Wau et al. performed a meta-analysis of loci in the /L4 gene, limiting
to studies reporting acute rejection, and explored various modes of in-
heritance (multiplicative model, Cochrane Armitage test for trend, dom-
inant and recessive models) [56]. Pooled analyses (including heart, liver
and kidney transplant) revealed no association for recipient IL4
152243250 (—590 C/T) (492 cases and 721 controls; 7 studies of kidney,
2 of liver and 1 of heart transplants); recipient IL4 rs2070874 (—33C/T)
(98 cases and 220 controls; 2 studies in kidney, 1in liver); and donor IL4
152243250 (— 590 C/T; 298 cases and 390 controls; in kidney (n = 4
studies) 4 and heart (n = 1) transplants). No significant associations
emerged in sub-group analyses by ethnicity (Asian and Caucasian).
Most of the data represented kidney transplant recipients, and there
were no significant findings for these SNPs.

114 152243250 (— 590 C/T) was associated with acute rejection of
liver transplants (T/T + C/T vs. C/C: OR = 0.36, 95% Cl 0.14-0.90; 77
cases, 152 controls). The p value for this association is not reported,
but rather a p value for heterogeneity, which the authors deem accept-
able. At the same time, it is not clear whether corrections for multiple
testing were applied.

Ge and colleagues performed a meta-analysis of studies involving
TGFB1 c10 (rs1800470) and c25 (rs1800471) loci and acute rejection
[57]. Among kidney transplant recipients (9 studies, 123 cases, 301 con-
trols) there was no association for purported intermediate versus high
production phenotypes. The significant findings reported globally
were influenced by two studies in heart transplant recipients.

3.5. Notable associations: TNFA rs1800629 ( —308)

In Table 2 of the most frequently studied loci, the balance between
positive reports and negative reports of association largely favors the
negative side. The exception is TNFA rs1800629 ( —308). Associations
have been found between this SNP and numerous outcomes in donors
and recipients: acute rejection, recipients [21,44,46,58-63]; graft sur-
vival, recipients [27,64]; graft survival, donors [65]; associations in sub
group analyses, recipients [66-68], associations in sub group analyses,
donors [49]; associations with other phenotypes/multiple phenotypes
[69-72]; donors: [73] (see Table 2).

Majority of reports of association implicate the TNFA rs1800629
(—308) A allele in acute rejection. While studies with a substantial
number of cases found no association with the phenotypes tested [41,
43,52,53], Mytilineos and colleagues found an almost doubled risk for
graft loss in cadaver kidney recipients, but not in primary kidney recip-
ients, independent of HLA mismatching, and in a large Caucasian cohort
[27]. In situations where TNFA rs1800629 (—308) has associated with
an outcome in HLA mismatched subgroups, donor type may have
been a primary reason.

Some authors report synergy for combinations of loci in TNFA and
IL10 in recipients: the original paper from Sankaran et al. is frequently
reported and derives from an analysis in a cohort of 100 recipients
and donors, where a large proportion received treatment for rejection
[66]. The authors group controls as 0 or 1 rejection episode (n = 74),
and cases as 2 or more (n = 21). All significant findings were in
subgroup analyses, and in recipients only, and although justified by
physiologically plausible explanations, there was no apparent correc-
tion for multiple testing. Marshall et al. did not corroborate these
combinations in a larger cohort [40].
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In their excellent review of cytokine gene polymorphisms and their
functionality, Smith et al. present a case that the TNFA rs1800629
(—308) might not have a functional consequence, and might instead
be a marker in linkage disequilibrium [48]. While there are numerous
TNFA promoter polymorphisms, the authors present the possibility
through reports of interesting experimental work that the functional
polymorphism might even occur in the nearby LTA gene. If this locus
does indeed represent a different functional polymorphism in TNFA or
a nearby gene, ethnic origin is crucial and may be one of the reasons
for discrepancies in findings.

4. Conclusion

The literature dedicated to determining associations between
kidney transplant outcomes and genetic polymorphisms in immune
system genes suffers from positive reports of associations, often from
underpowered studies, which might in turn represent publication
bias. We have attempted to highlight interesting findings from studies
with a large number of cases, which typically have addressed the issue
of multiple testing,

The role of the immune system in the context of transplant medicine
in events such as acute rejection, delayed graft function, chronic
allograft dysfunction and graft survival, among others, is complex and
involves many genes. Of these, many are polymorphic, and there is a
possibility that multiple loci have functional consequences. Strategic se-
lection of loci may help to better interrogate candidate genes, for exam-
ple tag-SNP approaches involving loci with a minor allele frequency
greater than a threshold percentage, or in silico approaches in determin-
ing promoter and splice site variants. Typically these genes are highly
conserved, with very few examples of polymorphisms influencing the
protein sequence. Grouping rare SNPs in association studies might
help to address the issue of rarity for loci that have a confirmed func-
tional effect. However, multiple rare SNPs might not necessarily appear
in individuals so as to affect the effect size in an incremental way.

The event outcomes are complex phenotypes and likely have
variable and complex causes. Multivariable models including variables
known to affect the outcome of interest are necessary. Although it is
difficult to conceive confounding in associations related to genotype,
multivariable analyses help in adjusting the observed effect, and may
strengthen it, or reveal it to be weak.

There are various strategies to address the issue of multiple testing
including the two-set approach and Bonferroni correction. In the diffi-
culty of achieving appropriate sized case cohorts, Bonferroni correction
may be too strict, while the two-set approach may lead to loss of power
in very small case cohorts. Retrospective cohorts are difficult to recon-
struct with complete data, and in particular lead to inadequate measure
of the phenotype/outcome of interest, which may be falsely recorded as
a case or unintentionally missed. Prospective cohorts require a mini-
mum 95% participation to represent the population. Cross sectional
case control selection requires that accurate data of variables known
to affect the outcome be included. While genetic loci cannot be con-
founded in the traditional sense, these variables are necessary to adjust
the measured effect size and place it in context. A case control design
has the advantage of increasing the number of cases, and thus
contributing greater power. While matching is a controversial topic, in
transplant medicine matching allows accounting for a spectrum of
variables without subsequent adjustment. Matching time-to-event in
controls is one way to approximate similar experience of immune sup-
pression and risk experience in controls.

A major concern is also to identify the most relevant phenotype to
address in genetic association studies. New immunosuppressive
regimens have considerably decreased acute rejection rates (at least in
kidney transplantation), which make adequately powered studies diffi-
cult to undertake in restricted transplant populations. Alternately
chronic dysfunction is an attractive phenotype to study since it ad-
dresses a particularly relevant long-term outcome. It is however very
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difficult to define consensually and homogeneously. Variation in pheno-
type selection among studies is a limit for replication and the identifica-
tion of valuable markers.

We agree with other authors that a collaborative approach, with
studies based on large populations, with uniform definition of
phenotypes is warranted to reach a sufficient level of evidence [41].
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3. Variabilité des genes codants pour les protéines participant a la

pharmacodynamie des immunosuppresseurs

Contrairement aux genes des molécules signalisatrices activant le SI, ceux
correspondant aux protéines ou aux voies cellulaires cibles des immunosuppresseurs
(enzymes responsables de la formation de novo des purines, voie mTOR et voie de la
calcineurine) ont été assez peu explorés en transplantation. Du fait des réles multiples de ces
voies cellulaires, les travaux disponibles dans la littérature (hors transplantation) ont mis en
évidence des associations avec divers phénotypes : diabete, autres maladies auto-immunes,

cancers, pathologies cardio-vasculaires, neurologiques, etc.

Dans le cadre de cette these nous avons réalisé une étude approfondie de cette
littérature. Une grille de « classement » des SNPs d’intérét, basée sur leur fonctionnalité et
sur les précédentes associations publiées, a été proposée. Ce classement a permis d’élire un
certain nombre de variants candidats et d’établir un niveau de recommandation pour leur
¢tude en transplantation d’organe solide. Ce travail a fait I’objet d’un article de revue de

littérature, publié dans le journal Pharmacogenomics en février 2016.
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New challenges and promises in solid
organ transplantation pharmacogenetics:
the genetic variability of proteins
involved in the pharmacodynamics of
immunosuppressive drugs

Interindividual variability in immunosuppressive drug responses might be partly
explained by genetic variants in proteins involved in the immune response or
associated with IS pharmacodynamics. On a general basis, the pharmacogenetics of
drug target proteins is less known and understood than that of proteins involved
in drug disposition pathways. The aim of this review is to facilitate research related
to the pharmacodynamics of the main immunosuppressive drugs used in solid organ
transplantation. We elaborated a quality of evidence grading system based on a
literature review and identified 'highly recommended’, ‘recommended’ or ‘potential’
candidates for further research. It is likely that a number of additional rare variants
might further explain drug response phenotypes in transplantation, and particularly
the most severe ones. The advent of next-generation sequencing will help to identify
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Immunosuppressants have narrow therapeu-
tic ranges and have been identified as good
candidates for pharmacogenetic research. A
long history of work supports the hypoth-
esis that polymorphisms in genes involved
in immunosuppressant drug disposition
pathways (e.g., metabolic enzymes and mem-
brane transporters) affect dose-concentration
relationships. However, environmental fac-
tors including comorbidities or drug—drug
interactions and interindividual variability
in molecular signaling pathways influence
the drug response. Recent work has explored
the impact of genetic variation in proteins
of the pharmacodynamic pathways targeted
by these drugs; however, interrogation of
these genes in the context of solid organ
transplantation (SOT) is only emerging.
The primary aim of this review is to pro-
mote and facilitate research related to the
pharmacodynamics of the main immuno-

suppressive drugs used in SOT: the calci-
neurin inhibitors (CNI), namely ciclosporin
(CsA) and tacrolimus (TAC); mTOR inhibi-
tors (mTORi), namely everolimus (EVE)
and sirolimus (SIR) and mycophenolic acid
(MPA).

The major genes involved in the phar-
macodynamics of each class of drugs will
be detailed. As shown in Table 1, numerous
SNPs are currently reported in the National
Center for Biotechnology Information
(NCBI) SNP database (dbSNP; accessed
August 2015). Although this information
is curated, and most of the time accurate, it
is nevertheless challenging to identify vari-
ant candidates for research using this data.
In this review, the reader will find impor-
tant information on gene variability, based
on the dbSNP, and most importantly, based
on literature reports exploring functionality
of the variants and associations observed in
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Table 1. List of the candidate genes and their characteristics addressed in the present review.

Gene symbol GeneID Chromosome Exons(n) Protein name SNPs (n) Insertion/ Missense
location deletion (n) variant (n)

PPIA 5478 7p15 Cyclophilin A 215 16 3

FKBP1A 2280 20p13 5 FKBP-12 599 26 2

PPP3CA 5330 4q24 14 Calcineurin A o 8287 401 5

PPP3CB 5532 10g22 17 Calcineurin AB 1592 83 13

PPP3R1 5534 2p15 6 Calcineurin Ba 2005 138

CALM1 801 14q32 7 Calmodulin 1 306 18

CALM2 805 2p21 Calmodulin 2 505 34

CALM3 808 19q13.2-q13.3 6 Calmodulin 3 279 1" 0

NFATC1 4772 18923 1 NFAT2 5882 183 73

NFATC2 4773 20qg13.2 13 NFAT1 5357 242 55

NFATC3 4775 16q22.2 12 NFAT4 3442 174 60

L2 3558 4q26-q27 4 L2 93 5 4

MTOR 2475 1p36 59 mTOR 1014 14 2

RPTOR 57521 17925.3 34 Raptor 3333 289 9

RPS6KB1 6198 179231 19 p70 S6 kinase 217 44 0

MLST8 64223 16p13.3 10 mLST8 20 0 0

IMPDH1 3614 7931.3-g32 18 IMPDH1 920 7 0

IMPDH2 3615 3p21.2 15 IMPDH2 14 0 1

Data from GRCh38.p2 in variation viewer (accessed August 2015). Variants listed are those reported in the gene region only (no padding regions included), with a

minor allelic frequency =0.005 in the 1000-genomes project

different phenotypes. Subsequent sections will present
associations tested in the context of SOT.

In order to facilitate further research, we elaborated
a grading of quality of evidence (QOE) regarding the
effect of genetic variants highlighted from the review,
and classified the most interesting ones based on a level
of recommendation (LOR) as ‘highly recommended’,
‘recommended’ or ‘potential’ candidates for further
research in SOT using the criteria listed in Table 2.

The pharmacogenetics of CNI
pharmacodynamics

Genes related to CNI pharmacodynamics

CsA and TAC exert their immunosuppressive effects
on lymphocytes by several mechanisms, the primary
being inhibition of the calcineurin pathway (Figure 1),
upregulated following T-cell activation. Antigen inter-
action with the T-cell receptor (TCR) triggers a sig-
naling cascade thar facilitates calmodulin-calcineurin
binding, which in turn disinhibits an autoregulatory
motif, permitting catalytic activity. Activated calci-
neurin de-phosphorylates NFAT, allowing it to trans-
locate to the nucleus where it acts as transcription fac-
tor. NFAT performs in conjunction with the co-factor
AP-1, a Fos-Jun complex: each element of the dimer is

activated in previous steps by different signaling cas-
cades resulting from TCR activation (e.g., the RAS—
MAPK or PKC pathways). The interaction between
AP-1 and NFAT enhances the DNA binding affinity
of each partner [1].

CsA and TAC bind distinct intracellular immuno-
philins to effectuate calcineurin inhibition, the former
binding to cyclophillins and the lacter to FKBP12.
While CsA binds two similar but distinct cyclophil-
lins, inhibitory action is attributed to cytoplasmic
cyclophillin A (2. FKBP12, containing a single FK506
(i.e., TAC) binding domain, is the only member of this
immunophillin family to bind and act with TAC 3].

Calcineurin is a heterodimeric protein composed of
a catalytic and a regulatory subunits. There are three
distince catalytic subunits (CnAc, CnAP and CnAy)
and two regulatory subunits (CnBl and CnB2). CnAy
and CnB2 exhibit testes specific expression [4]. CnAp
shows a predominant cellular distribution in B and
T lymphocytes in rats (5). The opposite relative distri-
bution is found in the kidney and tissues of the central
nervous system where CnAd. predominates 5.6). Gene
knock-out studies have confirmed that the CnAp
subunit has a crucial role in response to antigen [7].
While lymphocytes from CnAa. deficient mice exhibit
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essentially normal responses in vitro, in vivo exposure
to antigen and subsequent restimulation assays dem-
onstrate deficient responses (8]. Some authors interpret
this to be potentially due to anergy [9].

Calmodulin is coded by three distinct, indepen-
dent genes located on chromosome 14, 2 and 19
(CALMI, 2 and 3), the order of expression being
CALM3>CALM2>CALMI (1011). Of five NFAT pro-
teins, calcium signaling regulates four, and three are
expressed in T cells: NFAT1, NFAT2 and NFAT4.
Co-expression in T cells may balance the lack of indi-
vidual members of the NFAT family 12), which lead us
to think genetic variation impacting expression levels
or affinity would ultimately be compensated. The end
result of the signal transduction pathway is transcrip-
tion of various proteins, including IL2, stimulating
furcher T cell responses.

The IL2/IL2-R binding results in CD4* T-cell
proliferation following the TCR-activation and leads
to the initiation of the immune response contribut-
ing to rejection in SOT. IL2-R may comprise three
independent chains: IL2-Rat, also referred to as CD25
(IL2RA); IL2-RP (IL2RB) and IL2-Ry (/L2RG). Dif-
ferent combinations of these proteins define three
classes of receptors: low affinity receptors contain only
IL2-Ra, intermediate affinity receptors are composed
of IL2-R B and 7y and high affinity receptors contain all
three chains 1. The genes encoding the IL2-R will not
be addressed in the present review.

All the genes related to the CNI pharmacodynamics
referred to in this review are listed in Table 1 and
Figure 1.

Genetic variability of CNI pharmacodynamic
proteins and promising loci

FKBP12 (FKBP1A)

All exons of FKBPIA were sequenced in a series of
Japanese cases with myopathy (n = 79) with no vari-
ants found (13]. Our group sequenced the promoter and
5" untranslated region (5’UTR) (636 bp) and the start
of exon 4 containing two missense variants reported
without frequency and validation data in dbSNP: no
variants were found (584 bp) (n = 46 healchy sub-
jects) (14). The gene was screened in a Brazilian ad mixed
population of idiopathic dilated cardiomyopathy cases
(n = 186). Three rare variants were found: two pre-
viously unreported promoter SNPs and rs6074549 in
intron 2. The promoter SNPs did not associate with
risk (n = 288 controls) [15).

FKBPIA was identified as part of a 20-gene signature
for complicated sarcoidosis in both African—American
and European—American (Caucasian) populations
using genome-wide peripheral blood gene mRNA
expression analysis. Using a genome wide association
study (GWAS), the authors found that an intronic vari-
ant (rs1294689) in this gene associated with anincreased
risk of sarcoidosis in African—Americans (n = 407
cases; odds ratio [OR] = 1.536; p = 4.8 x 107) (16]. This

Review

Table 2. Criteria used for grading the quality of evidence of candidate genetic variants related to

the pharmacodynamics pathways of immunosuppressive drugs, and the level of recommendation
for further research in solid organ transplantation.

Grade Definition

Quality of evidence

A Evidence from one or more well-designed clinical study, and a clear mechanistic rationale
supported by at least one in vitro or ex vivo functional study

B Evidence from =2 clinical studies with consistent data, and clear mechanistic rationale
supported by in silico prediction (no in vitro functional study)

C Evidence from >2 clinical studies with consistent data but unclear or no mechanistic basis

D Conflicting data and convincing data against a functional effect

Level of recommendation for further research in solid organ transplantation

1 Highly recommended candidate: QOE of grade A or B, and =1 positive association study in
SOT or candidate not yet studied in SOT with a QOE of grade A

2 Recommended candidate: candidate not yet studied in SOT with a QOE of grade B

3 Potential candidate: QOE of C or candidate with a QOE of grade A or B unsuccessfully
tested in one SOT (<2 negative studies)

4 Candidate to exclude: QOE of grade D or a QOE of grade A, B or C with convincing data

against any statistical association in SOT (>2 negative studies)

Variants were not classified if no minor allele frequency was available in the dbSNP, or if evidence was strictly limited to a single in silico,
in vitro, ex vivo or clinical study.
QOE: Quality of evidence, SOT: Solid organ transplantation
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Figure 1. Principle proteins involved in the pharmacodynamics of calcineurin inhibitors, mTOR inhibitors and mycophenolic acid in
T cells. Corresponding genes appear in grey.
Calm: Calmodulin; Cn A: Calcineurin A; Cn B: Calcineurin B; Csa: Ciclosporin; Cyp A: Cyclophilin A; evero: Everolimus; GMP: Guanosine
monophosphate; IGF: Insulin growth factor; IMP: Inosine monophosphate; MPA: Mycophenolic acid; mlst8: Target of rapamycin
complex subunit LST8; NFAT: Nuclear factor activated T cell; P: Phosphate; Pl, P2: Phosphatidyl-inositol-3,4 diphosphate;

Pl, , .P3: Phosphatidyl-inositol-3,4,5 triphosphate; Siro: Sirolimus; TAC: Tacrolimus; XMP: Xanthine monophosphate.

finding requires confirmation before rs1294689 can be
considered as a potential candidate.

Cyclophillin A (PPIA)

Sequencing PPIA promoter, coding and ﬂanking regions
has revealed most notably a promoter (rs8177826) and a
S'UTR (rs6850) SNPs [17-19]. A rare synonymous vari-
ant in exon 4 (rs8177828) was found in a Spanish pop-
ulation, but was not tested in association analyses [19].
An et al. report eleven SNPs in PPIA after sequenc-
ing 92 African-Americans and 92 European—Ameri-
cans, of which five in the promoter region. Notably,
they sequenced far upstream from the promoter: two
SNPs farthest away from the transcription start site
(rs4720485 and SNP2) were not included in subsequent
analyses. The third, situated 408 bp upstream from
PPIA-rs8177826, designated SNP3 C>G, was a novel
report, and to date does not have an accession number in

dbSNP corresponding to the purported position. SNP3
and rs8177826 were in perfect linkage disequilibrium
in both African—Americans and European—-Americans.

PPIA is part of the HIV intracellular life cycle and
associations with HIV susceptibility (17.20], disease pro-
gression defined as time to CD4 <200 172021, time to
AIDS clinical diseases [1720] or viral RNA load above
10** copies per milliliter [20) have either conflicted
between studies, between subpopulations within stud-
ies (e.g., between Caucasians and Africans (17.20]) or were
not significant depending on the phenotype. A GWAS
in a large cohort of HIV-1 infected Caucasians was
designed to have sufficient power to detect 1.3% of
variation in viral load at set point, and added previously
identified polymorphisms derived from a variety of pre-
vious candidate gene or SNP studies, thus including
158177826 and rs6850 (22). This group did not find an
association with these SNPs under stringent significance
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criteria. Furchermore, investigations in ex zivo models of
viral replication did not determine a significant genotype
effect for neither rs8177826 20) nor rs6850 [20.21], further
negating the impact of these variants in this particular
context.

Since cyclophillin A is secreted by vascular smooth
muscle cells in response to inflammatory stimuli, and
could thus contribute to atherosclerosis, these two
SNPs have been investigated in relation to myocardial
infarction. No association was found with myocardial
infarction in at-risk patients (n = 250) as compared
with controls (n = 250), neither for rs8177826 C>G
nor rs6850 A>G [19].

In vitro work suggests rs8177826 possibly has a
functional consequence, while rs6850 does not appear
to do so. SNP3 in the upstream promoter may be
an interesting part of the story concerning the func-
tionality observed with rs8177826 given perfect link-
age disequilibrium in two ethnic populations [17]. In
mobility shift assays SNP3 and rs8177826 influenced
protein binding with nuclear extracts from stimulated
Th1 human T lymphocytes, with minor alleles causing
a fourfold decrease or 2.8-fold increase in band den-
sities, respectfully (17). In silico analysis (using TESS
software) predicted association with SP1, witch loss of
binding for the SNP3 G allele, and enhanced binding
for the rs8177826 G allele. Luciferase reporter assays
have demonstrated higher activity for constructs with
the rs8177826 G allele [18.19). However, Rits e a/. found
lower PPIA mRNA levels in peripheral blood mono-
nuclear cells amongst rs8177826-G carriers. Given the
difference in the direction of the minor alleles of SNP3
and rs8177826 in binding analyses, and the difference
in direction of the effect observed between luciferase
reporter assays and measured cyclophilin-A mRNA
levels, it is difficule to draw any conclusions about
the in vivo functionality of this SNP as a biomarker
(QOE = C for rs8177826). No effect was found for the
rs6850 variant in either mobility shift or in silico analy-
ses 17), or PPIA mRNA levels in PBMCs, conferring to
this SNP a QOE of grade D [23).

Calcineurin isoforms (PPP3CA, PPP3CB & PPP3R1)
Calcineurin A-alpha (PPP3CA) & calcineurin
A-beta (PPP3CB)

Sequencing over the PPP3CA locus revealed a number
of previously unreported short tandem repeat variations
and a promoter SNP in a large cohort of European and
African—Americansofillicit drug users, and nonuser con-
trols. These include a GGC repeat in the S"UTR region
(8,9 or 10 GGC; ss68756203, rs45441997); a 16-nucle-
otides tandem repeat in intron 1 (ss68756205) and a
pentanucleotide repeat in intron 3 (ss68756204) [24].
The group was interested in this gene after rs1395475

emerged as one of 38 SNPs in a large GWAS meeting
reproducibility criteria for a significant association with
substance abuse [2526]. The authors found significantly
different genotype and allele frequencies of rs45441997
between drug abusers and controls but only amongst
African~Americans: carriers of the nine GGC repeats
were found more prevalent among drug abusers (after
Bonferroni correction, allelic analyses) while homozy-
gous carriers of the ten GGC repeats were more frequent
among controls (not significant following Bonferroni
correction, genotype analyses). PPP3CA mRNA expres-
sion (cDNA levels in n = 13 medial temporal gyrus sam-
ples) in carriers of eight GGC repeats was significantly
increased compared with carriers of ten GGC repeats
(p = 0.0154) [24). The variant should thus be considered
with a QOE of A.

Earlier investigation on PPP3CA using single-strand
conformation polymorphism analysis revealed three
rare SNPs (MAF 2-3% in a French population, n=95):
one in the promoter (rs149278688) and two syn-
onymous coding SNPs (rs3730251, rs78927351) [27].
This group did not find any association with cardiac
hypertrophy and dilated cardiomyopathy in the cohort
tested. Finally, the PPP3CA promoter rs2850328 was
tested for association with aggressive breast cancer in a
candidate gene study: no association was found among
182 breast cancer cases and 180 controls [28].

Sequencing work around the PPP3CB promoter,
untranslated and flanking regions revealed two rare
variants (no rs reported; French population, n = 95):
these did not associate with cardiac hypertrophy or
dilated cardiomyopathy [271. We sequenced 687 bp
around the PPP3CB promoter in French healthy
volunteers (n = 75) and found no variants [14).

He er al. report a number of associations between
variants in the five calcineurin subunit genes with
a number of endurance phenotypes [29], cardiac
responsiveness to training [30] and athletic status (31)
in Han Chinese cohorts. A panel of 55 SNPs, all
located within introns, untranslated or 3’ regions of
all calcineurine genes (PPP3CA, PPP3CB, PPP3CC,
PPP3R1 and PPP3R2), with a MAF>10% were
selected from HapMap (Han Chinese). Limiting to
outcomes involving PPP3CA, PPP3CB and PPP3RI,
four SNPs were found to be significantly associated
with at least one of the three phenotypes (PPP3CA:
152850965 and rs3804358, PPP3CB: r1s3763679,
PPP3RI1: r1s4671887). PPP3CA-rs2850965 and
PPP3R1-rs4671887 were not tested in functional
experimental models, nor the associations vali-
dated (31). Luciferase reporter assays were performed
for PPP3CA-rs3804358 and PPP3CB-rs3763679,
both in intron 3 of their respective genes: a genomic
intron segment carrying the wild type or the mutant
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allele was cloned upstream of the firefly luciferase
expressing pGL3-promoter vector. For the former the
minor allele conferred significantly greater luciferase
activity, while for the lacter significantly lower activity
was found. These activities go in the same direction as
the associations observed in Chinese athletes whereby
a greater proportion of mixed-sex elite athletes were
carriers of the PPP3CA-rs3804358C allele and a lower
proportion were carriers of the PPP3CB-rs3763679 T
compared with controls. Only PPP3CB-rs3763679 is
polymorphic in Caucasians. Although the observed
findings were not replicated in a male Spanish-
Caucasian elite athlete and control cohort, both SNPs
have a QOE of A [31).

Calcineurin B-alpha (PPP3RT)

Sequencing of the PPP3RI proximal promoter (787 bp
amplicon) on n = 75 Caucasian healthy volunteers
revealed two major variants (rs4347819 and rs4519508)
and a 29 bp insertion (rs72174030) with an important
MAF not described in dbSNP database 14]. Tang ez al.
sequenced the 5" flanking region of PPP3RI and
reported a novel insertion (-TTAAA-)/deletion [32].
An association was found between the deletion and
inappropriately high left ventricular mass (but not left
ventricular hypertrophy) in African-Americans only.
In silico analyses of the alternative sequences (TRANS-
FAC transcription factor database and MatInspector
program) predicted that the deletion eliminated a con-
sensus Nkx-2 transcription factor binding site. Oth-
ers have reported significant or near significant asso-
ciations with endurance athlete phenotypes (33). This
variant appears to correspond to PPP3RI-rs3039851
“TTAAT-/deletion, which is located in intron 1. It is
located at-1051 bp relative to the exon 2 (NM_000945
sequence) (QOE = B).

In a candidate-gene endophenotype approach,
Cruchaga et al. found a strong association between
rs1868402 in intron 5 and phosphorylation of tau
protein (CSF ptaul81), a biomarker for Alzheimer’s
disease (34]. The genes of proteins known to be
involved in tau phosphorylation were considered as
candidates, including PPP3CA and PPP3RI. A tag
SNP approach was used based on Caucasian Hap-
Map data, wicth 384 SNPs across 34 genes (355 pass-
ing quality control). This SNP was the only one to
pass replication in subsequent population datasets.
It associated with Alzheimer disease progression, but
not risk or age of onset: bibliographic data was dis-
cussed to provide mechanistic support for this out-
come. Gene expression studies (nRNA extracts from
the parietal lobe of Alzeihmer cases) confirmed lower
expression of PPP3RI in carriers of the minor allele
(QOE = A) [34).

Calmodulin 1, 2 & 3 (CALM1, 2 & 3)
Among 13 missense variants for CALMI reported
in dbSNP, only two have frequency data reported
(MAF = 0.0001). Five have associated with cardiac
arrests. Two variants, rs267607276 and rs267607277,
were found following a genome-wide linkage analysis
in a large Swedish family with a severe form of arrhyth-
mia and in an individual of Iraqi origin. These vari-
ants cause Responsible of Asn to Ile substitution at
position 53, and Asn to Ser substitution at position
97, respectively, and both demonstrate compromised
calcium binding; rs267607277 also displays an aber-
rant interaction with the cardiac sarcoplasmic calcium
channel (RYR2) (35). Additional three missense SNPs
(rs730882253 and rs730882252 (D130G) in CALM]I,
DI6V in CALM2 (no rs numbers designated to the lat-
ter) were determined by whole exome sequencing: both
in two family members successfully resuscitated from
cardiac arrest [36], and in a cohort of 82 subjects with
congenital long-QT syndrome [11). Mutations altered
residues involved in calcium or target peptide bind-
ing (11.36). The rs730882253 was found in two asymp-
tomatic individuals displaying a marginally prolonged
QT interval during exercise were found to be carriers
of 15730882253 (36]. No MAF is reported for these
polymorphisms in dbSNP, consistent with their rarity.
As calmodulin has an important role in osteoclastic
activity, chondrocyte differentiation and functional
bone resorption, several variants in intronic part and
flanking regions of the calmodulin genes have been
associated with bone diseases. The CALMI 5" UTR
variant, rs12885713, has been the subject of several
investigations for its role in bone disease including
idiopathic scoliosis and osteoarthritis, however results
have been conflicting. The minor allele differs among
ethnic groups, and may explain the discrepant results:
C is the minor allele in Caucasians (C = 0.4) whereas it
is the predominant allele in Chinese/Japanese popula-
tions (CHB/JPT, C = 0.858). All significant clinical
associations are found in studies performed on Chinese
and Japanese population (37-39). Two studies in large
Caucasian cohorts (n = 920 and n = 603 osteoarthritis
cases) did not find significant associations [40.41].
Sequencing of the promoter and flanking regions of
CALM1I performed on 16 hip osteoarthritis Japanese
individuals revealed 21 SNPs, divided in eight haplo-
type groups (group A to H). A tag-SNP approach in
a case-control study (n = 334 cases and 375 controls,
Japanese) found a significant association between one
haplotype and hip osteoarthritis prevalence (0.331 in
cases vs 0.268 in controls, p = 0.01). This haplotype
is composed of rs12885713, rs2300496, rs2300500,
rs3213718 and rs3179089. All of these variants were
individually associated with an increased risk of hip
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osteoarthritis (ORs from 2.40, 95% CI [1.43-4.02]
t0 2.76, 95% CI [1.59-4.78]). The investigators tested
the functional activity of rs12885713, located in the
core promoter region of CALMI (217 nucleotides
upstream the ATG), using luciferase assays in two
types of cells (human chondrosarcoma derivated and
hepatoma cells): the construct containing the variant
T allele showed approximately twofold lower lucifer-
ase activity than the C allele in both lines. Moreover,
a gel shift assay with nuclear extract from hepatoma
cells indicated that one or more nuclear factors (pos-
sibly suppressors of CALM1 transcription) bound the
T allele more tightly than the C allele. These results
suggesta reduced transcriptional activity of the T allele
compared with the C [37). CALM1-rs12885713 receives
an ‘A’ grading for QOE.

In subsequent work, the same group explored
CALM?2 variability by sequencing a 16kb genomic
region containing CALM2 in 48 Japanese cases of
hip osteoarthritis. Among the 18 SNPs detected,
seven were novel reports discovered by the authors:
one in the S'UTR and six in intronic regions. Con-
cerning the 11 known variants, one was located in
the S'UTR (rs1353644) and ten in intronic regions
(rs878665, rs10153674, rs1723484, rs815815, rs815816,
rs17036325, rs1027478, rs2454084, rs34473440 and
1s3729958). None of these polymorphisms associated
with hip osteoarthritis (n = 357 cases and 375 controls)
in any of the four genetic model tested (allelic and gen-
otype frequencies in both recessive and dominant mod-
els) (42). Theintronic rs815815 associated with increased
risk in a GWAS performed in individuals with Type 2
diabetes (hazard ratio [HR] = 1.51; p = 6.5.10-7) [43] .

The CALM3 promoter was sequenced in a French
population of 134 healthy individuals detecting a T>A
polymorphism at position -34 (MAF, A = 0.30), likely
to be rs150954567 [44]. The functional effect of this
SNP is however doubtful: the frequency of T allele
was significantly higher in hypertrophic cardiomy-
opathy affected patients when compared with con-
trols (effect size not reported), but only a trend was
observed when affected family members and healtchy
individuals were compared specifically (OR = 0.56
[0.31-1.01]; p = 0.053). Validation was not per-
formed. Experimental work suggests that this SNP
influences promoter activity: in luciferase assays, the
CALM3-rs150954567-T promoter activity was 43%
(p = 0.00001) and 72% (p = 0.00727) of that of the
CALM3-A activity of the wild-type form in neonatal
rat cardiomyocytes and human embryonic kidney cell
lines, respectively (QOE = A) [44].

The intronic rs3213718 (C>T) was associated
with severe forms of lumbar disc degeneracion (OR T
vs C = 1.26; p = 0.043) and with idiopathic scoliosis

(OR T vs C =1.61 [1.06-2.46]; p = 0.026) in Indian
(n=695) and Chinese (n = 146) populations, respectively.

Rs3814843 T>G in the 3' UTR has been stud-
ied in cardiovascular diseases and a significant effect
was found in the same direction for different pheno-
types. The G variant significantly increases the risk
of ischemic stroke (n = 5244) and severe coronary
artery disease in Caucasian populations (with valida-
tion in an independent population for artery disease,
nl = 781 and n2 = 471) [4546]. The same variant is
associated with increased risk of sudden cardiac death
in chronic heart failure patients in a Chinese Han pop-
ulation (n = 1429) [47). However, others did not find
association for this variant with myocardial infarc-
tion in African-American and European—American

populations (n = 5201; QOE = C) (48].

NFAT: NFAT2 (NFATCT), NFAT1 (NFATC2) &
NFAT4 (NFATC3)
Screening of all eight coding exons of NFATCI in
patients with congenital heart disease revealed two
nonsynonymous SNP  (rs148104245: PG6L) and
1s113736099: 1791L) located, respectively, in exon 2
and 8. The plasmid construct that contained the double
mutation coded a protein that failed to translocate to
the nucleus (transfected in HeLa cells). Moreover, the
mutant NFAT2 (containing each alone or both muta-
tions) showed decreased activation of a target promoter
(DEGST1), either alone in combination or when co-trans-
fected with PPP3CA. The absence of these SNPs in 100
healthy control individuals suggest they are very rare
and might be causing disease (49]. Variants in intronic
regions of NFATCI (rs11665469, rs2044750, rs7240256
and rs754505) have also been explored in congenital
heart diseases, particularly in pediatric populations, but
none of the association observed were replicated [50-53].
In silico work covering the 2 Kb-range up, down-
stream and the gene regions of NFATCI and NFATC2
was performed using ‘SNP info’ software and different
prediction scores (Polyphen, ESEfind, miRanda and
Match) to predict possible functional variants. The
authors selected variants with a MAF >10% in the Chi-
nese Han HapMap populaton (CHB), nonredundant
due to linkage disequilibrium and those predicted as
multifunctional (i.e., at least two criteria among the fol-
lowing: located in exonic splicing, transcription-factor
binding, or microRNA binding sites, or nonsynony-
mous SNP). This work suggests six SNPs in NFATCI
(intronic: rs2581732; synonymous: rs7227107 and
rs9966033; 3'UTR: rs9518; 5'UTR: rs9962479; and
nonsynonymous: rs754093) and two in NFATC2
(synonymous: rs6013193; and intronic: rs4811191) as
potentially having a functional consequence. However,
none of these variants associated with Kawasaki disease
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in a Chinese population (n =482 cases and n =493 con-
trols) (54]. Another group used in silico prediction and
proposed a list of nonsynonymous SNPs as candidates
for breast cancer susceptibility, including NFATCI
rs754093; however, this locus has not been tested in
association studies (ss]. None of these SNPs qualify for
a QOE score (Table 2).

To the best of our knowledge, the NFATC3 variants
reported in dbSNP have not been tested in functional
or association studies to date.

Interleukin 2 (/L2)
Two common SNPs in /L2, promoter rs2069762 (fre-
quently reported as -330 T>G) and exon 1 rs2069763
(synonymous, receiving a variety of designations) have
been tested widely and found to associate with a number
of outcomes; however, phenotypes have varied across the
board. Concerning direct measures of activity, greater
expression was found for the minor allele rs2069762-
G in a luciferase reporter assay (56). However, the same
group found lower /L2 mRNA expression from acti-
vated peripheral blood lymphocytes in GG carriers com-
pared with GT or TT. Others have found greater 1L2
production (measured by ELISA) in ex vivo cultured
PBLs from GG carriers following stimulation [57]. In
silico work suggests that the variant rs2069762 G would
reduce the binding affinity at a putative transcription-
factor binding site for two transcription factors (TCF-11
and MafG). Similar work suggests that the minor allele
152069763 T would influence binding of the splicing fac-
tors SC35, SRp40 and SRp55 in a way that for certain
factors binding is enhanced (SRp55), and for others it is
eliminated or decreased (SC35, SRp40): the final conse-
quence is difficult to conclude [58]. We rated rs2069762
and rs2069763 with a QOE of A and B, respectively.
Although notstrictly in the I/Z2locus, IL2-rs6822844
lies far upstream of /L2 and downstream of /L12. A
GWAS hitin a Type 1 diabetes association study led to
fine sequencing of the region in a very large cohort, but
no obvious coding, splice or regulatory variants emerged
as causative [59.60]. The SNP appeared in 4q27, within
a gene cluster containing four genes: KIAA1109, a pro-
tein of unknown function with ubiquitous expression;
TENR, testis nuclear RNA-binding protein, primarily
expressed in the testis; /L2; and /L21. The region exhib-
its a high degree of linkage disequilibrium in Caucasians.
IL2 and IL21 exist in separate clusters in Han Chinese
individuals (é1]. Subsequent tagging SNP approaches in a
variety of autoimmune/inflammatory conditions impli-
cated [L2-rs6822844, where the minor allele appeared
to confer protection for these conditions. Between
these studies a variety of additional tagging SNPs were
often included, some resulting in significant findings.
However, /L2-rs6822844 was almost invariably signifi-

cant, and often shown to be in linkage disequilibrium
with other significantly associated SNPs (QOE = C).

Pharmacogenetics of the CNI pathway in SOT
Of the immunophillins, PPIA is the only gene tested
in SOT. Moscoso-Solorzano ez al. investigated rs6850
and rs8177826 in 290 renal transplant recipients.
The SNPs had no effect on CsA pharmacokinetics.
No association was found for acute renal rejection or
delayed graft function. Risk of nephrotoxicity (defined
as a rise of serum creatinine >0.3 mg/dl within the
first 6 months posttransplantation, normalized by
CsA dose reduction) associated with the rs8177826
variant. The effect size was important (OR = 3.49;
95% CI [1.47-8.24]; p = 0.006) and the authors sup-
ported their findings with experimental data, purport-
ing a nephrotoxic effect due to increased cyclophilin
expression [62]. Moore et al. explored the influence of
this gene, among others, in a renal transplant popu-
lation (n = 670) employing three intronic PPIA tag-
SNPs, (rs6970925, rs6463247 and rs9638978) and the
two promoter SNPs rs8177826 and rs6850. No asso-
ciation was found for death-censored allograft survival
(Kaplan-Meier analyses, p > 0.05) [¢3]. Rs8177826 and
rs6850 were designated an LOR of 3 and 4, respectively.

While NFAT genes have not been studied in SOT, it
is interesting to note that an NFATC4 variant is asso-
ciated with new onset diabetes after transplantation
(NODAT). NFATC4 is expressed in pancreatic B cells
(along with all the other calcium regulated NFAT
proteins) but not in lymphocytes. In a population of
319 hispanic kidney transplant recipients treated with
CsA or TAC, oral prednisone (except 45 patients) and
MPA, a lower incidence of NODAT in the first post-
transplant year was observed in carriers of the NFATC4
rs10141896-T variant. In multivariate analyses, how-
ever, this finding was not significanc (HR = 0.45
[0.19-1.01]; p = 0.054). A protective haplotype emerged
with this T allele and the loci rs1955915, rs2243891,
152295298 and 1222823 (TTTTG haplotype fre-
quency: 5.7 vs 1.9%, in control vs NODAT patients,
respectively, p = 0.01) [64). This variant did not qualify
our quality of evidence grading system.

Polymorphisms in /L2 have been explored in SOT
outcomes. The rs6822844, with a QOE of C, was
studied in a population of Caucasian kidney transplant
recipients (n = 270). No association was found for acute
rejection (occurrence and number of episodes), delayed
graft function (need for dialysis within the first 7 days
posttransplantation), chronic allograft rejection and
evolution of creatinine concentration over 36 months
after transplantation (65) (LOR = 3).

Two other /L2 SNPs, rs2069762 and rs2069763,
with QOE scores A and B, respectively, have been the
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subject of several investigations. In a study of 90 kid-
ney transplant recipients receiving grafts from living
related donors, rs2069763-GG genotype was detected
in 36.8% of the patients with acute rejection and in
8.5% of patients without acute rejection (OR = 6.3
[1.8-22.15]; p = 0.005), while rs2069762 did not associ-
ate with the outcomes studied (66]. Another study found
higher frequency of rs2069762-TT genotype in renal
transplant patients (n = 63) experiencing at least one
acute rejection episode during the first 3 months post-
transplant (80 vs 49%, p < 0.05) (67). The association of
1s2069762 with biopsy-proven acute rejection (BPAR)
was not detected in seven furcher studies in renal (68-74]
or cardiac transplant (67). Donor rs2069762 genotype
did not impact BPAR and chronic allograft nephropa-
thy likewise found no association [69]. Satoh et al. found
1s2069762-T T associated with risk of subclinical pro-
gressive chronic allograft nephropathy (OR TT vs ‘oth-
ers’ = 4.57; 95% CI: 1.04-20.11; p = 0.044) in 50 renal
transplant recipients. Other studies in chronic allograft
rejection (75-77] and susceptibility to ‘Panel Reactive
Antibody’ desensitization (78] in renal transplant pop-
ulations likewise found no associations. Based on our
grading system, and the number of negative studies
reported in SOT, we consider rs2069762 is of doubtful
clinical utility (LOR = 4). Regarding the rs2069763, we
think it deserves further in vitro exploration and clinical
investigation in SOT (LOR = 1).

Noceti et al. studied the influence of several vari-
ants of calcineurin pathway genes ex vivo. The inhibi-
tion of NFATCI1 nuclear translocation, the intracellular
expression of IL2 in CD4* and CD8" T cells, and the
surface expression of CD25 in CD3* cells were mea-
sured in stimulated peripheral blood mononuclear cells
from 35 volunteers, in basal conditions and after incu-
bation with TAC [(14]. In basal conditions, an /L2RA
haplotype (rs10795791, rs11594656 and rs35285258,
‘AAT’ vs the reference ‘ATC’) associated with decreased
CD25 surface expression in CD3* cells and increased
IL2 intracellular expression in CD4* cells. Follow-
ing tacrolimus treatment, PPP3CA-rs45441997 10/10
repeats and PPIA-rs8177826 G allele coincided wich
increased IL2 expression and decreased NFAT trans-
location in CD4* T cells. While these results are of
interest, the underlying mechanisms and clinical utility
require further exploration.

Eligible candidates from genes of the CNI
pathway for further pharmacogenetic research
on CNI in SOT

In summary, from this review, we could identify
seven ‘highly recommended’ candidates in calcineu-
rin, calmodulin or IL2 genes, and one ‘recommended’
candidate in PPP3RI. A few other SNPs merit fur-

ther investigations in SOT as ‘potential candidates’
(Table 3). No variants in NFAT genes were eligible
based on our criteria. Given the literature available, we
consider that PPIA-rs6850 and 7L2-rs2069762 should
not be investigated further in SOT.

The pharmacogenetics of mTORi
pharmacodynamics

The mTOR pathway and the genes related to
mTORi effects

mTORI are inhibitors of the mechanistic (formerly
named ‘mammalian) target of rapamycin (mTOR), a
phosphatidylinositol kinase also known as the FRAP.
These drugs bind FKBP12, and the complex inhibits
the kinase activity of mTOR (Figure 1). mTOR regu-
lates protein synthesis through the phosphorylation
and inactivation of the repressor of mRNA translation
eukaryotic inidation factor 4EBP1, and through the
phosphorylation and activation of p70S6K (79).

The mTOR protein is included in two complexes,
mTORCI and mTORC2, of which only the former
is sensitive to mTORi. In mTORC1, mTOR forms a
stoichiometric complex with the regulatory-associated
protein of mMTOR (RAPTOR) and it is associated with
a G protein beta-subunit-like protein, the target of
rapamycin complex subunit LST8 (mLST8).

In the setting of transplantation, mTORIi decrease
the cellular response to IL2, reducing lymphocytes
proliferation. The mTOR pathway is regulated by
the PI3K/AKT kinase system, which is often upregu-
lated in cancers, a frequent complication in transplant
patients. This could explain the antineoplasic proper-
ties of mTORI, which is not observed with alcernace
immunosuppressive drugs [79].

Lipid disorders are among the most frequent adverse
effects observed with mTORi and might be directly
linked to the mTOR downstream signaling pathway,
as it integrates inputs from multiple origins including
nutrients, energy and insulin. edemas appear to be
linked to the impairment of the VEGF-A downstream
signal by inhibition of the mTOR/p70S6K pathway
by sirolimus (s0]. This review will address the major
genes related to the mTORi activity: MTOR, RPTOR,
MLST8 and RPS6KBI encoding mTOR, Raptor,
mLST8 and the p70S6 kinase, respectively. FKBP12
has been addressed in an earlier section of this review.

Genetic variability of the main proteins of the
mTOR pathways & promising loci

mTOR (MTOR)

Most of mTOR SNPs were reported in introns and
two in particular have been studied: rs2024627 and
rs1883965. Rs2024627 associated with decreased
mTOR mRNA expression in colon tissue from healthy
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individuals (81]. The SNP associated with colon can-
cer risk [82). It was found in linkage disequilibrium
with one exonic (synonymous) SNP in the popula-
tion tested (r* = 0.71 and D’= 0.85 in non-Hispanic
white cases predominantly) (rs1057079). Through
bioinformatic modeling, rs1883965, located in intron
1, was predicted to impact the activity of the MTOR
binding site (83]. It is in linkage disequilibrium with
rs1064261, a coding, synonymous SNP (r* = 0.864,
Chinese population), predicted to impact splicing [83).
Rs1883965 was associated with esophageal (83) and
gastric cancers in Chinese populations (84 while
rs1064261 associated with neuroendocrine tumors in
a discovery set of n = 261 cases versus 319 controls (a
finding not confirmed in the replication set of n = 235
cases vs 113 controls) (85]. It has a relatively high MAF
(0.3063), similar across ethnic groups.

Among MTOR SNPs located in the 5-UTR or the
promoter, which may influence transcriptional activ-
ity, rs2295080 has been the subject of several inves-
tigations. In nonpathologic renal tissue lower mTOR
mRNA levels were observed among carriers of the
1s2295080-G allele (s¢). In addition, reporter assays in
three different cell lines (HEK293, 786-0 and Hela)
demonstrate significanty decreased luciferase activ-
ity for this allele (86]. In normal colon tissues no asso-
ciation between this SNP and mTOR mRNA levels
was observed. However, rs2295080 associated with
increased expression of IkBKB mRNA in colon tis-
sue (81]. IKBKB is a component of the Convergence of
Hormones, Inflammation and Energy-Related Factors
(CHIEF), which include mTOR, pathway, investi-
gated in relation to colon, rectal and breast cancers [87].
In a meta-analysis on the association of MTOR poly-
morphisms with all-type cancer risk or cancer-related
clinical outcomes across ten published reports, the
152295080 TT (wild-type) genotype associated with
increased cancer risk (OR = 1.24; 95% CI: 1.12-1.36;
p < 0.0005; 5798 cases vs 6244 controls) [88]. In this
study, the intronic rs11121704 TT (wild-type) geno-
type associated with poor clinical outcomes, includ-
ing death, metastasis and resistance to chemotherapy
(OR = 153, 95% CI: 1.01-2.32, p = 0.044; 1928
cases). However, rs11124704 did not associate with
overall and progression-free survival in advanced
esophageal squamous cell carcinoma (n = 334) [89].

In silico explorations suggest rs2536 in the 3'UTR
may influence miRNA binding [90] and thus destabi-
lize mRNA or inhibit their translation into proteins.
In the above-mentioned meta-analysis, rs2536 did not
significantly associate with cancer risk, in line with
another report in eastern Chinese individuals, not
included in the meta-analysis [84]. However, rs2536
was associated with a significantly decreased risk of

childhood acute lymphoblastic leukemia in a Chinese
population (OR = 0.67, 95% CI [0.46-0.96]) (91). The
SNP deserves further investigation.

Finally, the MTOR gene locus was associated with
corneal curvature, a key determinant of major eye dis-
eases such as keratoconus, myopia and corneal astig-
matism across four genome-wide association studies
including 10,000 samples from three populations
(Malay, Indian and Chinese) [92). Several SNPs in
MTOR associated with this phenotype, including the
aforementioned rs2536 and rs1057079. The intronic
rs17036350 displayed the strongest association with a
meta-analysis p-value of 4.06 x 107, Although these
results do not confirm a causative functionally relevant
polymorphism, the association of the locus for this
phenotype is compelling.

The regulatory associated protein of mTOR
(RPTOR)

Nineteen SNPsin RPTOR and nearby region have been
cited in scientific reports (2 in exons, 13 in introns, 1 in
the RPTOR 5" UTR and 3 in its 3' UTR). One com-
mon synonymous SNP in exon 14 (rs2289759) was
predicted in silico to influence splicing, favoring the
expression of RAPTOR _v2, a splicing variant in which
exons 14—17 are not transcribed to mRNA [93). RAP-
TOR_v2 lacks the HEAT (i.e., Huntingtin, elonga-
tion factor 3 (EF3), PP2A, and the yeast kinase TOR1
repeat domain involved in protein—protein interac-
tions: the splicing variant would retain the capacity to
bind mTOR but not p70S6K1 and 4EBP1. Whether
the RAPTOR_v2 expression level or the occurrence
of the rs2289759 SNP has functional or phenotypic
effects is currently unknown.

Most  studies investigating RPTOR  variants
combined several genes of the mTOR pathway
(e.g., MLST8, MTOR, AKT). Chen et al. evaluated
231 SNPs in 19 genes of the PIBK/AKT/mTOR signal-
ing pathway in 803 urinary bladder cancer cases and
803 controls, all of non-Hispanic Caucasian origin [94].
Of 24 portentially significant associations (p < 0.05),
17 concerned RPTOR. After adjustment for multiple
testing, four common variants in RPTOR (rs11653499,
rs7211818, rs7212142 and rs9674559) remained signif-
icant (OR: 1.57-2.05), giving rise to two haplotypes
associated with elevated risk. In a subsequent study
with a similar approach (289 SNPs in 20 genes), the
same group identified RPTOR rs9906827 (intron 3),
as well as two other variants of the PI3K/AKT/mTOR
pathway, associated wich survival in muscle invasive
and metastatic bladder cancer patients (95].

Zhu et al. tested RPTOR rs3751934, rs1062935,
rs3751932 and rs12602885 for association with
esophageal squamous cell carcinoma and found
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rs12602885 associated with risk (AA vs GG:
OR = 0.68; 95% CI 0.47-0.98; p = 0.040) (s3].
SNPs in MLST8 (n = 2) and MTOR (n = 2) were
also included. MTOR rs1883965 was the main sin-
gle susceptibility locus. The same group tested the
same 4 RPTOR SNPs in gastric cancer but found no
significant association [84].

Two additional SNP in RPTOR were identified as
part of the top 25 SNDPs associated to the risk of oti-
tis media in childhood in a discovery GWAS includ-
ing 256 cases vs 575 controls) (96], but this was not
confirmed in a second study [97].

mTOR-associated protein LST8 (MLST8)

Kim ez al. showed using loss-of-function experiments
based on small interfering RNA that mLST8 is neces-
sary for mTOR-mediated signaling: mTORCI com-
plexes without mLST8 did not respond to nutrients
or bind sirolimus (98). He ez a/. highlighted two poly-
morphisms from the SNPinfo web server [99]: rs3160,
1s26865. The former, located in the 3" UTR region,
is purported to affect miRNA binding, and the lat-
ter, located in the 5’ near gene region, is located in a
transcription factor binding site [84]. Both polymor-
phisms have similar MAF among Caucasian and Asian
populations (~0.5). No functional investigations have
been reported to date. The SNPs were investigated as
potential risk factors for gastric cancer in an eastern
Chinese population: no association was found (84). The
same group found no association between the same
SNPs and risk of esophageal squamous cell carcinoma,
likewise in eastern Chinese individuals [83].

Ribosomal protein S6 kinase 70-KD (p70 S6
kinase; RPS6KBT)

Seven SNPs have been investigated in this gene:
five intronic and two in the 3" UTR region. Two
are located in purative transcriptional binding sites
(rs8071475, rs1292034) (s1]. No functional investiga-
tions have been performed to date. Slatter ef al. used
the data from two large case-control studies on rec-
tal and colon cancers to study genes of the RPSGK
family. Six tag SNPs were used to cover RPS6KBI
(rs8071475, rs1292033, rs180535, rs180531, rs180519,
rs180515) (100]. None associated with cancer risk. Sig-
nificant statistical interactions were found between
the effect of variants in RPS6KBI and others located
in genes within the PI3K/Akt/mTOR pathway, sug-
gesting that genetic variation in this particular gene
might influence the pathway. More recently, as part
of a broader study on the CHIEF pathway, the same
authors found RPS6KI rs8071475 influences the
expression of STKII in normal colon tissue (a gene
involved in mTOR pathway downregulation). On the

other hand, several variants in genes of the CHIEF
pathway appear to impact RPS6KI expression in the
colon (81]. These associations were specific to colon tis-
sue and their impact on clinically relevant phenotypes
remains to be elucidated.

Pharmacogenetics of the mTOR pathway in SOT
Variants in MTOR, RPS6KBI and RPTOR have
been tested in a renal transplant cohort of individu-
als switched from CNI to SIR at least three months
posttransplantation (n = 113 discovery group; n = 66
validation group) [101]. A tag-SNP approach was used
for MTOR and RPSGKBI: 5 SNDPs in each gene were
selected from HapMap, allowing discrimination of the
major haplotypes. Two of the tag-SNPs in RPS6K1 may
affect transcription sites (rs8071475 and rs1292034,
described in the previous section) [81]. Four SNP in
RPTOR were selected based on the literature reports
(rs2289759, rs7212142, rs7211818 and rs11653499;
described in the previous section) [90.94,102]. A signifi-
cant association was found between a variant haplo-
type of MTOR and decreased hemoglobin levels in
both discovery and validation populations (rs1770345,
rs2300095, rs2076655, rs1883965 and rs12732063).
Importantly, the association with hemoglobin lev-
els was observed prior to, at the time of the switch,
and subsequently, suggesting a physiological racher
than pharmacogenetic mechanism. Furthermore, the
effect size was minor (difference in hemoglobin levels
of ~ 1g/dl). No variants were found associated with
other sirolimus adverse effects including dyslipidemia,
oedemas and cutaneous reactions [101).

Eligible candidates for further
pharmacogenetic research on mTORi in SOT

In summary, we identify three variants in MTOR,
which our grading system deem ‘highly recommended
candidates’ (rs2024627 and rs2295080, not yet investi-
gated in SOT, and rs1883965 with a positive association
in SOT). MTOR-rs1057079 (in linkage disequilibrium
with rs2024627) is also a ‘potential candidate’ (Table 3).

The pharmacogenetics of MPA
pharmacodynamics

Genes related to the effects of MPA
Lymphocytes are dependent on IMPDH for DNA
synthesis. This rate-limiting enzyme is involved in de
novo purine synthesis and has two isoforms encoded
by IMPDHI and IMPDH2. Mycophenolic acid is a
fivefold more potent inhibitor of IMPDH2 (Figure 1),
which is expressed in activated lymphocytes as com-
pared with IMPDHI1, which is expressed in most cell
types (103). IMPDH?2 protein shares 84% homology
with the type 1 isoform.
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Table 3. Candidate SNPs related to the pharmacodynamics pathways of immunosuppressive drugs

with quality of evidence of existing data and level of recommendation for future work.

Drugs Gene SNP MAF! QOE LOR
Calcineurin PPIA rs8177826 G=0.033 C 3
inhibitors rs6850 G=0.384 D 4
PPP3CA rs45441997 GGC(10) =0.268 A 1
rs3804358 C=0.133¢ A 1
PPP3CB rs3763679 T=0.066 A 1
PPP3R1 rs3039851 NA B 2
rs1868402 G =0.301 A 1
CALM1 rs12885713 T=0.400 A 1
CALM3 rs150954567 NA A 1
rs3213718 C=0.358 (s 3
rs3814843 C=0.018 C 3
L2 rs2069762 G=0.232 A 4
rs2069763 A=0.400 B 1
rs6822844 T=0.146 & 3
mTOR inhibitors MTOR rs2024627 T=0.270 A 1
rs2295080 G=0.308 A 1
rs1883965 A=0.288 B 1
rs1057079 G=0.243 C 3
Mycophenolic acid  IMPDH2 rs11706052 G=0.115 A 1
IMPDH1 rs2278293 A=0.431 C 4
rs2278294 A=0.323 C 4
'Reported MAF in Caucasians (HapMap CEU individuals)
*Not found in Caucasians, but presentin Asians (Han Chinese in Beijing reported MAF)
Level of recommendation: 1 = Highly recommended candidate; 2 = Recommended candidate; 3 = Potential candidate; 4 = Candidate to
E();CR‘UCEg\»el of recommendation; MAF: Minor allele frequency; NA: Not available; QOE: Quality of evidence

Genetic variability of MPA targets and promising
loci
IMPDH2 (IMPDH2)
Of all IMPDH2 SNPs submitted to date in the NCBI
dbSNP (Table 1), several have not been confirmed in
resequencing projects and thus may be extremely rare
or represent sequencing errors [104-106). Mohamed et al.
investigated rs4974081, rs5848860, and rs11557540 in
more than 400 DNA samples from four different ethnic
groups (Caucasians, African—Americans, Hispanics and
Asians): rs5848860 and rs11557540 were not found [106).
Furthermore, a wide variation in allele frequencies
across ethnic groups has been observed. For instance,
Wu et al. identified 25 IMPDH2 SNPs: 12 in African—
Americans, nine in Caucasian—Americans and four in
Han Chinese-Americans. Only one of these SNPs was
observed in all three populations [105).

Unambiguous functional data are available for two
IMPDH?2 SNPs: a nonsynonymous SNP located in

IMPDH?2 exon 7 (rs121434586; usually referred to as
¢.787C>T) and a promoter SNP (c.-95C>T, not yet ref-
erenced in the dbSNP) located in the CRE(A) transcrip-
tion factor binding site (CAMP response element) [107).
The rs121434586 variant dramatically decreased the
catalytic activity of recombinant IMPDH2 [108]. The
c-95C>T SNP demonstrated decreased luciferase
activity in two different cell lines [107). In addition,
in silico functional analysis predicted that another
IMPDH?2 promoter SNP (rs4974081) could be located
at a potential transcription factor binding site [106).

IMPDH1 (IMPDHT1)

While there are 283 IMPDHI coding SNPs reported
in dbSNP, Wu ez al. identified 73 SNPs in 288 indi-
viduals from three ethnic groups (African—Ameri-
can, Caucasian—American and Han Chinese—Ameri-
can) across exons, intron—exon splice junctions and a
portion of the 5-flanking region, of which nine were in
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the coding region, four of these nonsynonymous [10s).
Once again SNP frequencies vary across ethnic groups.
Among the four nonsynonymous /MPDHI SNPs,
rs72624960 in exon 8 (S¥°L) was found to be associ-
ated with a drastic decrease in enzyme activity i vitro
(<25% of the wild-type enzyme), caused by accelerated
protein degradation [105]. Molecular modeling showed
that the amino acid substitution resulting from this
SNP might compromise protein folding, tetrameriza-
tion and thus stability (105]. The SNP was only found
in Han Chinese—Americans.

Apart from being a secondary target of MPA,
IMPDH]1 is involved in the enzymatic activation of
G-mercaptopurine (the active moiety of azathioprine)
to G-thioguanine nucleotides. It has been suggested
that J/MPDHI genetic variations could contribute
to resistance to AZA in patients with inflammatory
bowel disease: Roberts et al. screened IMPDHI and
IMPDH?2 in 20 azathioprine-resistant patients and
found a 9 bp insertion within JMPDHI P3 promoter
in one patient. The insertion was predicted to abol-
ish a cAMP-response element (CRE) and was found
to significantly reduce JMPDHI promoter activity in a
luciferase reporter gene assay [109]. The authors did not
find carriers among 301 individuals suggesting that the
mutation would either be extremely rare or specific to
inflammatory bowel disease patients. This SNP has
not been reported in dbSNP.

Another IMPDHI SNP (rs4731449) located
in an intron associated with survival (HR = 1.96;
p = 7.89 x 10?) in a cohort of Caucasian children suf-
fering from acute lymphoblastic leukemia. The authors
found another SNP (rs4731448) located 319 bases
upstream rs4731449 purported to decrease TPMT
erythrocyte activity in those patients (no association
was found with rs4731449) [110]. These associations
have not been replicated so far.

Pharmacogenetics of IMPDH in SOT

IMPDH2

The two IMPDH?2 above-mentioned functional SNPs
(¢.-95C>T and ¢.787C>T) have either not been investi-
gated in clinical settings or not found when explored 104).
Given their extremely low allelic frequency (<1%) [107:108],
these are unlikely to contribute to the wide inter-patient
variability in MPA effects observed clinically, but might
possibly be the cause of unexplained effects in a few
individuals.

Rs4974081 is frequently found in Caucasians
(HapMap CEU panel MAF = 0.300) but is absent in
Asians and found at low frequencies in other ethnic
groups (e.g., HapMap YRI, sub-Saharian African,
panel MAF=0.093). No association between this SNP
and clinical outcomes of MPA (BPAR occurrence,

leucopenia and infections) was found in 456 Caucasian
renal transplant recipients [104).

A SNP located in IMPDH?2 intron 7 (rs11706052,
usually referred to as 3757T>C) has been extensively
studied with as many positive as negative associa-
tions reported. Grinyd et al. were the first to report
a significant association between this SNP and the
risk of BPAR in 237 de novo renal transplant recipi-
ents (OR: 3.39; 95% CI [1.42-8.09]; p = 0.0006) [71).
Two subsequent studies suggest that it may be asso-
ciated with a poor response to MPA. The first study,
conducted in 80 renal transplanted patients treated
with MMF, reported an increased IMPDH activity
in carriers of the variant allele (C) as compared with
noncarriers (IMPDH interdose activity: 336; 95% CI:
[216-521] vs 227, 95% CI: [198-260] ptmol xantho-
sine-monophosphate produced/second/mol adenos-
ine monophosphate; p = 0.04) while pretransplant
IMPDH activity, thus prior to MPA treatment, was
similar in the two genotype groups [111]. The second
study was conducted in healthy volunteers: rs11706052
was found to reduce the antiproliferative effect of MPA
on lymphocytes by approximately 50% (n = 8 carriers
of rs11706052 vs 12 noncarriers) [112]. A third study
sought to replicate the association between this SNP
and the risk of acute kidney rejection in a large cohort
0f 969 kidney transplant recipients. The authors found
a modest association, which was not significant with
adjustment for multiple testing (72].

In pediatric heart transplant recipients, the
rs11706052 variant surprisingly associated with more
frequent neutropenia requiring dose withholding
(p = 0.046) (113]. This contradicts previous work dem-
onstrating a poorer response to MPA [111,112), as well as,
specifically, higher lymphocyte counts and a reduced
incidence of lymphopeniaamongkidney allograftrecip-
ients (n = 177) (114). Furthermore, the association with
the risk of acute rejection was not confirmed in at least
three studies in relatively large groups of renal trans-
plant recipients (191, 456 and 1040 patients) [104,115,116).
Shah et al. also demonstrated that this SNP has no
impact on MMF dose tolerated at 1 year or on graft or
patient survival at 5 years [116].

IMPDH1

Two SNPs within /MPDHI intron 7 (rs2278293
and rs2278294), not predicted to affecc IMPDHI1
function, have been investigated widely. These asso-
ciated with a decreased risk of BPAR following the
first year after renal transplantation [115] (OR = 0.34
for rs2278293; 95% CI [0.15-0.76]; p = 0.008, and
0.40 for rs2278294; 95% CI [0.18-0.89]; p = 0.02). In
another study in renal transplant recipients, protection
from BPAR was demonstrated only for rs2278294
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(OR: 0.54; 95% CI [0.34-0.85]; p = 0.0075) [104].
Carriers of the rs2278294 variant also had a 1.6-fold
increased risk of leucopenia, reinforcing the direc-
tion of the functional effect. A third study in 82 Japa-
nese renal transplant recipients found no association
between rs2278294 or rs2278293 and the incidence
of subclinical acute rejection diagnosed by a biopsy
examination 29 days after transplantation [117). How-
ever, when the authors stratified their analysis of the
24h MPA AUC into day- and night-time periods,
1s2278293 influenced subclinical acute rejection in
individuals with high night-time exposure to MPA
(>60pg.h.I'"). A similar trend was observed in patients
with high day-time exposure. Finally, two studies in
large cohorts of renal transplant recipients (n = ~1000)
found no association of rs2278293 or rs2278294 with
acute rejection (72,116, and on MMF dose tolerated at
1 year, or graft or patient survival at 5 years [116).

The 152278294 variant was further investigated in
MPA adverse effects. Two studies in pediatric heart trans-
plant recipients combined r$2278294 and rs2228075
into haplotypes, and demonstrated an association with
MMEF gastrointestinal intolerance defined using rela-
tively robust criteria. Of note is that no difference was
observed in the average daily MMF dose or MPA plasma
levels between patients experiencing GI complications
compared with those without symptoms [113,118].

Eligible candidates for further
pharmacogenetic research on MPA in SOT

In summary, most of the studies conducted so far on
IMPDH genetic variability have concerned the phar-
macogenetics of MPA and several variants have been
investigated. Although controversial data is available
in SOT regarding /MPDH2-rs11706052, it remains a
‘highly recommended’ candidate. The data regarding
IMPDHI-rs2278294 and rs2278293 are also contro-
versial and the mechanistic rationale for their effect is
much less clear. The most recent investigations tend
to demonstrate that their impact of MPA-related out-
comes is not relevant [72,116] and suggest that these
two variants should not be considered further (Table 3).

Conclusion & future perspective

Pharmacogenetics is increasingly being incorporated
as part of the services of hospital laboratories, and
SOT one of the few clinical areas already applying
knowledge from this field for treatment personaliza-
tion. This has required enormous research efforts, and
long periods for sufficient evidence to justify clinical
use implementation in the clinic. For instance, it took
almost 10 years following the first description of the
loss-of-function allele of cytochrome P450 3A5 [119],
first described in 2001, to perform a randomized trial

demonstrating that genotyping may be useful for ini-
tial dose adjustment of TAC [120]. Despite this clear
demonstration, numerous well-conducted retrospec-
tive studies and recent official recommendations [121],
CYP3A5 genotyping is still not systematically per-
formed in this context since clinical usefulness remains
a subject of debate.

The phenotypes most commonly studied in the
pharmacogenetics of SOT have been acute and chronic
rejections. New onset diabetes after transplantation
(NODAT) is also considered a serious adverse effect
of immunosuppressive therapy, especially with tacroli-
mus. While association with VFATC4 rs10141896 has
been reported (64], to date other genes from the calci-
neurin pathway have not been the subject of investiga-
tion for this phenotype. Kim et al. analyzed the asso-
ciation between NODAT and a panel of SNPs in ten
interleukin and receptor genes within a Korean popu-
lation, and found significant associations for variants
in IL-7R, IL-17E, IL-17R and IL-17R B: these loci had
exhibited previous associations with Type 2 diabetes
mellitus 122), but have never been the object of other
transplantation studies. On the contrary, 7CF7L2-
157903146 may be more promising as it associated
with NODAT in a Korean [123] and two Caucasian
populations [124.125], even if other authors did not find
association [126-129). TCF7L2 codes for the transcrip-
tion factor 7-like 2 protein, which is involved in blood
glucose homeostasis. With an MAF = 0.279 in Cauca-
sians, this intronic SNP is already known as one of the
most significant genetic risk factors of Type 2 diabetes
mellitus [130] as well as of gestational diabetes [131).

Part of the purpose of this article is to highlight that
comprehensive data regarding the genetic variability of
proteins involved in the pharmacodynamics of immu-
nosuppressive drug is limited, and there is, therefore, a
long way to go before these variants are fully character-
ized, and even further to demonstrate clinical utility in
SOT for some of them, if any.

We identify here a few ‘recommended’ or ‘highly
recommended’ variant candidates in the major genes
related to immunosuppressive pathways of immuno-
suppressive drugs. It is possible that some interesting
ones were missed. Specifically, we did not address
important pharmacogenes such as IL2 receptors for a
number of reasons. While /L2RA is the most widely
studied, all three IL2 receptor genes are relevant. In the
present review we focused on the genes immediately
adjacent to the pharmacological activity of calcineu-
rin inhibitors (drug targets, namely cyclophilins and
proteins that interact with this complex directly). /22
was relevant to include as the primary effector of the
calcineurin pathway blocked by CNI, and the subject

of investigations for outcomes in SOT.
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It is likely thata number of rare variants, not yet iden-
tified, might explain drug response phenotypes in SOT,
particularly those that are severe with a well character-
ized diagnosis. The current trend in pharmacogenetic
research is to focus on known, functional and relatively
frequent variants, but such an approach may change in
the next few years with the advent of Next-Generation
Sequencing (NGS). The concept behind NGS is not
revolutionary: the bases of a small fragment of DNA
are sequentially identified from signals emitted when
a DNA fragment is re-synthetized from a template
strand. The revolution is that However NGS systems
permit millions of reactions performed in a massively
parallel fashion, which enables rapid sequencing of large
stretches of DNA base pairs spanning a large region of
the genome. This promises to be particularly interesting
in contexts involving large signaling pathways. The cost
of NGS remains too high to envisage studies on large
populations in our laboratories, but will undoubtedly
decrease and thus become more accessible. NGS there-
fore represents an opportunity for future research in
pharmacogenetics, with the potential to uncover phar-

macodynamic candidate genes, and particularly in this
less explored field of genes, among others, which have
been a challenge to investigate to date.
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Executive summary

‘highly recommended’ candidates.

lymphocytes.

The pharmacogenetics of calcineurin inhibitors pharmacodynamics

* /L2 has been the most studied gene of the calcineurin pathway in solid organ transplantation (SOT).

e Four variants in calcineurin isoforms (PPP3CA-rs45441997 and rs3804358, PPP3CB-rs3763679, PPP3R1-
rs1868402), two in calmodulin genes (CALM1-rs12885713, CALM3-rs150954567) and one in /L2 (rs2069763) are

* PPP3R1-3039851 also merits further investigations in SOT (‘recommended’ candidate).

* PPIA-rs8177826, CALM3-rs3213718 and rs3814843, as well as IL2-6822844 are ‘potential’ candidates.

The pharmacogenetics of mTOR inhibitors pharmacodynamics

* Three variants in MTOR are 'highly recommended’ candidates: rs2024627, rs2295080 and rs1883965.

* Rs1883965 is part of a haplotype found to associate with decreased hemoglobin levels in SOT.

* No relevant candidate variants were found in RPTOR, MLST8 or RP6SK]1.

The pharmacogenetics of mycophenolic acid pharmacodynamics

* Several variants in IMPDH have been investigated in SOT in drug regimens containing mycophenolic acid.

* Although controversial clinical data is available for IMPDH2-rs11706052, it remains a ‘highly recommended’
candidate as it impacts IMPDH activity ex vivo, as well as the anti-proliferative effect of mycophenolic acid on

* IMPDH1-rs2278294 and rs2278293 should not be considered further as candidates in SOT outcomes.
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B. Application en transplantation rénale : étude « POLYCIS »

Une étude « genes candidats » de la voie de la calcineurine a été réalisée en parallele

de ces travaux bibliographiques.

POLYCIS était une étude pharmacogénétique rétrospective pilotée par le service de
Pharmacologie, Toxicologie et de Pharmacovigilance du CHU de Limoges. Les patients
inclus (N=381) étaient adultes, greffés rénaux de novo, traités par ciclosporine ou tacrolimus,
et provenaient de différentes études cliniques menées dans le service de néphrologie des
CHU de Limoges, Bordeaux et Toulouse : les essais cliniques APOMYGRE et OPERA, et la
cohorte EPIGREN sont décrits dans I’article ci-apres. Les données ont été collectées durant
une année apres la transplantation. L’objectif principal était de rechercher les variants
génétiques de la voie de la calcineurine associés au risque de rejet aigu ou d’infections graves,
deux phénotypes choisis comme marqueurs cliniques d’une sur ou d’une sous

immunosuppression.

Dans cette étude, un deuxieme panel de variants a été sélectionné apres un travail
d’exploration des séquences promotrices de certains genes de la voie (les isoformes de la
calcineurine et les immunophilines). L’objectif de ce travail complémentaire était de fiabiliser
les informations de la base dbSNP du NCBI. En effet, les informations disponibles au niveau
de ce type de pharmacogenes peu explorés sont parfois erronées. Cela a permis de connaitre la
fréquence allélique, non établie jusqu’alors, de certains variants et d’identifier un variant
décrit a tort dans la base (SNP PPP3R- rs184336391) qui correspondait a un artefact
analytique. Ce travail exploratoire a été présenté en poster au 13°™ congrés de 1’Association
Internationale de Suivi Thérapeutique Pharmacologique et de Toxicologie Clinique

(IATDMCT) (Salt Lake City, 2013) (44).

POUCHE Lucie | Biologie Santé / Pharmacologie | Université de Limoges | 2016 60



Research Article

For reprint orders, please contact: reprints@futuremedicine.com
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calcineurin pathway to identify variants
associated with clinical outcomes in renal
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Aim: To investigate the potential influence of variants in genes involved in the
calcineurin pathway on the efficacy and toxicity of calcineurin inhibitors in renal
transplantation. Materials & methods: Twenty-three polymorphisms in thirteen genes
weretestedin 381 renaltransplantrecipientsreceiving ciclosporin (n=221) or tacrolimus
(n = 160) and mycophenolate mofetil. Data were collected prospectively over the first
year post-transplantation. Results: Multivariate survival analyses revealed no genetic
associations with biopsy proven acute graft rejection and serious infections. Donor—
recipient Cytomegalovirus mismatch was the only variable associated with serious
infection. Conclusion: This large exploratory study casts doubts on the potential
interest of genetic biomarkers related to CNI pharmacodynamics but associations with

other phenotypes in transplantation deserve further studies.
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The serine/threonine phosphatase calcineu-
rin and its downstream pathway are involved
in several key biological systems including
apoptosis, cardiac hypertrophy and lympho-
cyte activation [1]. The calcineurin inhibitors
(CNI) ciclosporin A and tacrolimus bind to
immunophilins (cyclophilin A and FKBP12,
respectively). These complexes block the
association of the calcineurin A catalytic sub-
unit (CnA), calcineurin B regulatory subunit
(CnB), calmodulin and calcium, preventing
the dephosphorylation of the nuclear fac-
tor of activated T cells (NFAT) and thus its
migration into the nucleus. The transcrip-
tion of IL-2 and CD25, the IL-2 receptor o
chain are inhibited, decreasing T-cell activa-
tion and resulting in an immunosuppressive
effect [2).

Lymphocyte  proliferation  and  the
expression of surface markers and intra-
cellular cytokines have been proposed as
pharmacodynamic biomarkers of CNI ther-

apy but are far from wide spread clinical
implementation [3]. Noceti er al. showed
that NFATT in the nucleus, IL-2 in the cyto-
plasm and CD25 expression on the surface of
T cells exhibited greater interindividual vari-
ability in stimulated peripheral blood mono-
nuclear cells exposed to tacrolimus compared
with control conditions (4]. Polymorphisms
in genes coding for the different proteins of
the pathway may result in variable cellular
responses to CNI and potentially explain
the variability observed. Pharmacogenet-
ics of CNI has primarily focused on drug
metabolizing enzymes and membrane trans-
porters [s]. While therapeutic drug moni-
toring largely accounts for genetic variation
in drug disposition, variants inﬂuencing
pharmacodynamics may further contribute
to better tailor therapy.

Of the genes in the calcineurin response
pathway, we considered those coding for the
main proteins involved and selected variants
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with published reports of possible functional effects
(see Table 1 for references). Associations between
variants of genes related to the calcineurin pathway
and immune diseases have been previously reported.
Specifically, comprehensive work involving /L2 and
IL2RA genes has been conducted for autoimmune dis-
eases such as multiple sclerosis, inflammatory bowel
disease and Type 1 diabetes. Clinical outcomes in solid
organ transplantation have been less explored but there
is an emerging body of work. Moscoso ¢r al. studied
two SNPs (rs8177826 and rs6850) in the PPIA (cyclo-
phyllin A) promoter and found that the rs8177826 is
associated with increased risk of nephrotoxicity (odds
ratio [OR]: 3.49; 95% CI: 1.47-8.24; p = 0.0006) [6).
IL2 152069763 and rs2069762 located in 5" upstream
and in exonic (synonymous) regions respectively have
been the subject of several investigations in solid organ
transplantation. The former associated with acute
rejection (clinical or biopsies finding) (7). Morgun ez al.
found a higher frequency of 152069762 TT genotype
in renal transplant patients experiencing at least one
biopsy proven acute rejection (BPAR) episode (s].

The aim of the present study was to test strategically
selected variants in genes of the calcineurin pathway
and investigate, in a population of renal transplant
recipients, their influence on two major transplanta-
tion phenotypes: acute graft rejection and serious
infections, within the first post-transplant year.

Materials & methods

Patients & data

Three hundred and eighty one adult de novo renal
transplant  patients, predominantly of European
descent, were included. They were selected from:
two multicenter randomized clinical trials, APO-
MYGRE (NCT0019967; n = 121) p12) and OPERA
(NCT02005562; n = 21) [13] and a prospective cohort
of renal transplant recipients promoted by Limoges
University Hospital (Limoges, France; EPIGREN;
n = 233 enrolled). All three studies were performed
respecting the Helsinki Declaration, approved by eth-
ics committees of the involved institutions and autho-
rized by the French Agency for Medicines and Healch
Products Safety. Patients were included in the present
study after providing specific written informed consent
for pharmacogenetic analyses. Data were collected pro-
spectively over the first 12 months post-transplantation
in all three studies.

Treatment

Demographic data are presented in Table 2. Patients
received ciclosporin (n = 221) or tacrolimus (n = 160)
and mycophenolate mofetil as initial immuno-
suppressive regimen. Switch from one CNI to another

or to mTOR inhibitors was possible in the EPIGREN
cohort (Table 2). Cytomegalovirus (CMV) treatment
or prophylaxis, Preumocystis jiroveci prophylaxis and
steroid tapering protocols differed between studies,
and are described in Table 2.

Clinical outcomes

The clinical outcomes considered were BPAR epi-
sodes, representing underimmunosuppression, and seri-
ous infections, representing overimmunosuppression.
Adverse events collected in all three studies were ana-
lyzed by the same pharmacovigilance unit and coded
using the standardized MedDRA dictionary [14]. Infor-
mation concerning BPAR was obtained from protocol
and routine biopsies. Serious infections corresponded
to adverse events (‘infections and infestations’ System
Organ Class category) and characterized by severity
(i.e., lethal, life-threatening, requiring hospitalization or
resulting in a persistent or significant disability or inca-
pacity, or in a congenital anomaly or in a birth defect).
In the specific case of diarrhea (frequently observed dur-
ing mycophenolate mofetil or tacrolimus treatment),
only reports with a febrile syndrome were considered.
Cumulative data concerning the outcomes studied are
presented in Table 3.

Selection of candidate gene polymorphisms
Thirteen genes coding the proteins expressed in
T cells were studied: cyclophilin A (PPIA), FKBP12
(FKBP1A), calmodulin 1-3 isoforms (CALMI,
2, 3), calcineurin A (o and B subunits; PPP3CA,
PPP3CB) and B (a subunit; PPP3R1), NFATI, 2 and
4 (NFATCI, 2, 3), IL-2 (IL2) and the IL-2 d-chain
receptor (/L2RA).

The selected candidate gene polymorphisms were:
variants in exons reported in the National Center for
Biotechnology Information SNP database (dbSNP; as
of August 2014) with a minor allelic frequency (MAF
=210%) in Caucasians; additional variants reported
in the literature with a convincing functional effect
(i.e., variant with clinical associations in two inde-
pendent populations, or in a single population with
additional 7n vitro or in silico evidence); and novel vari-
ants (MAF =210%) identified in the promoter regions
through sequencing (Table 1).

Sequencing work

To confirm frequent variants reported in National
Center for Biotechnology Information dbSNP, we
sequenced the promoter regions of five key genes in 75
healthy Caucasian volunteers: PPIA (652 bp), FKBPIA
(636 bp), PPP3CA (948 bp), PPP3CB (687 bp) and
PPP3R1 (787 bp). Primers were designed using Prim-
er3plus (15] and obtained from Eurofins Genomics
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(Courtaboeuf, France). Briefly, PCR products were
digested by Exonuclease I (Exol) and Fast Alkaline
Phosphatase and the sequencing reaction was done
using the BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequenc-
ing Kit (Life Technologies, Courtaboeuf, France).
Sequences were purified using sephadex and read on
a 3730x] DNA Analyzer (Life Technologies). Purifi-
cation and sequencing were performed by the Insti-
tute of Clinical Molecular Biology, University of
Kiel, Germany. Screening of variants was performed
using Sequencher® software (Gene Codes Corpo-
ration, MI, USA). Details of the sequencing work
and allelic frequencies of variants are presented in
Supplementary Table 1.

Genotyping

Genomic DNA was isolated and purified from EDTA-
treated whole blood using the QIAamp® DNA blood
minikit (Qiagen, Courtaboeuf, France) or from saliva
collected with the ORAGENE® OG-500 DNA col-
lection kit (DNA Genotek inc., Ottawa, Canada)
following the manufacturer precipitation protocol.
The list of variants genotyped is presented in Table 1.
Taqman® real-time PCR discrimination assays (Life
Technologies) were performed using 10 ng of DNA
and the Type-it Fast SNP Probe PCR Kit (Qiagen)
using the ABI 7500 real-time PCR system (Life Tech-
nologies) or Rotorgene Q instrument (Qiagen). Sanger
sequencing was performed to for /L2 rs2069763 and
CALM1 rs754093. The different genotyping methods
and PCR protocols for sequencing are described in
Supplementary Table 1.

Statistical analysis
Given the exploratory nature of the present study, an
a priori power calculation was not performed.

Statistical analyses were performed using R soft-
ware version 3.1.1 (R foundation for statistical com-
puting, [49]). Deviations from Hardy—Weinberg equi-
librium were assessed using the Fisher exact test with
the package ‘SNPassoc.” Cox analyses were performed
using the package ‘Survival.’

In order to study subsequent events in the same
patients, BPARs or serious infections were studied as
cumulative variables in survival analyses. Two serious
infections with similar descriptions were considered
independent if the dates of onset had been reported
with an interval of at least 7 days. Covariates known
to be associated with acute kidney graft rejection were
included in the analysis 50-52): HLA mismatch score
(including HLA-A, HLA-B and HLA-DR), age and
sex of the recipient, CMV infections, donor/recipient
CMV status combination serology and immuno-
suppressant (IS) blood levels. Similarly, covariates
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Table 3. Descriptive data about the cumulative outcomes.

Cumulative events/ Acute rejection

patient

No event, n (%) 304 (79.8)

1/patient, n (%) 59 (15.5)

2/patient, n (%) 15 (3.9)

3/patient, n (%) 0

4/patient, n (%) 0

5/patient, n (%) 0

n = 381 patients; 2484 occurrences measured over the year post-transplantation (visits*n patients)
CMV: Cytomegalovirus

All serious infections CMV serious infections
255 (66.9) 342 (89.8)

82 (21.5) 25 (6.6)

25 (6.6) 9(2.4)

13(3.4) 3(0.8)

3(0.8) 1(0.3)

2(0.5) 0

potentially involved in the risk of serious infections
were included: age and sex of the recipient, donor/
recipient CMV' status combination serology, acute
rejection and IS blood exposure. As prophylaxis prac-
tices and IS regimen can differ between centers or
study protocols, multivariate analyses were adjusted on
these variates.

We collected all immunosuppressant blood concen-
trations available within the follow-up period. To take
into account missing data and switches from one drug
to another, we constructed a score compiling the data
(i.e., ciclosporin trough and 2-h postdose concentra-
tions [C and C,]; tacrolimus, sirolimus and everoli-
mus C, and mycophenolic acid area under the plasma
concentration curve [AUC]). Data were split into three
groups with the following percentile thresholds: ‘low’
(<25th percentile), ‘normal’ (25th—75th) and ‘high’
(>75th) exposure. Scores (from 1 to 3) were attributed
to each patient for each visit, as the mean of available
data, to obtain a longitudinal variable. Percentile val-
ues used to calculate the score are presented in Table 4.

The effect of variants as well as of covariates on
the risk of acute graft rejection or serious infection
was investigated using time-dependent Cox propor-
tional hazards regression models, considering cumu-
lated events in the first year post-transplantation.
Initially, each covariate was tested in univariate
analysis. Variables with p-value < 0.1 were included
simultaneously in an intermediate multivariate model.

Each covariate was removed in turn to confirm its rel-
evance using the likelihood ratio test (backward dele-
tion strategy). Potential confounding effects related to
the study group or the CNI employed were evaluated.
Because the basal risks of infection and acute rejection
differed according the nature of the CNI, univari-
ate and multivariate analyses were thus stratified on
this variable. Cox models were fitted on the stratum
function; baseline function depends on each stratum.
Results from the two strata were pooled to get an over-
all estimate of B coefficients. Bonferroni correction
was applied to the risk estimates from the final models
to account for multiple testing (27 variables tested in
univariate analyses). A significance effect was observed
when p < 0.05/27 = 0.002. The additive model was
used for all genetic loci tested.

Proportionality of risk was checked for final models
using Schoenfeld residues.

Codes used in R
Supplementary Data.

software are given in

Results

Study population

Demographic characteristics and drug regimens are
described in Table 2. Eight patients were lost to fol-
low-up (one at month 6, one at month 9 and six at
month 12), one died at month 10 and one lost his/her
graft at month 9 post-transplantation. These patients
were thus censored at these endpoints. 89 BPAR and

Table 4. Percentile values of the immunosuppressant exposure concentrations.

Score Tacrolimus C0O MPA AUC Ciclosporin Ciclosporin Everolimus Sirolimus CO
exposure (ng/l) (mg/I/h) CO (ng/l) C2 (ug/l) CO (pg/l) (ug/l)
‘Low’ <71 <25.8 <110.8 <780 <5 <4
‘Normal’ 9-11.2 34.7-451 141-184.3 1045-1359.8 8-10 7-10.3
‘High’ >11.2 >45.1 >184.3 >1359.8 >10 >10.3
AUC: Area under the concentration curve; CO: Concentration trough; C2: 2-h postdose concentration of ciclosporin; MPA: Mycophenolic
acid; Score exposure: ‘low’ corresponded to values <25th percentile, ‘normal’ between 25th and 75th percentile and ‘high’ to >75th
percentile
- future science group www.futuremedicine.com 381

POUCHE Lucie | Biologie Santé / Pharmacologie | Université de Limoges | 2016

67



Research Article

Pouch , Koitka, Stojanova et al.

193 serious infections episodes were reported for the
381 patients included within the period of follow-up
(Table 3).

Bacterial, viral and fungal infections represented
42.0, 33.7 and 3.1% of all reported infections. The
most frequent viral infection was due to CMV (23.8%)
and bacterial was urinary (15.5%). Twenty percent of
infections were not specified and reported as ‘fever,
‘sepsis’ and ‘infections’ (Supplementary Table 2).

Immunophilin & calcineurin promoter variants
Sequencing work revealed two frequent SNPs in the
PPIA promoter (rs6850 and rs8177826) in our pop-
ulation of healthy volunteers. A rare variant 192bp
upstream the initiation codon (rs149278688) and a 10
GCC repetition motif (rs45441997) in the promoter of
PPP3CA were detected. MAFs found in our popula-
tion were similar to those reported in dbSNP, expect
for PPIA variants which showed markedly higher
(rs6850) or lower MAF (rs8177826) than reported (see
Supplementary Table 3). A frequent 29 bp insertion
(rs72174030; frequency = 0.56) was found in PPP3R1
promoter although no frequency has been reported in
dbSNP (s3]. No variants were found in the PPP3CB or
FKBPIA promoters.

SNPs selection
Among the 13 genes studied, 23 genetic polymor-
phisms were considered. Sixteen variants were selected
through literature review, most of being in /L2 (n = 4)
and 7L2RA (n = 9). One variant in NFAT (rs754093)
is a nonsynonymous SNP. Six additional variants
were found through the sequencing work: two SNPs,
rs6850 and rs8177826, in PPIA; two SNPs, rs4347819
and rs4519508 and the 29bp insertion, rs72174030 in
PPP3RI; the short tandem repetition rs45441997 in
PPP3CA.

Allele distributions conformed to the Hardy—Wein-
berg equilibrium except for CALM]I rs12885713 which
was excluded from further analyses.

Genetic & nongenetic associations with the
occurrence of acute renal rejection

No variants associated with acute kidney graft rejec-
tion (Table 5). Tacrolimus use associated with a lower
acute rejection risk compared with ciclosporin (hazard
ratio [HR] = 0.45 [0.24-0.86]; p < 0.0001, univariate
analysis). We found different risk between transplan-
tation centers which were not significant following
Bonferroni correction (p = 0.02 for a corrected thresh-
old of p = 0.002). The risk was not influenced by the IS
blood exposure score. No other clinical covariate was
found to associate with acute rejection risk (Table 6).

Genetic & nongenetic associations with the
occurrence of serious infection
We found a significant and strong association of the
CMYV D+/R- mismatch with an increased risk of seri-
ous infection. Of note, it did not remain significant
when CMYV infections were excluded from the analysis
(data not shown). Increased recipient age was also a
risk factor (Table 8). There was a tendency for a differ-
ence in infection incidence across centers, but was not
significant following Bonferonni correction (Table 8).

IL2 rs6822844 associated with serious infection
in univariate analyses, but not in the multivariate
model (Table 7). We tested associations with infection
risk removing CMV infections, but the results were
similarly negative (data not shown).

Serious infection was not influenced either by the
CNI administered (tacrolimus or ciclosporin) or by the
IS blood exposure score.

Discussion

We tested variants in 13 key genes of the calcineurin
pathway for association with acute rejection and seri-
ous infection risk in CNI-treated renal transplant
patients, but found no significant associations.

Few studies have investigated the variability of CNI
target genes in relation to clinical outcomes in trans-
plantation, primarily focusing on variants in PPIA and
IL2 [54). This is the first report testing these and addi-
tional polymorphisms in other genes of the pathway
simultaneously.

The variants selection was based on previous clini-
cal associations and on expected functional effects. We
did not perform a full genomic analysis of each gene of
the pathway and it is possible that additional variants
with functional effects were missed. The objective was
primarily to identify one or several genes to be further
studied more carefully.

Potential minor effect size may have been veiled by
other clinical covariates with large significant effects.
We indeed found that rs6922844-T associated with an
increased risk of serious infection in univariate analysis,
but not after adjustment. The D+/R- CMV mismatch
was the most important risk factor of serious infection,
probably due to the large proportion of this type of
infection among all infections (46 events: 24% of all
reported serious infections, Supplementary Table 2). It is
possible that reporting of adverse events as well as biopsy
interpretations differ between transplantation centers, a
challenge to control in retrospective multicenteric stud-
ies. Nonetheless, pooling patients from three different
studies permits achieving greater statistical power.

When studying cumulative incidence of serious
infections or acute rejections depending on patient
genotypes, we observed different effects depending
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on the nature of the CNI administered. Tacrolimus
use associated with a lower acute rejection risk com-
pared with ciclosporin. This could not be explained
by the study group. A larger study (ELITE sym-
phony study, n = 1465 patients) also associated less
BPARs with low-dose tacrolimus when compared
with both low-dose and standard-dose ciclospo-
rin at 1 year post-transplantation [s5]. We took into
account this different basal risk by stratifying the sur-
vival analyses on the nature of CNI administrated.
Variants in immunosuppressant metabolizing enzymes
(e.g., CYP3A5*3, CYP3A4*22) were voluntary not
studied here. Their influences on the incidence of acute
rejections or infections remain controversial or have not
been formally demonstrated (56). Also, this omission was
partially overcome by integrating immunosuppressant
blood concentrations in the analyses.

We did not find an influence of IS blood levels on the
two outcomes studied. In order to take into account
potential switch or missing blood concentrations dur-
ing patient follow-up, we collected all available con-
centration data within the year for all IS for which
monitoring was performed and constructed a global

p-value
0.00226*

Multivariate

95% ClI
1.5700-7.905

HR
3.52

p-value
0.00226
0.39851
0.83959
0.93435
0.189
0.481
0.0912
0.579
0.0962
0.0648

Univariate

95% Ci

immunosuppressive score based on percentile ranking
over time. We acknowledge that such an approach has
limitations (episodes of under- or overexposure and
their consequences might be hidden by the clustering)
but our objective was to take into account global drug
exposure over the follow-up period when investigating
the potential effect of genetic variants.

HLA antibodies sensitization is another well-known
risk factor of acute rejection, which was not included
in the present analysis. The inclusion of the patients
spreads from 2006 to 2011 and important evolution
of immunodetection techniques of HLA antibodies
occurred over this time frame. Specifically newer assays
allow the identification of donor-specific antibodies
and a better discrimination of class I and II antibod-
ies, the latter being stronger determinants of poor graft
outcome in patients with antibody-mediated acute
rejection [57). It would have been particularly difficult
to integrate this data in a relevant way here, but this
deserves consideration as a limitation.

We recendy reviewed the genetic associations
reported for calcineurin pathway in differenc clini-
cal settings and identified the most promising can-
didates to perform pharmacogenetic studies in solid
organ transplantation [54] (accepted for publication).
Among the highly recommended candidates identi-
fied through the literature review, we studied four:
PPP3CA rs45441997, PPP3RI 151868402, CALM]I
1512885713 and /L2 rs2069763. All had been tested
in at least one well-designed clinical study, and their
functional effects were supported by a clear mecha-
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nistic rationale. Among these candidates, only one
(IL2 1s2069763) had previously been studied in solid
organ transplantation. The GG genotype was detected
in 36.8% of the patients with acute rejection and in
8.5% of patients without acute rejection in a study on
90 kidney transplant recipients grafted from living
related donors (OR: 6.3 [1.8-22.15]; p = 0.005) (7). In
the present study, we found no effect of these four vari-
ants. /L2rs2069762 has also been the subject of several
investigations, particularly in BPARs. Morgun ez al.
found higher frequency of rs2069762 TT genotype in
renal transplant patients (n = 63) experiencing at least
one acute rejection episode during the first 3 months
post-transplantation (80 vs 49%, p < 0.05), but not
in cardiac transplant patients (8. The association of
1s2069762 with BPAR was not detected in seven fur-
ther studies in renal transplants 26,58-63]. The absence
of association between this particular SNP and BPAR
or serious infections in our study casts doubt on the
clinical utility of this variant.

We did not find an effect of PPIA rs8177826 on
BPAR, although it was previously reported to associ-
ate with nephrotoxicity in a renal transplant popula-
tion [6]. Since this effect might concern ciclosporin-
treated patients only (PPIA encodes cyclophillin,
ie., ciclosporin immunophilin), we tested this asso-
ciation in this subgroup of patient but found no effect
either (HR: 1.173; 95% CI: 0.5622-2.448; p = 0.67).
It had sufficient quality of evidence to be ranked as
a potential candidate in our literature review [54).
Moore et al. tested the influence of PPIA polymor-
phism on death-censored allograft survival in renal
transplant recipients (n = 670) using a tag-SNP panel
including rs8177826 and found no association [64).

We investigated associations between our SNP-
panel and the evolution of serum creatinine over the
first transplant year, but no association was found
(data not shown). Nephrotoxicity is closely related
to long-term kidney graft outcome. Although histo-
logical examinations of graft biopsies are useful to
document CNI nephrotoxicity, the diagnostic is non-
specific (65,66). No specific biomarker for CNI-relaced
nephrotoxicity is consensually yet approved. For the
future, it would be test the present panel of variants
with long-term outcomes, like allograft survival on the
longer follow-up period.

We did not consider the genome of the graft donor
and specifically, its potential influence on the risk of
acute rejection. The immune response takes place in
the graft and it has been shown that kidney epithelial
tubular cells express cytokines and chemokines in the
context of tissue injuries [67.68]. Cytokines are not allo-
specific, and donor derived proinflammatory cytokines
can influence recipient immune cells. Hoffman ez al.
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found an association between chronic allograft
nephropathy and the presence of the donor /FNG-T
(+875) allele (Fisher exact test, p < 0.008). This SNP is
presumed to increase the IFN-y expression. The donor
IL2-rs2069762 was also investigated as a risk factor for
acute rejection and chronic allograft nephropathy but
no significant association was found (68). In this study,
investigations were limited to the recipient DNA;
studying /L2 and IL2RA donor genes and the combi-
nation of recipient/donor genotypes in relation to acute
rejection would be interesting.

Conclusion

We hypothesized that variants in genes of the calci-
neurin pathway might influence the pharmacodynam-
ics of CNI and consequently outcomes following renal
transplantation. After a candidate selection based of
previous clinical associations and functional studies,
we did not find an association with acute rejection
or serious infections risks. A multiple gene candidate
approach is an alternative to genome-wide association
studies involving a large number of loci, which lack
adequate power in the context of restricted patient
populations and complex phenotypes. This was an
exploratory study and most of these variants were stud-
ied for the first time in transplancation. This approach
may be useful for other phenotypes in transplantation,
including metabolic adverse effects and long-term graft

survival, where the calcineurin pathway is probably
involved (69).

Supplementary data

To view the supplementary data that accompany this paper,
please visit the journal website at: www.futuremedicine.com/
doi/full/10.2217/pgs.15.181
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Executive summary

Aim

Results & discussion

biopsy proven acute rejection.
Conclusion

complex phenotypes.

¢ Few pharmacodynamic-pharmacogenetic studies on calcineurin inhibitors were conducted in transplantation.

e We investigated the potential influence of variants in genes involved in the calcineurin pathway on calcineurin
inhibitors efficacy and toxicity in renal transplant recipients.

* Selection of variants studied was based on previous clinical associations and functional studies.

* No variants associated with acute kidney graft rejection or serious infection risks.

* Tacrolimus use associated with a lower incidence of acute rejection risk as compared with ciclosporin.

¢ D+/R- Cytomegalovirus mismatch was the most important risk factor of serious infection.

¢ We did not replicated previous positive associations between /L2 rs2069763 and rs2039762 SNPs and the risk of

* A multiple gene candidate approach is an alternative to genome-wide association studies in the context of

* This was an exploratory study and this panel of variants deserve to be further studied in transplantation.
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C. Discussion

Le travail de revue de la littérature a été une étape majeure dans la réalisation de cette
these. Certains variants génétiques des acteurs du systéme immunitaire ont pu &tre mis en
avant en tant que candidats biomarqueurs méme si leur role dans la variabilité de réponse

thérapeutique en transplantation n’a pour le moment pas été démontré formellement.

Parmi les 45 genes explorés impliqués dans la réponse immune post transplantation, la
plupart d’entre eux sont trés polymorphiques, augmentant la probabilité de posséder des
variants fonctionnels. De fait, de nombreux variants fonctionnels présents dans les genes
codants pour les cytokines ont été identifié par Smith et col. (45). Cependant, peu d’entre eux
ont été associé a la réponse clinique post-transplantation, révélant la complexité des
phénotypes étudiés. Pour les 13 variants génétiques principalement étudiés en transplantation
rénale, la majorité des publications rapportent des absences d’associations contre une minorité

de résultats positifs, tous phénotypes confondus (Tableau 2, p.28, (46)).

Parmi ces 13, malgré 27 rapports négatifs, le SNP TNFA rs1800629, -308G/A a fait I’objet
de 21 études positives en transplantation. Ce SNP est localisé dans le promoteur du gene
TNFA qui code pour la cytokine pro-inflammatoire TNFa (Tumor necrosis factor alpha).
L’allele A a été associé a un risque augmenté de rejet aigu dans plusieurs études
indépendantes (Odd Ratios (ORs) compris entre 2,8 et 6) (46). Cependant, I’impact de ce
polymorphisme sur la variabilité d’expression du gene TNFA n'a pas été démontré (47). Une
méta-analyse, réalisée sur les données individuelles de 4 études, montre une absence
d’augmentation de risque de mauvais pronostic de survie du greffon chez les porteurs de ce
variant (48). Ces résultats suggerent que la poursuite des investigations en transplantation
pour ce variant représente peu d’intérét.

Parmi les SNPs majoritairement étudiés, le SNP rs1800795 (-174) présent dans le
promoteur d’IL6 a été associé a différents phénotypes en transplantation dans une dizaines
d’études, dont une étude sur ADN de donneurs, montrant une augmentation de risque de rejet
aigu pour les homozygotes mutés (OR=8,67 ; p=0.0002) (49). Ce SNP semble induire une
diminution claire de la transcription d’/L6 lorsqu’il est associé a 2 autres SNP du promoteur

(Ies SNPs -572 G>C ou rs1800796 et -597 ou rs1800797) (47). Ce dernier n’a pas été inclus
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dans une méta-analyse ne permettant pas de conclure formellement sur I’intérét clinique de ce
variant (7).

Enfin, trois méta-analyses ont été menées sur ces variants du SI majoritairement étudiés
en transplantation (Cf. Tableau 2, p.28 (46)) et n’ont pas mis en évidence d’associations
significatives, ni avec les rejets aigus (50) (51), ni avec le risque de mauvais pronostic de
survie du greffon (critere composite composé des rejets aigus, chroniques, néphropathie
chronique et perte du greffon) (48). Ainsi, les variants génétiques des principales cytokines et
autres molécules signalisatrices du SI participe probablement au devenir du greffon post
transplantation mais leurs effets, étudiés de facon isolée ou non, ne semblent pas
suffisamment importants pour avoir un intérét en clinique. Ceci peut également s’expliquer
par le lien tres indirect qu’il existe entre 1’activité d’un gene codant pour une molécule du SI
et le phénotype clinique : contrairement aux enzymes du métabolisme dont la variabilité
génétique peut avoir un impact direct sur la pharmacocinétique du médicament, les voies
cellulaires responsables de 1’activation du SI sont complexes, multiples, et éloignées du

phénotype clinique observé (rejets, infections graves).

L’étude de la littérature concernant les génes « cibles » des immunosuppresseurs révele un
nombre important de pharmacogenes peu explorés dans le domaine, en particulier pour la voie
de la calcineurine. L’attribution d’un « critere de qualité » basé sur la fonctionnalité de ces
variants a permis d’identifier un nombre restreint de candidats potentiels. Sept candidats ont
obtenu un score de 1, correspondant a un haut niveau de recommandation pour une étude en
transplantation (Tableau 3, p.51 (7)). Ces variants sont présents dans les genes codant pour la
calcineurine (sous-unités catalytique A et régulatrice B) et I’IL2 (génes PPP3CA, PPP3RI et
IL2). Cette liste n’est cependant pas exhaustive, et devra étre révisée lors de la publication de
nouvelles associations. Elle a cependant I’avantage de limiter le nombre de variants a étudier,
stratégie intéressante dans des études « génes candidats », en particulier lors d’exploration de

voies de signalisation cellulaire complexes comme celle de la calcineurine.

Parmi les 23 variants testés dans I’étude POLYCIS, aucun n’a été associé au risque de
rejet aigu ou d’infection grave (52). Nous ne concluons cependant pas a une absence d’effet
de la variabilité génétique des cibles sur la variabilité de réponse aux ICN. Il est possible que
la puissance statistique ait été insuffisante ou que le choix/définition des phénotypes étudiés

ne soit pas optimal. Par ailleurs, certains variants, identifiés comme étant de bons candidats
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selon nos critéres de recommandation n’ont pas encore été testés (7). Cependant, il semblerait
que l’effet de ces variants, s’il existe, soit faible. Une combinaison de variants génétiques
impliqués dans la pharmacocinétique et dans la pharmacodynamie des ICN pourrait permettre
d’étre plus précis dans 1’étude de ces phénotypes. 1l est important de souligner que I’é¢tude du
rejet aigu en transplantation devient difficile dans le cadre d’étude exploratoire de ce type. En
effet, du fait de I’amélioration de I'usage des immunosuppresseurs, 1’incidence des rejets
aigus a beaucoup diminué; mettre en évidence l’effet (souvent modeste) d’un variant
génétique sur ce risque nécessite d’avoir a disposition une population de taille importante.
Dans cet objectif, nous avons inclus des patients traités par CsA et par TAC, représentant au
total 381 patients transplantés rénaux. Du fait d’un risque basal de rejet aigu différent entre les
patients traités par CsA ou par TAC (53), les analyses ont été stratifiées sur la nature de
I’ICN. Ainsi, I’influence de chaque variant sur les phénotypes « rejet aigu » ou « infection
grave », quantifié par I’Hasard Ratio (HR), est « pondérée » par le risque lié a la prise de CsA
ou de TAC. Malgré I’avantage de conserver une bonne puissance statistique, cette technique
ne permet pas de différencier ’impact d’un variant dans chacune des deux sous-populations.
Ce panel de SNPs candidats mérite d’étre exploré ultérieurement au travers d’autres
phénotypes en transplantation, notamment le diabete post transplantation ou NODAT (New
Onset Diabetes After Transplantation). Cette pathologie est multifactorielle, et le rdle du
régime immunosuppresseur, notamment les corticostéroides ainsi que la prise de TAC, a été
identifié (54). Certains variants génétiques ont été associé au risque de développer un
NODAT, notamment dans le géne PPARa (rs4253728) codant pour un récepteur nucléaire
impliqué dans le métabolisme lipidique (55), et dans le géne KCNQ! (rs2237895), codant
pour un récepteur potassique exprimé au sein des cellules pancréatiques (56). De plus, la voie
de la calcineurine semble jouer un rdle important dans la régulation de sécrétion d’insuline au
sein des cellules B-pancréatiques. Un haplotype (T-T-T-T-G) present dans le géne NFATC4
a été identifié comme protecteur contre le développement d’un NODAT chez des patients

transplantés rénaux (57).

Ces travaux étaient limités aux genes impliqués dans des voies cellulaires connues. Le
développement des techniques de séquencage haut débit donne la possibilité d’explorer
d’avantage de régions du génome de manicre simultanée. Ces techniques sans a priori ont
notamment permis de détecter certains variants rares (de fréquence généralement inférieure a

5% dans la population) non étudiés jusqu’a alors et dont le role semble important dans
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I’expression de certains traits phénotypiques (58). Par ailleurs, les résultats du consortium
ENCODE ont révélé de nouveaux mécanismes de régulation d’expression des genes et
ouvrent de nouvelles possibilités pour expliquer la fonctionnalité de certains variants.
Notamment, de nombreux SNPs ont été identifiés par des études GWAS comme étant
susceptibles de participer a certaines pathologies, mais sans fonctionnalité biologique
apparente car localisés dans des régions non codantes du génome. Maurano et col. montrent
que nombreux de ces variants sont localisés dans des régions enhancers, situés parfois a des
milliers de paires de base de distance du geéne dont I’expression était régulée. Certaines
variations génétiques pourraient donc avoir des conséquences sur 1’expression de genes cibles

tres éloignés (59). Ce type d’étude représente une perspective enthousiasmante pour

expliquer la variabilité pharmacodynamique des ICN.
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Chapitre 3. Modifications épigénétiques

induites par I’exposition aux ICN

A. Hypothéses et justification de I’étude

1. Régulation épigénétique par des médicaments « non épigénétiques»

La thérapie épigénétique tente de corriger les anomalies de la signalisation amenant a une
aberration d’expression génique, par l'usage de médicaments épigénétiques, ou epi-
médicaments (epi-drugs). On qualifie de « médicaments épigénétiques » ceux ayant pour
cible des protéines de la régulation épigénétique (i.e. DNMTs, Histone methyltransférase,
etc.) (60). Cependant, certains médicaments « non épigénétiques » ont également la capacité
d’influencer la méthylation de ’ADN ou les marques épigénétiques des histones, par
interaction non spécifique avec les enzymes responsables de I’écriture, lecture et de
I’enlévement des marques, ou avec les voies de signalisation en amont ou en aval de la
signalisation épigénétique (61). La méthylation de ’ADN est la marque épigénétique la plus
¢tudiée et la mieux connue a I’heure actuelle. Des modifications du profil basal de
méthylation ont été associées a 1’exposition a certains xénobiotiques et pourraient expliquer
certains effets indésirables (62). A titre d’exemple : le diéthylstilbestrol, connu pour étre
pourvoyeur de cancers génitaux chez la femme diminue 1’expression de certaines DNMTs
ainsi que le niveau de méthylation d’ADN de cellules utérines de souris en période néonatale
(63). Une exposition prolongée au phénobarbital, antiépileptique de premiere génération,
augmente l’incidence des carcinomes hépatocellulaires chez la souris. L’accumulation de
régions géniques altérées en méthylation et hydroxyméthylation, associée a des anomalies

transcriptomiques, a été observée précocement apres 1’exposition au médicament (62).
2. Régulation fonctionnelle du LT CD4

Les mécanismes épigénétiques impliqués dans la différenciation et le développement des
LT CD4 sont de mieux en mieux identifiés.
Apres son activation, le développement du LT CD4 est orienté vers la différenciation en

cellule effectrice (Thl, Th2 ou Thl7), ou régulatrice (Treg). Une fois différencié, son
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phénotype peut de nouveau étre orienté vers une nouvelle fonction, un phénomene qualifié de

«switch ». Ces processus de spécialisation et de switch sont guidés par les marques

épigénétiques. Les genes concernés et les marques identifiées ont été récemment répertoriés

par Sudrez-Alvarez et col. (Tableau 1) (64). La plupart de ces génes sont dits «en état

d’équilibre » (poised stage) : certaines marques « répressives » et « permissives » des histones

sont co-exprimées a proximité des genes et semblent former un état d’équilibre de

I’expression génique. Lors de la différenciation des LT, certains génes s’expriment fortement

dans la cellule spécialisée, et restent éteints dans les autres (31).

variations de méthylation de I’ADN ont été identifiés (Tableau 2).

Tableau 1. Geénes identifiés par Sudrez-Alvarez et col. et les modifications épigénétiques

rapportées lors de la différenciation des cellules immunitaires (64)

Gene

IFNG
TBX21 (T-bet)
IL4
IL13
GATA3
IL17
RORC (ROR-yt)
FoxP3
CCR6
CD40L
IL2
PDCD1 (PD1)
EOMES
GRZB
PRF1
KLRK1 (NKG2D)
KIRs
FASL
D19
PRDM1 (BLIMP1)
IL10
IL1B
CD209

Type cellulaire

CD4 (Th1), CD8, NK
CD4 (Th1)
(D4 (Th2)
CD4 (Th2)
CD4 (Th2)
CD4 (Th17)
CD4 (Th17)
CD4 (Treg)

CD4
CD4
(D4, CD8
D8
CD8, NK
CD8, NK
(D8, NK
NK, CD8
NK
NK
B
B
Mo,DC, B, Treg
Mo, M®
DC, Mo

Fonction

Interleukin
Transcription factor
Interleukin
Interleukin
Transcription factor
Interleukin
Transcription factor
Transcription factor
Chemokine receptor
Costimulatory molecule
Interleukin
Costimulatory molecule
Transcription factor
Cytotoxic molecule
Cytotoxic molecule

Activating receptor

Activating and inhibitory receptor

Apoptosis
Surface receptor
Transcriptional repressor
Interleukin
Interleukin

Surface receptor

Modification épigénétique rapportée

DNA methylation, histone acetylation and methylation

DNA methylation, bivalent domains
DNA methylation, histone methylation
DNA methylation
Bivalent domains
DNA methylation
DNA methylation, bivalent domains
DNA methylation, histone acetylation
DNA methylation
DNA methylation
DNA Methylation, histone acetylation
DNA methylation
Histone acetylation
Histone acetylation
DNA methylation, histone acetylation
DNA methylation, histone acetylation
DNA methylation and histone methylation
DNA methylation, histone acetylation
DNA methylation
Histone methylation
DNA methylation
DNA methylation

Histone acetylation and methylation

Bivalent domains, H3K4me3/H3K27me3; Mo, monocyte; Md, macrophage; DC, dendritic cells; NK, natural killer cells
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Tableau 2. Locus avec variation de la méthylation de I’ADN en lien avec certaines fonctions

des LT CD4 (MBD2 : methyl-CpG binding domain protein 2, Diff. : différenciation).

Locus explorés Effet de la méthylation de I’ADN sur ’expression Réle Ref.
La modulation d’expression de IFNG et Diff. Thi
Promoteurs d’IL4 et d’IL4, via la fixation des facteurs T-bet et GATA3, induit T'hz ’ (65)
d’IFNG des modifications de méthylation au niveau de leurs
promoteurs
Le promoteur d’IFNG devient méthylé lors de la Diff. Thi
Promoteur d’IFNG différenciation en Th2, et reste a 1’état déméthylé dans les "fh2 ’ (66)
cellules naives et les cellules Th1.
Région intergénique ) Deméthylation impgrtante de ’ADN détggté lqrs du Diff. Thl,
JL4-IL13 développement Th2 (traitement par 5-azacytidine, 1'nl'11b1teur Tho (66)
de DNMT et sur modele cellulaire T MBD2-déficient)
Intron2 d’IL4 Deméthylation partielle TH2 spécifique .
Promoteur d’IL13 (f/ymphogytes T humainz) ! Diff. Th2 64)
FoxP3 Traitement par la 5-azacytidine, inhibiteur de la méthylation, | Fonction (66)
affecte ’expression de Foxp3 durant la génération de Treg des Treg
Promoteur (-250, +1) méthylé chez les cellules naives T
CD4 CD25, hautement déméthylé chez les nTregs chez
I’homme et la souris,
Des régions CpG contenues dans le corps du gene (+4393 to Fonction
FoxP3 +4506 pb) perdent leurs méthylations apres la signalisation des Tre (67)
TCR et activation de TGFp, g
Une région enhancer en amont (—5786 to —5558 pb)
identifiée comme méthylée chez les Treg activés par TGBf
et déméthylée chez les Tregs naifs.
Deméthylation rapide de I’ADN au niveau des promoteurs
Promoteurs d’IL2 et de d’IL2 et Csf2 apres stimulation de LT murins. Activation (68)
GMCSF (Csf2) Le niveau bas de méthylation est maintenu durant toute la des LT
durée du traitement.
Le niveau de méthylation au niveau du promoteur proximal
de TNF est corrélé a I’expression en ARNm de TNF,
Les promoteurs de TNF et LTA sont hypométhylés chez les Activation
Locus LTA-TNF lymphocytes primaires, (69)
< . . . des LT
La deméthylation au niveau du promoteur et du premier
exon de TNF est corrélé avec la différenciation cellulaire et
augmente la capacité d’exprimer TNF des LT.
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3. Méthylation de ’ADN, en quéte de biomarqueurs de la variabilité

pharmacodynamique

De par la réversibilité de ces marques, on peut penser que des facteurs endogenes
(cytokines) ou exogenes (agents infectieux ou médicaments) modifient le statut épigénétique,
I’expression de certains genes et ainsi 1’organisation de la réponse immunitaire chez un
patient transplanté.

A T’heure actuelle, la variabilit¢ de réponse via la possible influence des ICN sur la
régulation épigénétique n’a jamais été ¢tudiée. Comprendre 1’influence d’un médicament sur
I’épigénome requiert une étude sur un modele contr6lé. Dans un premier temps, il nous a
semblé pertinent d’utiliser un modele non transplanté. En effet, la transplantation d’organe et
les évenements post-transplantations ont une influence sur les cellules immunes du receveur.
Rodriguez et col. s’est intéress¢ a la transmission des marques méthylées de I’ADN lors
d’allogreffe de cellules hématopoiétiques. Il montre que le niveau global de méthylation
d’ADN des cellules sanguines périphériques du receveur a 1 mois et 12 mois post-
transplantation correspond a celui du donneur, suggérant une sorte de maintenance de la
marque 5SmC malgré 1’adaptation des cellules a un nouvel environnement. De plus, la
méthylation des promoteurs de FASL et d’IFNG est diminuée dans le groupe de patients ayant
développé une réaction du greffon contre 1’hote (GVH). L’expression d’IFNG, corrélé au
niveau bas de méthylation de son promoteur, est en lien avec la différenciation Thl des LT
CD4 (voir Tableau 2). Le suivi du niveau de la méthylation de ces 2 promoteurs est proposé
en tant que biomarqueurs candidats pour 1’étude des GVH (70). Une autre équipe s’est
intéressée au niveau de méthylation de 2 genes, détectables dans 1’urine de patients
transplantés rénaux (calcitonine (CALCA) et death-associated protéine kinase (DAPK)
associés a des processus de cancérogénese). Des différences de niveau de méthylation ont été
trouvées, d’une part entre les greffons issus de donneurs vivants et ceux issus de donneurs
décédés, et d’autre part, entre les patients sujets a un rejet aigu et ceux n’en ayant pas
développé. Cependant, 1’étude a été réalisée sur un trés petit nombre de patients (n=23) (71).

Il existe déja quelques exemples d’utilisation de la méthylation d’ADN dans le suivi
clinique de pathologies. A titre d’exemple, I’hyperméthylation du géne MGMT (O-6-méthyl-
guanine méthyl-transférase) est utilisée comme marqueur de bon pronostic dans le traitement
du glioblastome. Cet ADN tumoral est détecté dans le sérum et la salive des patients traités

par témozolomide (72).
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4. Justification de I’étude

Dans notre exploration des causes de la variabilité de réponse aux ICN, il nous
semblait important d’évaluer D’effet d’une prise médicamenteuse au long cours sur la
régulation épigénétique des cellules cibles. Ceci pourrait en effet expliquer une partie de la
variabilit¢ d’expression génique du LT CD4, a I’origine d’une sur-immunosuppression ou
sous-immunosuppression participant au risque de rejet aigu, de cancers ou d’infections graves

par exemple.

L’analyse de la méthylation d’ADN des LT CD4 était le deuxieéme objectif de mon travail
de these. La méthylation de I’ADN comme marqueur d’influence médicamenteuse a été
choisie dans ce travail car d’une part, le mécanisme associé¢ a 1’effet de la marque SmC sur
I’expression génique est connu dans les régions promotrices et enhancers des genes (cf.
Chapitre 1) et d’autre part, elle semble adaptée aux études cliniques. En effet, la température
ambiante n’est pas a l’origine d’une dégradation de la méthylation et cette marque est
conservée lors de I’extraction de ’ADN. Enfin, le LT CD4 a été choisi ici car il est la cible
des ICN et contrairement aux cellules rénales demandant une biopsie d’organe, c’est un type
cellulaire facilement accessible chez ’homme a partir d’un prélevement de sang périphérique.

Nous avons tout d’abord choisi de travailler sur le modele cellulaire JURKAT, lignée de
cellules T immortalisées, afin de développer nos méthodes d’études et d’étudier I’influence
directe de I’exposition des ICN sur le LT. Les conditions de culture et leur caractere
immortalisé permettaient d’obtenir une quantité d’ADN suffisante pour un développement de
méthode, conditions plus difficilement obtenues avec des cellules lymphocytaires humaines
ex-vivo. Ensuite, afin d’étudier I’influence du traitement sur la méthylation dans un
environnement biologique complexe, nous avons mené une étude in vivo sur un modele
murin exposé a la ciclosporine (CsA) ou au tacrolimus (TAC) sur différentes périodes (de
7jours a 3mois), puis étudier la méthylation d’ADN des LT CD4 murins.

La méthylation d’ADN a été étudiée a 1’aide de la méthode MeDIP. En effet, dans ce
contexte exploratoire, une étude de la modification globale du méthylome par
immunoprécipitation nous semblait adaptée. Premierement, la détection de la marque
méthylée était ciblée sur le promoteur du gene cible /L2 par méthode PCR. Deuxiemement,
une approche sans a priori par séquencage de I’ensemble des fragments d’ADN

immunoprécipités a été choisie (Méthode MeDIP-seq).
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B. Travaux personnels : modification dynamique de la
méthylation de ’ADN des LT CD4 apres exposition a la

ciclosporine et au tacrolimus

1. Matériels et méthodes

a. Culture cellulaire

Les cellules de type JURKAT étaient issues d’une lignée lymphocytaire immortalisée
de type T (clone E-6-1 : ATCC TIB-152™). Ces cellules étaient cultivées a 37°C avec 5% de
CO2, dans un milieu Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640, Gibco®, Life
Technologies, France) supplémenté avec 10% de Sérum de Veau Feetal (SVF) (Gibco®) etl1%
de solution d’antibiotique (pénicilline/streptomycine ; Sigma-Aldrich, France) sur des plaques
24 puits. Apres quelques jours de culture, les cellules étaient activées par I’association acétate
de phorbol myristate acétate 100 ng/mL (PMA, Sigma-Aldrich) et ionomycine 0,5 pM
(Sigma-Aldrich). De facon simultanée, les cellules étaient traitées par 5 uM de CsA ou 0,05
uM de TAC, concentrations choisies du fait de leur activité toxique sur la lignée cellulaire
rénale LLC-PK, sur la base de travaux réalisés antérieurement au sein de 1’unité (non publiés).
Les cellules controles non traitées et non activées ont été exposées au méthanol (1%),
véhicule des solutions médicamenteuses. Les cellules étaient collectées apres 24heures

d’exposition.

b. Développement du MeDIP-qPCR

i. MeDIP
Le kit MagMeDIP (Diagenode, Liege, Belgique) a été utilisé selon les
recommandations du fournisseur. Certaines étapes du protocole ont ét¢ adaptées a 1’étude et
sont décrites ci-dessous :
- A partir du culot cellulaire, une extraction d’ADN était réalisée par méthode
phénol/chloroforme/alcool iso amylique (25/24/1) (protocole détaillé en annexe 1).
Les solutions tampons et enzymatiques utilisées provenaient du Kit MagMeDIP.
- La sonication de I’ADN a ¢été réalisée a [’aide du sonicateur S220

Covaris™ (Woburn, Massachusetts, USA) disponible 2 la plateforme « génome
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transcriptome » de 1’université de Bordeaux 2 (conditions appliquées : Duty
Factor : 10%, Peak Incident Power: 175W, Cycles per burst: 200, Durée :
180sec).

Des molécules d’ADN non humains, hyperméthylé (meDNA control) et
hypométhylé (unmeDNA control), ont été ajoutées a I’ADN d’intérét en tant que
contrdle externe. Une fraction de la solution (7,5 pL, représentant 10% de
I’échantillon) non immunoprécipitée, était conservée a +4°C jusqu’aux analyses
par qPCR pour normalisation (input).

L’anticorps utilisé était le 5S-mC monoclonal antibody 33D3 — Premium (réf GF-
004, spécificité mixte : humain et souris), a la concentration indiquée par le

fournisseur. L’incubation ADN- anticorps était réalisée durant la nuit.

ii. Analyse par gPCR

Deux types de contrdles ont été effectués :

Contrdles internes au génome humain : analyse des promoteurs de 7TSH2B
(hyperméthylé) et de GAPDH (hypométhylé) (essais SYBR GREEN, couples
d’amorces disponibles dans le kit MagMeDIP)

Contrdles externes : analyse des ADNs non humains, hypométhylé et

hyperméthylé (couples d’amorces disponibles dans le kit MagMeDIP).

Le promoteur d’/L2 a été ¢tudié a 1’aide d’un essai TagMan (Custom TagMan Design Assay,

Life Technologies) (Tableau 3).

Tableau 3. Séquence de I’essai TagMan utilisé pour 1’étude d’ /L2
Locus Assay ID Essai TagMan
p Amorce sens : cacctacatccattcagtcagtctt
romoteur ATYOZWA
proximal Amorce anti-sens : gtcatcagaagaggaaaaatgaaggtaatg
Sonde : gggtttaaagaaattccaaag
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Les conditions d’utilisation des essais étaient les suivantes :

- Concernant les essais SYBR green : activation de la polymérase : 95°C 7 min,
dénaturation /élongation: 95°C 15 sec / 60°C 1 min, 40 cycles, courbe de fusion :
de 65°C a 95°C, augmentation de 0,5°C par cycles, 1 min (SYBR® Green PCR
Master Mix, Applied Biosystems, Thermo Scientific).

- Concernant I’essai TagMan : activation UNG (AmpErase Uracil N-Glycosylase) :
50°C 2 min, activationde la Taq Polymérase: 95°C 10 min, dénaturation
/ élongation: 95°C 15sec / 60°C 1 min, 40 cycles (TagMan® Fast Universal PCR
Master Mix, Applied Biosystems, Thermo Scientific).

c. Expérimentation animale

Des souris méles de la lignée congénique C57BL/6J ont été utilisées. Trois groupes ont été
constitués en fonction des traitements recus (CsA, a 30mg/kg/jour, TAC, a 2mg/kg/jour et
controle, Ctrl) et traités quotidiennement par injection intra péritonéale durant 1, 8, 28, 63 et
83 jours (n=3 pour chaque condition expérimentale et par temps d’exposition, n total=45). A
la fin du traitement, le sang total était prélevé par ponction intracardiaque apres anesthésie des
souris (solutions de kétamine a 100mg/kg et xylazine a 10mg/kg). La rate était prélevée,
nettoyée dans 1ml de PBS, broyée a I’aide d’un scalpel dans 2ml de RPMI (RPMI 1640
Medium, GlutaMAX™ Supplement, Life Technologies TM) et passée sur filtre de 70pum. La

solution cellulaire obtenue était centrifugée a 1500 rpm pendant 10 min a +4°C.

Un rein et un lobe hépatique ont également été prélevés apres lavage de 1’organe par injection
de PBS/EDTA au niveau de la veine cave caudale, puis conservés a -80°C dans une solution

de type All protect (QIAGEN) pour analyses ultérieures.

La solution de CsA a été préparée a partir d’une solution mere a 50mg/ml (Sandimmune®
Injection, Novartis), d’éthanol 100%, de Cremophor EL® (Calbiochem®) (huile de ricin) et
d’un soluté glucosé a 5%. La solution de TAC a été préparée a partir d’'une poudre
(Tacrolimus 99% 100mg, VWR®), d’éthanol a 100%, de Cremophor EL® et d’un soluté
glucosé a 5%. La solution contrdle contenait un mélange d’éthanol 100%, de Cremophor EL®

et de glucose a 5%.

Les anesthésiques ont été dilués dans du sérum physiologique (Chlorure de Sodium 0,9% ;
Baxter) a partir de solutions meres de kétamine (Imalgene® 500, Centravet) (50mg/ml) et de
xylazine (Rompun® 2%, Centravet) (20mg/ml).
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d. Isolation des LT CD4 murins

Le sang total et la solution cellulaire de rate étaient incubés a 1’obscurité avec un tampon de
lyse des hématies pendant 8 minutes (tampon Amonium-Chloride-Potassium (ACK), 3ml de
tampon pour 100ul de matrice biologique). Ce tampon a été préparé avec du NH4Cl (chlorure
d’ammonium, 8,26g/l), du KHCOs3 (bicarbonate de potassium, 1g/l) et de PEDTA Naz
(0,03g/1). 20 ml de RPMI était ajouté pour arréter la réaction de lyse. Apres centrifugation
(1200 rpm, 10 min a +4°C), les culots cellulaires de sang et rate étaient repris dans 1 ml de

PBS.

L’homogénat était filtré sur colonne MS (Columns MS, Miltenyi Biotech) pour procéder a
une sélection positive de cellules CD4 a 1’aide des microbilles magnétiques couplées a des
anticorps anti-CD4 (CD4 L3T4 MicroBeads mouse, Miltenyi Biotech, 10 pl pour 107

cellules).

La pureté des LT CD4 a été évaluée par Cytométrie de Flux (CMF) (FacsCalibur, Becton
Dickinson), en utilisant des anticorps BD Pharmigen™ FITC rat anti-mouse CD4, BD
Biosciences® (0,5 ul d’anticorps pour 10° cellules).

a. MEDIP-seq

Un protocole MEDIP-SEQ a été développé pour 1’Ion Proton™ System (Life Technologies)
de la plateforme GénoLim, a partir de la publication de Corley (73) et de la these de Sengenes

(74). Détaillé en Annexe 2, les principales étapes sont représentées en Figure 12.
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Figure 12. Work flow du protocole MeDIP-seq (IP: immunoprécipitat).

b. Validation de la MeDIP par qPCR

Un contréle de I’'immunoprécipitation a été effectué sur des souris non traitées pour
valider notre protocole avant 1’étape du séquencgage (Figure 12). Apres amplification de la
banque génomique, une fraction de I’IP était conservée puis les régions internes du génome
murin contrdles de la méthylation ont été analysées par qPCR, au niveau des promoteurs des
genes Gapdh (contrdle hypométhylé) et Tsh2b (controle hyperméthylé) (couple d’amorces
disponibles dans le kit MagMeDIP).

c. Analyse bio-informatique

Les analyses bio-informatiques ont été menées sur Linux, a ’aide d’outils de
retraitement des données NGS disponibles sur le serveur du Novartis Institute of Biomedical
Research (NIBR), Bale, Suisse. Les étapes du retraitement de données de séquencgage sont

présentées en Figure 13.
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Figure 13. Workflow du traitement bio-informatique des données de séquencage. Le circuit
bleu correspond aux types de fichiers d’entrée et de sortie. (gscore: score de qualité

d’alignement, DMR : differentiated methylated regions)

i.  Qualité du séquencage

Lors de I’alignement sur le génome de référence mus musculus mm10, un fichier
BAM (Binary Alignment Map) est généré. Le fichier BAM est une forme condensée du fichier
SAM (Sequence Alignment Map). La qualité des reads (fragments lus) produits par le
séquenceur a été évaluée a 1’aide du logiciel FASTQ (Babraham Institute, (75)).

ii.  Nettoyage du fichier BAM (SAM Tools et Mark duplicates)

Le fichier BAM a été « nettoyé » de facon a conserver une information de qualité
suffisante pour effectuer une analyse différentielle de la méthylation. SAM Tools est un outil
de visualisation, d’édition et de formatage des fichiers SAM ou BAM (76). La commande
view a été utilisée pour filtrer et exclure les reads possédant un score d’alignement inférieur a
30 (gscore). Les duplicats de PCR ont ensuite été marqués a 1’aide de 1’outil Mark Duplicate

(disponible sur la plateforme Git Hub, broadinstitute.github.io/picard/command-line-

overview.html) puis filtrés a 1’aide de SAM Tools. En effet, 1’étape d’amplification PCR
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avant le séquencage peut avoir introduit un biais en ayant enrichi des zones du génome de

facon inégale.
iii.  Identifications des pics (MACS2)

Lors de I’alignement, les reads ont été superposés au génome de référence. Pour identifier
les régions génomiques avec des différences de méthylation, des zones d’enrichissement
appelées « pics » doivent étre identifiées parmi les reads superposés. Pour cela, 1’algorithme

MACS2  (Model-Based  Analysis of ChlP-Seq, v2) a été utilisé

(https://pypi.python.org/pypi/MACS2) (77). Le fichier de sortie est un tableau contenant les

informations des pics identifiés : chromosome, position de début et de fin, longueur, taille et

score de confiance des pics.

iv.  Analyse différentielle

Le package DiffBind a été utilisé (interface R studio) (78) (79). A partir des pics
identifiés par MACS2 et des fichiers BAM, il permet de sélectionner ceux présents dans les
échantillons ayant recu le méme traitement, puis analyse la distribution différentielle entre les
groupes « traités » versus « non traités ». Diffbind identifie les genomic features. On qualifie
de genomic feature tout élément fonctionnel ou autre annotation du génome identifi€ lors
d’une analyse de séquengage. Dans notre étude, il s’agissait de régions avec des différences

de méthylation ou DMRs (differentiated methylated regions).

Premiérement, le fichier d’entrée requis par Diffbind a été construit. Il s’agissait d’un
tableau contenant les fichiers MACS2, BAM et les informations relatives aux conditions de
traitements (durée d’exposition, traitement, réplicats) des échantillons a comparer (objet DBA

pour DiffBind Analysis).

Ensuite, une matrice contenant les counts pour chaque échantillon a été générée
(fonction count du méme package). La fonction compte les reads localisés sous les pics
identifiés par MACS2. Cela permet d’augmenter le niveau de confiance des pics identifiés par
MACS2 (Figure 14). Seuls les pics présents dans au moins 2 des échantillons ont été

conservés pour la suite de I’analyse.
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Figure 14. Fonction DBA_count

La fonction contrast a permis de définir 2 groupes d’échantillons séparés par le

traitement. Un minimum de 2 réplicats par groupe est requis dans cette analyse.

L’analyse différentielle est basée sur la fonction d’analyse du package, son
fonctionnement est basé sur le module EdgeR (package EdgeR) (80)(81). Le facteur de
variabilité technique le plus important est la différence de profondeur de séquencage entre
chaque échantillon. Ainsi, EdgeR ajuste 1’analyse différentielle sur la variabilité de
profondeur de séquencage des librairies. Le signal est normalisé en « pseudo-counts »

(nombre de reads d’une région divisé par un nombre total de reads).

Les régions d’intéréts ont été identifiées a 1’aide d’un test exact, contenu dans le
module EdgeR, en comparant la distribution des pics dans les 2 groupes. Le fichier de sortie
était un tableau contenant les log2 fold change (ratio des pseudo-counts du groupe échantillon
traité / échantillon contrdle), les petits p (non corrigés) et les False discovery rates (FDR,
correspondant a un p corrigé selon la technique de Benjamini-Hochberg) pour chacun des pics

conservés (80). Seules les régions avec une FDR<0,1 ont été conservées.

v.  Visualisation des régions d’intéréts

Les fichiers BAM ont été convertis en fichier BedGraph puis en fichier BigWig pour
permettre une visualisation des enrichissements, sur le navigateur du génome UCSC

(https://genome.ucsc.edu/) (Figure 15) (outil Bed tools v.2.25.0, (82)).
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Figure 15. Conversion du fichier BAM en fichier BigWig

L’ensemble des scripts et lignes de commande utilisés pour la réalisation de ces analyses

sont donnés en Annexe 3.
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2. Résultats

a. MeDIP-qPCR sur le modéle JURKAT

L’analyse de la méthylation d’ADN a ’aide de la méthode MeDIP sur le modele
cellulaire JURKAT est présentée en Figure 16.
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Figure 16. Enrichissement de la méthylation de I’ADN, exprimé en % d’input (fraction
d’ADN non immunoprécipité) de la lignée JURKAT pour (a) les ADNs contrdles non
humains (nh meDNA : non human methylated DNA, nh unmeDNA : non human
unmethylated DNA), (b) le promoteur de TSH2B, (c) le promoteur de GAPDH et (d) le
promoteur d’/L2 dans le modele cellulaire JURKAT apres activation et/ou traitement par ICN
(CsA : ciclosporine, TAC : tacrolimus) (représenté par la moyenne et 1’écart type obtenus sur

réplicats biologiques).

Les contrdles externes ont été réalisés pour valider deux expériences de MEDIP
réalisées a deux périodes différentes et montrent une grande variabilité d’enrichissement en
fonction du temps. Environ 15 et 60% d’input des échantillons sont enrichis pour I’ADN
hyperméthylé ; nous ne retrouvons pas d’enrichissement pour nos échantillons pour I’ADN
hypométhylé. Les résultats observés pour les promoteurs de GAPDH et de TSH2B confirment
I’enrichissement de zones hypermethylées du génome. Pour les conditions « Activées »,

« Activées/traitées par CsA », et « Activées/traitées par TAC », la région promotrice de
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TSH2B (connue pour étre compactée en hétérochromatine et riche en marque méthylée de
I’ADN) est enrichie (entre 6 et 15% de I’input). La région promotrice de GAPDH (connue
pour étre constitutivement active et pauvre en méthylation CpG) ne montre aucun

enrichissement pour les 4 conditions (% d’input entre 0,02 et 0,7% d’input).

Concernant le promoteur d’IL2, une absence d’enrichissement est observée en
condition contrdle. Nous ne montrons pas d’effet sur la méthylation apres activation cellulaire
par PMA/ionomycine, ni apres exposition a la ciclosporine ou au tacrolimus durant 24 heures

(Figure 16d).

Par manque de matériel biologique, 1’enrichissement de TSH2B dans 1’échantillon
controle est manquant. De plus, les réplicats de MeDIP réalisés sur cet échantillon n’ont pas
fonctionné. Ainsi, les enrichissements des régions promotrices d’/L2 et de GAPDH en

condition contrdle sont présentés sans indicateur de variabilité (Figure 16, c et d).

Nous montrons que la méthode MeDIP est efficace dans notre étude sur cellules T de la lignée
JURKAT. Cependant, une grande variabilit¢ d’enrichissement entre les expériences de

MeDIP est observée.

b. Expérimentation animale

Les souris étaient agées de 7 semaines au début de I’expérimentation. Aucune
différence dans la prise de poids n’a été observée des groupes Csa, TAC et contrdle. Elles
pesaient environ 20g a J1 puis entre 26 et 30g a J83 pour I’ensemble des souris (valeurs
cohérentes avec les informations du fournisseur). Il n’a pas ¢été observé de différences

comportementales particulieres au sein des groupes.

Quatre souris sont mortes durant I’expérimentation : deux d’entre elles appartenaient
au groupe « 63jours », une du groupe CsA probablement suite a une infection, une du groupe
TAC apres injection de 1’anesthésique ; deux appartenaient au groupe « 83 jours », une du
groupe CsA probablement suite a une infection, une du groupe contrdle lors d’une injection

intrapéritonéale.
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c. Validation du MeDIP par qPCR

Les analyses par qPCR apres amplification de la banque génomique montrent un
enrichissement important au niveau du promoteur de 7sh2b et une absence d’enrichissement
au niveau du promoteur de Gapdh, validant ainsi I’étape d’immunoprécipitation avant

d’effectuer le séquencage (Figure 17).
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Figure 17. Enrichissement de la méthylation de I’ADN, exprimé en % d’input (fraction
d’ADN non immunoprécipité) des LT CD4 au niveau (a) du promoteur de Gapdh (région
controle hypométhylée) et (b) du promoteur de Tsh2b (région controle hyperméthylée).

d. Analyse bio-informatique

Les analyses bio-informatiques sont en cours de réalisation. A ce jour, les échantillons
du groupe « 83 jours » traités par TAC et les échantillons contrdles (Ctrl) correspondants ont
été analysés, correspondant aux fichiers de séquencage suivants :

- Ctrl83, réplicat 1 (Ctrll): 19

- Ctrl83, réplicat 2 (Ctrl2): 20

- TACS83, réplicat 1 (TAC1): 24

- TACS83, réplicat 2 (TAC2): 23

- TACS83, réplicat 3 (TAC3): 25
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i.  Qualité du séquencage

Les rapports de qualité FASTQC sont donnés en annexe 3. IIs montrent des séquences

de bonnes qualités pour les 5 échantillons qui sont donc utilisables pour 1’analyse.

- Per base sequence quality : 1la moyenne du score qualité de lecture des bases se
situe entre 20 et 30, ce qui représente une lecture de bonne qualité pour des reads
générés par 1’Ion Proton.

- Per base sequence content: les courbes pour chaque base A, T, C, G sont
paralleles entre elles jusqu’a environ 200 bases de lecture, correspondant a la taille
moyenne des séquences lues. Cela signifie que la qualité de lecture est homogene
entre les bases.

- Per sequence CG content : la distribution des CG ne respecte pas la distribution
théorique du génome mus musculus et est plus élevée pour les échantillons Ctrl2,
TACI1 et TAC3. Cela s’explique par I’expérimentation MeDIP, responsable d’un
enrichissement en fragments méthylés et donc riches en CG.

- Sequence lenght distribution : la distribution de la longueur des reads pour
I’échantillon Ctrll montre un nombre important de petits reads lus, comparé a la
longueur moyenne des fragments d’ADN fournis au séquenceur. Les autres
échantillons contiennent une majorité de fragments correspondant a la taille des
fragments d’ADN de la banque (entre 170 et 200pb).

- L’analyse des duplicats ne montre pas de biais d’amplification PCR (sequence
duplicat level).

- Il n’y apas de région surreprésentée pour ces 5 échantillons.

- L’analyse des Kmer recherche la distribution de petites séquences ATCG sur
I’ensemble des reads générés. Ces séquences peuvent étre surreprésentées dans le
génome mais doivent étre reparties de facon similaire sur toute la longueur des
reads. Le module Kmer de Fastqc teste cette répartition et représente les 6
séquences ayant le plus fort niveau de déviation. Certaines de ces séquences sont
fréquemment retrouvées apres environ 250 bases lues pour les 5 librairies et
peuvent étre dues aux augmentations d’erreurs faites par le séquenceur en fin de
lecture. Cependant, ils ne perturbent pas 1’analyse du signal du fait que la grande

majorité des reads est inférieure a 250 bases.
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ii.  Analyse différentielle de la méthylation

I1 est retrouvé un enrichissement important et de niveau similaire pour 1’ensemble des
échantillons Ctrl et TAC du groupe « 83 jours » au niveau d’'une DMR localisée dans le
promoteur de Meg3, gene codant pour un ARN long non codant (/lncRNA) et dont la région
génomique (cluster DIkI-Dio3) est soumise a empreinte. Cette « Ig DMR » (Intergenic
Differentiated Methylated Region) est trés méthylée au niveau de 1’allele paternel et permet
de contrdler I’expression du IncRNA exclusivement par 1’allele maternel (83). C’est une bonne
région controle car du fait de son implication dans le développement embryonnaire, cette
méthylation est hautement conservée. Ainsi, I’enrichissement retrouvé pour 1’ensemble de nos
échantillons  permet de  s’assurer du  bon  fonctionnement de  I’étape

d’immunoprécipitation(Figure 18).
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Figure 18. Visualisation de I’lg DMR dans le cluster Dlk1-Dio3 et les profils de méthylation
des échantillons TAC et Ctrl 83 jours, alignés sur la séquence de référence du gene (Refseq)

(mm10) (genome.ucsc.edu/). La région surlignée en bleu correspond a I’lg DMR.
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Afin de comparer les enrichissements globaux des 5 échantillons comparés, une
analyse de corrélation a été effectuée sur les counts (reads présents sous les pics identifiés).
Celle-ci ne montre pas de corrélation particuliere entre les échantillons TAC et Ctrl (Figure
19). De plus, la fonction analyse n’a pas détecté de régions avec différences significatives de

méthylation.

Une analyse en composant principal (PCA) a donc été menée pour s’assurer de
I’absence de valeurs aberrantes ou d’échantillon problématique (outlier). Cette analyse
identifie les facteurs expliquant au mieux la variabilité entre les échantillons. Le graphe PCA
représente les échantillons selon les 2 variables les plus importantes, sur I’axe des abscisses et
des ordonnées. L’analyse en PCA des counts réveéle une tres grande variabilité entre

I’échantillon 24 (TAC1) et le reste des échantillons (Figure 20).

O mpp—
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Correlation

19: Ctrl1
20: Ctrl1
24: TAC1
23: TAC2
25: TAC3

Figure 19. Graphe de corrélation des counts (tous les échantillons du groupe TAC et Ctrl, 83

jours)
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Figure 20. Analyse en composant principal des counts (tous les échantillons du groupe TAC

et Ctrl, 83 jours)

Du fait de la variabilité anormale retrouvée pour 1’échantillon TACI1 (fichier 24),

celui-ci a été exclu pour la suite des analyses et considéré comme un outlier.

L’exclusion de I’échantillon TAC1 n’a pas augment¢ la corrélation dans la distribution
des counts entre les échantillons du groupe TAC et du groupe CTRL (Figure 21). Cependant,

la fonction analyse a détecté des régions avec des différences significatives de méthylation.
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Figure 21. Graphe de corrélation des counts (apres exclusion du TAC1, numéro 24)

Vingt-quatre régions génomiques ont été identifiées comme présentant des différences
significatives de méthylation avec un FDR<O0,1, entre le groupe TAC et le groupe CTRL. Six
sont localisées dans des régions connues du génome. Neuf DMR sont dans des pseudo-genes,
c’est-a-dire des geénes dont la séquence a été décrite et contient les éléments suffisants pour
étre fonctionnelle, mais ne correspond a aucune protéine connue. Enfin, cinq régions sont

situées dans des régions non décrites du génome (Tableau 4).

En particulier, une DMR a été identifiée dans le promoteur distal du gene Calm?2,
codant pour la calmoduline 2, localisée a environ 2kbp du 1% exon. Les LT CD4 exposés au
TAC durant 83 jours ont un niveau de méthylation plus élevé que les LT CD4 contrdles au

niveau de ce promoteur (FDR=0,096) (Figure 22).
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Figure 22. Visualisation du promoteur de Calm?2 et des profils de méthylation des échantillons

TAC et Ctrl 83 jours, alignés sur la séquence de référence du gene (Refseq) (mm10)

(genome.ucsc.edu/). La région surlignée en bleu correspond a la DMR identifiée.

Une autre région identifiée comme hyperméthylée apres exposition au TAC versus
Ctrl est localisée dans le corps du gene d’llrb12, codant pour le récepteur a I’IL12, dans un
exon commun a tous les transcrits décrits. Cependant, les données visualisées sur UCSC
révelent une importante différence entre les enrichissements des deux échantillons Citrl,

suggérant un artefact dans le signal ou une possible contamination cellulaire (Figure 23).
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Figure 23. Visualisation UCSC du gene 1/12rb1 (genome.ucsc.edu/).

D’autres DMR ont été identifiées dans des genes sans lien direct avec la régulation du

systeme immunitaire (visualisation UCSC en annexe).

Les locus identifiés comme sujets a des variations de la méthylation de I’ADN des LT
murins ou humains (Tableau 2) ont été explorés sur UCSC. En particulier, aucune variation de
la méthylation de I’ADN n’a été observée dans les promoteurs d’112, Il4, Csf2 (codant pour

GM-CSF), et Ifng (visualisation des 4 régions données en annexe a titre d’exemple).

L’analyse en composant principal concentrée sur les régions avec des différences
significatives (FDR<0,05) montre que la part de la variabilité expliquée par le traitement entre
les échantillons est de 14%. Une variabilité majoritaire de 85% non expliquée est observée

entre les groupes TAC et Ctrl (Figure 24).
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Figure 24. Analyse en composant principal réalisée sur les counts couvrant des DMRs

identifiées (aprés exclusion de 1’échantillon TAC, numéro 24)
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Tableau 4. Liste des DMRs identifiées (avec un FDR<O0,1) dans I’analyse des échantillons issus du groupe TAC, 83jours

chr17 Calm2 upstream Calmoduline Voie de la 87448786 87449217 432
calcineurine 4.48 518 306 212 333E05  0.096
chr8 Vps37a intron Protéine Complexe 40538358 40538771 414
« vacuolar endosomal 3.55 4.37 1.42 2.95
sorting 37A » (transport) 1.76E-05 0.071
chr8 Imarbt exon Récepteur beta  Stimulation des LT 70812461 70812711 251
1de différenciation en 4.04 4.80 2.33 2.47
linterleukine 12 Th1 1.79E-05 0.071
chri7  Ddx11 intron ARN Helicase Structure 66126388 66126580 193
ATP- secondaire des 3.36 4.20 1.08 3.12
dépendante ARN 9.10E-06 0.062
chr13 Atxn1 intron Ataxin 1 Réle dans I'ataxie 45917293 45917637 345
i bellai
spinocerebetiaire 417 2.67 4.90 -2.23
2.82E-05 0.086
chr13 Pou6f2 intron POU class 6 Régulateur de la 18193215 18193449 235
homeobox 2 transcription 3.66 1.79 4.45 266
r6le de suppresseur
de tumeur 3.76E-05 0.096
chr9 gm26870 promoteur  pseudo-géne 3035711 3036584 874 8.86 9.58 7.34 2924 5 71E-05 0.086
chr9 gm26870 promoteur  pseudo-géne 2999948 3000360 413 5.61 6.29 4.31 1.97 1 29E-05 0.071
Y retro- promoteur  pseudo-géne 4161713 4162029 317
gm20854 4.83 5.1 3.52 199 54605 0.074
chr1i3 2210408/ intron pseudo-géne 77438843 77439175 333
21Rik 4.54 5.36 2.49 287 607E:07  0.009
chr5 44949540 44949910 371 7.65 8.42 5.89 254 1 38E-07 0.004
X 169980838 169981187 350 4.62 292 5.38 247 2 83E-06 0.025
chri4  gm21738 exon-intron pseudo-géne 19417560 19418964 1405 9.28 9.91 8.14 1.76 1 60E-05 0.071
Y 4453414 4453803 390 8.35 9.04 6.98 2.06 1.72E-05 0.071
chr2 gm10801 exon-intron pseudo-géne 98663742 98664089 348 7.76 8.38 6.63 1.75 1 74E-05 0.071
chrid  gm21738 exon-intron pseudo-géne 19415654 19416852 1199 8.93 9.54 7.86 1.68 5 19E-05 0.074
chr9 gm26870  intron pseudo-géne 3022066 3022364 299 5.28 5.94 4.03 1.90 2 71E-05 0.086
chr5 17931503 17931716 214 3.20 4.03 1.04 2.99 3.49E-05 0.096
chr9 gmi11168 exon-intron pseudo-géne 3004697 3005009 313 5.75 6.40 4.54 1.86 3.68E-05 0.096
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3. Discussion

A partir du constat clinique que les traitements immunosuppresseurs présentent des
différences d’efficacité entre les patients transplantés, nous avons émis 1’hypothése qu’une
modification de P’activité de la voie de la calcineurine au sein des cellules cibles pourrait
expliquer en partie cette variabilité pharmacodynamique. Du fait de leur adaptation rapide
pour induire une réponse immunitaire efficace, les cellules T présentent une grande plasticité
dans I’expression génique, controlée par des régulations épigénétiques. Une vue globale de la
potentielle influence des ICN sur cette régulation était donc le point de départ du travail. La
méthylation de ’ADN sur le LT CD4 a été choisie, d’une part du fait des connaissances déja
établies sur son role dans la régulation d’expression génique, d’autre part, pour envisager des

applications cliniques ultérieures.

L’étude a tout d’abord été menée sur la lignée cellulaire JURKAT afin de tester la
méthode MeDIP. Nous n’avons pas montré que 1’exposition des cellules a la CsA ou au TAC
induisait des modifications de la méthylation au niveau du promoteur d’/L2. Cependant, nous
ne concluons pas sur I’absence d’effet des ICN. En effet, I’étude par qPCR était limitée et a
permis d’explorer une région d’environ 100 pb. Il aurait fallu couvrir une région plus grande
(a2 l’aide de plusieurs essais repartis sur le promoteur par exemple) pour effectuer une
exploration correcte. Une autre limite de ce travail était le choix du modele. Issues de cellules
cancéreuses présentant un profil épigénétique altéré, les cellules JURKAT étaient susceptibles
de répondre différemment en comparaison avec des cellules T physiologiques. L’étude de
variation épigénétique via une lignée cellulaire immortalisée n’est pas idéale dans ce contexte
(84). L’étude de I’influence des ICN sur les LT est plus pertinente dans un environnement
biologique complexe, attendu dans un modele animal. Cependant, ce travail avait pour
objectif premier de tester la MeDIP sur nos cellules d’intérét et a permis de disposer de

matériel biologique en quantité suffisante pour la mise au point de la méthode.

Nous avons observé une grande variabilité d’enrichissement dans les régions
contrdles, d’une part entre les JPCR réalisées au sein du modele cellulaire, et d’autre part,
entre les deux types cellulaires testés (JURKAT, Figure 16, p.96 versus LT CD4 murins,
Figure 17, p.98). L’ensemble du protocole MeDIP a été révisé lors du transfert de la méthode
sur les LT CD4 murins, notamment du fait d’un changement de sonicateur entre les 2 études

(acquisition d’un sonicateur Bioruptor PICO, Diagenode au sein de la plateforme Genolim
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pour I’étude sur modele murin). Le changement d’un parametre du MeDIP peut modifier
grandement le rendement de I’enrichissement, et cette grande variabilité analytique rend
difficile le transfert de la méthode, malgré 1’origine commune des JURKAT et LT CD4. La
mise au point des méthodes d’analyse des marques épigénétiques doit étre effectuée sur le

matériel biologique et a I’aide des mémes outils d’analyse destinés a 1’étude principale.

L’analyse différentielle de la méthylation étant en cours de réalisation, les résultats
présentés dans ce manuscrit sont préliminaires mais prometteurs. Sur I’ensemble du génome,
nous avons montré que seulement 24 régions présentaient un niveau de méthylation modifié
apres 83 jours d’exposition au TAC. Le promoteur du géne Calm2, codant pour I’isoforme 2
de la calmoduline, semble étre davantage méthylé apres I’exposition au médicament. Ce
signal doit étre confirmé d’une part, a I’aide d’'une méthode d’analyse de la méthylation ciblée
sur cette région. Une analyse PCR apres traitement par bisulfite de sodium serait adaptée ici.
D’autre part, une étude d’expression du géne Calm?2 doit étre réalisée pour évaluer I’impact de
cette hyperméthylation sur 1’expression du géne. Une corrélation entre la modification de la
méthylation et I’expression permettra de confirmer ou d’infirmer ce résultat. Une étude du

transcriptome sur puce est en cours.

Les résultats obtenus doivent étre interprétés avec prudence. Premierement, nous
n’avons pas montré de corrélation au sein des échantillons du groupe TAC et au sein du
groupe Ctrl, avant ou apres exclusion de 1’échantillon TAC1 (Figure 19 p.101, Figure 21
p.103). Ceci peut s’expliquer par le fait que la corrélation a été mesurée sur la distribution
globale des reads entre les échantillons. Nous pouvons supposer que I’exposition a un
médicament entraine des modifications ciblées de certaines régions du génome. L’effet serait
ainsi noyé dans une comparaison globale de I’enrichissement. Deuxiemement, I’analyse en
PCA a révélé une variabilité anormalement grande au sein des échantillons du groupe TAC
(Figure 20 p.102). Nous avons choisi d’exclure TAC1 du fait de la grande différence observée
avec les autres échantillons. Cependant, les profils de méthylation globaux, et spécifiques au
niveau de la région contrdle Meg3, sont similaires entre les 3 échantillons TAC, ne montrant
pas d’anomalie d’enrichissement pour TACI1 ; I’analyse qualité des fichiers de séquencage ne
met pas non plus en évidence d’anomalie particuliere au niveau du séquengage concernant cet
échantillon. Ainsi, le choix d’exclure 1’échantillon TACI1 est critiquable. Une explication
possible a I’observation de cette différence est une contamination avec un autre type cellulaire

lors de I’isolement des LT CD4 (malgré le contrdle effectué par cytométrie de flux). La
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méthylation de I’ADN étant spécifique du type cellulaire, une contamination par des LT CD8
ou d’autres leucocytes pourrait avoir gommé la signature médicamenteuse. L’analyse du
transcriptome suivie d’une comparaison des profils d’expression avec des données provenant
d’autres types leucocytaires murins pourrait répondre a la question. Le consortium ENCODE
met a disposition des données d’expression du génome sur un nombre important de types

cellulaires murins (www.encodeproject.org). Avec I’utilisation de la puce Illumina Infinium

450K (analyse du méthylome apres traitement par bisulfite, cf. Chapitre 1 p.18-20), Reinius et
col. montre la spécificité de méthylation pour les différents type leucocytaires de
prélevements sanguins périphériques issus de volontaires sains (85). Cette résolution
d’analyse permet de décrire et de quantifier des sous populations dans un échantillon d’étude.
Sans toutefois répondre a notre question de départ, cette analyse permettrait d’écarter les

risques de contamination cellulaire, et de renforcer la robustesse des résultats observés.

Cette variabilité importante entre échantillons met en avant une autre limite de 1’étude.
Le choix de 3 réplicats par conditions testées était un nombre insuffisant. La mortalité
obtenue dans certains groupes, ainsi que I’importante différence de réponse observée pour les
échantillons TAC « 83 jours » permettent de tirer la conclusion qu’un nombre plus important
de réplicats était nécessaire. Cinq réplicats par groupe pourraient étre recommandés pour les

futures analyses réalisées dans le projet.

Comme discuté dans le chapitre 1, il existe de nombreuses autres voies de régulation
de D’expression génique, en complément de la méthylation de I’ADN : marques histones,
ARN non codants, facteurs de transcription, etc. L’étude de la méthylation de I’ADN de
facon isolée ne représente qu’une infime partie de 1’influence des ICN. II est possible que
certains loci, dont 1’expression est effectivement modifiée par I’action des ICN, n’aient pas
¢été identifié ici. En étudiant I’'impact de I’acide mycophénolique (MPA) au sein des LT CD4,
issus de volontaires sains d’une part, et de patients atteints de lupus d’autre part (LT CD4
lupus), Yang et col. ne montrent pas de modification de la méthylation de I’ADN alors qu’une
augmentation de 1’acétylation de 1’histone 3 est observée spécifiquement chez les LT CD4
lupus. Ils ont ensuite montré que I’exposition du MPA en ex-vivo sur les LT CD4 lupus
diminuait I’activité¢ des HDAC et augmentaient celle des HAC, expliquant probablement une
partie du mode d’action du MPA du fait de I’hypoacétylation globalement observée chez les
patients atteints de la maladie (86). L’étude en parallele des sites de régulation par la DNase,

des principales marques histones identifiés dans la régulation transcriptionnelle type

POUCHE Lucie | Biologie Santé / Pharmacologie | Université de Limoges | 2016 110



acétylation/méthylation des H3/H4, des transcripts puis 1’intégration de I’ensemble de ces
données pourraient identifier précisément les loci responsables d’une modification d’activité
du génome induite par 1’exposition aux ICN. Cette premiere étape sans a priori et de grande
ampleur est nécessaire pour avoir une premiere image de I’action médicamenteuse sur la
régulation épigénétique. Nous pourrions ensuite analyser chaque loci/marque identifié de
facon plus précise pour comprendre la réelle action des ICN. Jamais réalisée jusqu’alors, cette
étude de la méthylation de I’ADN est donc étre le début d’une large investigation

pharmacodynamique des ICN.
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C. Perspectives

Les ICN induisent-ils des changements dans la régulation épigénétique des LT

CD4 permettant d’expliquer des différences d’activité cellulaire ?

L’objectif final étant d’identifier des biomarqueurs épigénétiques capables de prédire
un phénotype clinique chez le patient transplanté, il est important de définir précisément le
phénotype d’étude pour la suite du travail. Dans notre étude, nous identifions des régions
présentant des différences de méthylation sans lien avec un phénotype particulier. Ce travail,
exploratoire, avait pour but de savoir si les ICN avaient une potentielle influence a ce niveau
de I’expression des génes ou non. Ainsi, la population de LT CD4 a été étudiée dans son

ensemble, sans souci de distinction de fonctionnement cellulaire.

Pour la suite du projet, les travaux sur modele animal doivent étre poursuivis, avec une
classification de nos cellules d’intérét selon un phénotype. En travaillant sur des sous-
populations filtrées selon un critere fonctionnel, nous pourrions associer des modifications de
la méthylation au dysfonctionnement du LT. A titre d’exemples, la mesure de ’activit¢ ATP
(87), ou celle de I’activité calcineurine, ou de I’expression des génes NFAT dépendants,
pourrait étre utilisée pour séparer les LT CD4 avant I’étape d’immunoprécipitation. La
comparaison des niveaux de méthylation entre les sous-groupes cellulaires « bon répondeurs »
et «mauvais répondeurs » au traitement permettrait d’identifier des biomarqueurs

intéressants.

Les données générées par cette premiere étude n’ont pas fini d’étre analysées. Tout
d’abord, les résultats obtenus pour les échantillons traités par tacrolimus des groupes « 28
jours » et « 63 jours» seront comparés au groupe « 83 jours». Cela apportera des
informations sur la dynamique des modifications épigénétiques observées. Ensuite, les
analyses bio-informatiques doivent &tre étendues aux échantillons des groupes
«ciclosporine ». La comparaison des résultats issus des études « tacrolimus » versus
« ciclosporine » pourra expliquer des différences dans leurs mécanismes d’action. Les
analyses des données générées par le séquencage NGS demandent une réelle maitrise des
outils bio-informatiques. Ces nouvelles technologies se sont rapidement développées et
intégrées aux travaux de recherche scientifique ; cependant, les analyses bio-informatiques

permettant leurs interprétations sont difficilement réalisables sans les compétences d’un bio-
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informaticien. Une utilisation non maitrisée de ces outils peut facilement mener a des résultats
faussement positifs (ou négatifs). Des bonnes pratiques de retraitement de données NGS dans
un contexte clinique sont actuellement proposées par des groupes experts (88). Ainsi, acquérir
les compétences nécessaires a ces analyses ou établir une collaboration avec une équipe
spécialisée dans les analyses bio-informatiques de MeDIP-seq est un point crucial pour la

bonne réussite d’un tel projet.
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Conclusion générale

Les différents travaux réalisés dans le cadre de cette thése d’université ont tenté
d’explorer la variabilité pharmacodynamique des ICN en transplantation, d’un point de vue
pharmacogénétique puis pharmacoépigénétique. L’objectif de ces travaux était, d’une part,
d’identifier des biomarqueurs génétiques potentiellement utilisables, a terme, pour améliorer
le suivi thérapeutique de ces médicaments, et d’autre part, d’évaluer I’impact des ICN sur la

régulation épigénétique.

Basé actuellement sur la mesure des concentrations sanguines chez le patient
transplanté, le suivi thérapeutique des ICN est en amélioration continue notamment par
I’apport des travaux de recherche en pharmacogénétique. Nous n’avons pas identifi¢ de
variants de la voie de la calcineurine permettant de prédire la pharmacodynamie des ICN, que
ce soit sur le risque de rejet aigu ou d’infections graves chez les patients transplantés rénaux.
Ces résultats de 1’é¢tude « POLYCIS » mettent en avant la difficulté d’étudier le rejet aigu en
pharmacogénétique aujourd’hui, dont I’incidence est faible du fait de ’optimisation des
traitements. Les approches « génes candidats » restent pertinentes pour I’exploration d’autres
phénotypes en transplantation. Les deux travaux de revue de littérature ont permis de
sélectionner d’autres variants des geénes codants pour les protéines participant a la
pharmacodynamie des ICN non testés dans notre population, et qui mériteraient d’étre
explorés ultérieurement. En perspective de ces travaux génétiques, notre panel de variants
candidats pourrait étre étudié dans le développement des NODATS, effet indésirable rapporté

avec 'utilisation des ICN et dont la voie de la calcineurine semple impliquée.

La suite de I’exploration de la variabilité pharmacodynamique des ICN a été centrée
sur 1’épigénétique. La pharmacoépigénétique, étude des variations épigénétiques modulant la
réponse a un médicament, ou bien induites par I’exposition & un médicament, est une
discipline en plein essor qui viendra probablement compléter la pharmacogénétique dans ses
applications. Au travers de I’étude des modifications de méthylation de I’ADN au sein du LT
CD4 de souris, nous avons mis au point un protocole de MeDIP-seq pour le séquenceur Ion
Proton, enjeu de taille du fait que cette méthode est peu publiée car la majorité des
séquenceurs utilisés dans les plateformes de biologie moléculaire sont de type Illumina. Les
analyses des données générées par cette méthode sont toujours en cours, cependant, des
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résultats préliminaires semblent montrer I’influence potentielle du TAC sur la méthylation
d’un gene de la voie de la calcineurine, Calm2 codant pour la calmoduline 2. Ces résultats
sont prometteurs mais devront &étre confirmés pour comprendre I’impact réel de ces
différences de niveau de méthylation. Ce travail exploratoire a permis de tirer quelques lecons
sur le développement des analyses épigénétiques : la prise en compte de la grande variabilité
technique observée entre expériences, 1’effet tissu spécifique nécessitant une pureté élevée
des cellules étudiées, le choix du phénotype pour comprendre I’impact biologique des
modifications observées, et le retraitement bio-informatique des données NGS qui est un

enjeu majeur pour mener a bien les travaux utilisant ces nouvelles technologies NGS.

Du fait de ses variations dynamiques et réversibles, 1’épigénétique dans I’exploration
des causes de variabilité de réponse aux médicaments est prometteuse. Dans un futur proche,
nous pourrions imaginer que des biomarqueurs pharmacoépigénétiques viendront compléter
les outils pharmacogénétiques aujourd’hui utilisés en transplantation. L’objectif est d’arriver a
combiner un ensemble d’outils de suivi a différents niveaux de la variabilité
pharmacodynamique, depuis les modifications de I’ADN jusqu’aux concentrations sanguines
des médicaments immunosuppresseurs, afin d’optimiser leur usage et d’améliorer

continuellement la prise en charge des patients transplantés.
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Annexe 1. Protocole d’extraction d’ADN (par phénol/chloroforme/alcool iso amylique) testé dans

le développent du MEDIP sur culture cellulaire

Pool de départ 5 millions de cellules
l Centrifuger 500g, 5 min a 4°C

2X Laver avec Sml de PBS
lCmﬁi.ﬁlgaiUUg, 5 mina 4°C

Retirer le surnageant et reprendre avec 300pL de GenDNA digestion buffer +
Protéinase K
(1 mL de GenDNA digestion Buffer+ 3uL de Protéinase K)

Mélanger au thermomizeur 12 & 18h, 30°C
Ajouter 5300pL de Phénol /Chloreforme/Aleool isomamylique (23/24/1)
Agiter mammellement

l Incuber 10 min 3 T® ambiante sur une plaque
fournante
Centrifnger 10 min 4 1700g

l

Transférer la phase agquense (surnageant) et ajouter 500pL Chloroforme/Alcool
izomanylique (24/1) Agiter manuellement

Incuber 10 min & T ambiante sur une plagque
fournante
Centrifinger 10 mm a 1700g
*
Ajouter 250pL volume de GenDNA précipitant et 1ml d’éthanol 100” refroidi dans

la glace
Laisser 10 min dans la glace

l Centrifuger § min 3 1700g
Eetirer le surnageant

Eincer avec 500pL d”éthanol a 70°
Puis enlever le sumageant et laisser sécher dans une étuve a 37°C

l

Suspendre dans 50pL de GenDNA TE
Agiter doucement

¥

Ajouter 2pl. de GenDNA RNase
Placer 1h dans une éhrve a 37°C

Laizser une muit & 4°C

Mesurer ]a quantité d’ ADN an nanodrop
Ajuster 3 100ng/mL
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Annexe 2. Protocole MeDIP-seq

Protocole MeDIP-Seq
1 Genomic DNA isolation

A. QI Amp® DNA Blood Mini Kit (Qiagen)

= Extraction ADN génomique

Déposer 20pl de protéase au fond de tubes de 1,5ml

Ajouter 2.10° LT CD4 total dans un volume final de 200pl

Ajouter 200pl de tampon AL

Vortexer 15 secondes

Incuber 10min a 56°C

Centrifuger brievement (pour éliminer les gouttes du bouchon des tubes)
Ajouter 200l d’éthanol (96-100%) dans chaque tube

Vortexer 15 secondes et centrifuger brievement

Déposer le contenu des tubes sur les colonnes Qiagen, ne pas mouiller les bords
Centrifuger a 8000rpm pendant 1min

Placer la colonne dans un nouveau tube de 2ml Qiagen et jeter I'ancien
Déposer 500ul de tampon AW1

Centrifuger a 8000rpm pendant 1min

Placer la colonne dans un nouveau tube de 2ml Qiagen et jeter I'ancien
Déposer 500l de tampon AW2

Centrifuger a vitesse maximale pendant 1min

Placer la colonne dans un nouveau tube de 2ml Qiagen et jeter I'ancien
Centrifuger a nouveau a vitesse maximale 3min

Placer la colonne sur un tube de 1,5ml

Déposer au centre de la colonne 200ul de tampon AE

Attendre 2min puis centrifuger a 8000rpm pendant 1min

R R A E YRR AR LA NS RSN

Remarque : L’ADN peut étre stocké a -20°C.

B. Qubit® DNA Assay Kit avec le Qubit® 2.0 Fluorometer (Life technologiesTM)

= Dosage ADN génomique
Remarque : L’ADN peut étre stocké a -20°C.
1. lon Torrent MeDIP-Seq Library Construction

C. Bioruptor® Pico (Diagenode)

= Sonication ADN génomique

<

Allumer le sonicateur au moins 20min avant I'utilisation (le temps que I'eau descende a
4°C)

Mettre de I'eau distillée dans la cuve

Régler a 4°C

Préparer 100l d’échantillon a une concentration de 20ng/ul dans un tube de 0,65ml
Régler sur 20 cycles pour obtenir des fragments a 200pb

Avec 30s « on » et 30s « off »

Apreés sonication, transférer le mélanger dans un tube Eppendorf de 1,5ml

S L1
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¥’ Conserver sur glace
Remargue : L’ADN peut étre stocké a -20°C.

D. End-repair DNA : lon Plus Fragment Library

= Réparation extrémités de ’ADN fragmenté

NB : Avant utilisation, centrifuger 2 secondes les composants du lon plus Fragment Library Kit afin

de les faire redescendre au fond du tube

v Ajouter de la Nuclease-free Water a ’ADN fragmenté pour atteindre le volume total suivant :

100 ng ADN 1ug d’ADN

79ul 158ul

v" Mélanger par pipetage dans un tube Eppendorf de 1,5ml :

Volume (pl)
Composant 100ng e
ADN fragmenté 79 158
5X End Repair Buffer 20 40
End Repair Enzyme 1 2
Total 100 200

v Incuber 20min a température ambiante

E. Agencourt AMPure XP kit (Beckman Coulter)

= Purification de I’ADN fragmenté

ATTENTION : Toujours utiliser de I’éthanol a 70% fraichement préparé (1ml par échantillon +
exceés) pour les étapes suivantes. Un pourcentage trop élevé d’éthanol pourrait causer un
lavage inefficace des petits fragments d’ADN. Un pourcentage trop faible d’éthanol pourrait

causer une perte d’échantillon

v" Ajouter un volume d’Agencourt AMPure XP Reagent a I'échantillon (1,8X le volume

d’échantillon)

100 ng ADN 1ug d’ADN

180ul 360ul

Pipeter 5 fois pour mélanger complétement la suspension de billes avec I’ADN
Centrifuger briévement

Laisser incuber 5min a température ambiante

Centrifuger brievement

Placer les tubes sur le DynaMag™-2

Attendre 3min ou jusqu’a ce que la solution soit limpide

Enlever soigneusement et jeter le surnageant, sans perturber le culot de billes
Ne pas enlever les tubes du DynaMag™-2

Ajouter 500l d’éthanol 70% fraichement préparé

LANKNNENEK
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Incuber 30s

Tourner les tubes accrochés sur le DynaMag™-2 sur eux-mémes deux fois pour faire bouger

les billes autour de la paroi des tubes

Attendre que la solution soit limpide

Enlever soigneusement et jeter le surnageant, sans perturber le culot de billes
Répéter le lavage a I'’éthanol 70% une seconde fois

Pour enlever I'éthanol résiduel, centrifuger brievement

Remettre les tubes sur le DynaMag™-2

Enlever doucement le reste du surnageant avec une P20, sans perturber le culot de billes

Ne pas enlever les tubes du DynaMag™-2

Laisser sécher les billes a température ambiante <5min

Enlever les tubes du DynaMag™-2

Ajouter 25pl de Low TE directement sur le culot pour disperser les billes

Mélanger complétement la suspension par 5 pipetages successifs

Vortexer les échantillons 10s

Centrifuger brievement

Placer les tubes sur le DynaMag™-2

Attendre au moins 1min ou jusqu’a ce que la solution soit limpide

Transférer soigneusement le surnageant contenant I’ADN élué dans un tube PCR 0,2ml

Remarque : L’ADN peut étre stocké a -20°C.

F.

lon plus fragment Library Kit

= Liaison des adaptateurs aux fragments d’ADN double brin

ATTENTION : Lors de la manipulation des adaptateurs et des barcodes, faire plus particulierement

attention a la contamination croisée !!! Changer fréquemment de gants et ouvrir un tube a la fois

v Dans des tubes PCR de 0,2mL, mélanger :

_ Volume (pul)
Réactifs 50-100ng T
DNA =25 =25
10X Ligase Buffer 10 10
lon P1 Adapter 2 10
lon Xpress™ Barcode X 2 10
dNTP Mix 2 2
Nuclease-free Water 49 31
DNA Ligase 2 4
Nick Repair Polymerase 8 8
Total 100 100

v Mélanger par pipetage (ATTENTION : ca mousse !!!)

¥v" Placer les tubes dans un thermocycleur et appliquer le programme suivant

Etape Température Temps
Hold 25°C 15min
Hold 72°C S5min
Hold 4°C Hold
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v Transférer le mélange dans un tube Eppendorf de 1,5ml

G. Agencourt AMPure XP kit (Beckman Coulter)

= Purification des complexes ADN/adaptateurs

ATTENTION : Toujours utiliser de I’éthanol a 70% fraichement préparé (1ml par échantillon +

exces) pour les étapes suivantes

v Ajouter un volume d’Agencourt AMPure XP Reagent a I’échantillon

Taille des fragments Volume d’Agencourt AMPure XP Reagent (pl)
400pb 100 (1 x volume échantillon)
200-300pb 120 (1,2 x volume échantillon)
100-150pb 150 (1,5 x volume échantillon)
v Pipeter 5 fois pour mélanger complétement la suspension de billes avec ’ADN
v Centrifuger brievement
v’ Laisser incuber 5min a température ambiante
v Centrifuger briévement
v' Placer les tubes sur le DynaMag™-2
v Attendre 3min ou jusqu’a ce que la solution soit limpide
v Enlever soigneusement et jeter le surnageant, sans perturber le culot de billes
v" Ne pas enlever les tubes du DynaMag™-2
v' Ajouter 500ul d’éthanol 70% fraichement préparé
v Incuber 30s
V' Tourner les tubes accrochés sur le DynaMag™-2 sur eux-mémes deux fois pour faire bouger
les billes autour de la paroi des tubes
v/ Attendre que la solution soit limpide
v Enlever soigneusement et jeter le surnageant, sans perturber le culot de billes
v Répéter le lavage a I'éthanol 70% une seconde fois
v' Pour enlever I'éthanol résiduel, centrifuger brievement
v' Remettre les tubes sur le DynaMag™-2
v" Enlever doucement le reste du surnageant avec une P20, sans perturber le culot de billes
v' Ne pas enlever les tubes du DynaMag™-2
v Laisser sécher les billes a température ambiante <5min
v' Enlever les tubes du DynaMag™-2
v Ajouter 20ul de Low TE directement sur le culot pour disperser les billes
v' Mélanger complétement la suspension par 5 pipetages successifs
v' Vortexer les échantillons 10s
v Centrifuger brievement
v' Placer les tubes sur le DynaMag™-2
v/ Attendre au moins 1min ou jusqu’a ce que la solution soit limpide
v

Remargue : L’ADN peut étre stocké a -20°C.

H. MagMeDIP kit (Diagenode)

Transférer soigneusement le surnageant contenant I’ADN élué dans un tube PCR 0,2ml

= Immunoprécipitation des complexes ADN/adaptateurs

POUCHE Lucie | Biologie Santé / Pharmacologie | Université de Limoges | 2016

128



1. Préparation des billes

ATTENTION : Ne jamais laisser les billes a I'air libre sans tampon, elles ne doivent pas
sécher !!!

v

<

SNENKKK

Préparer le tampon de lavage (bead wash Buffer) en diluant au 1/5 le MagBuffer A (4°C)
avec Water (4°C). Le volume nécessaire de tampon de lavage par IP est de 100ul >
100/5 = 20ul MagBuffer A + 80ul Water (200ul MagBuffer A + 800ul Water pour 10 IP)
Resuspendre les billes (Magbeads 4°C) et tranférer 11pl de billes par IP dans un nouveau
tube eppendorf de 1,5ml (RNase et DNase free) (110ul pour 10 IP)

Mettre sur Magnetic Rack

Enlever le surnageant et garder les billes

Resuspendre les billes dans le tampon de lavage froid

Mettre sur Magnetic Rack

Enlever le surnageant et garder les billes

Répéter ce lavage une fois de plus

Nombre d’IP Volume de tampon (pl) par lavage Volume de billes (pl)

1 27,5 11

10 275 110

v

Resuspendre les billes dans 22ul de tampon de lavage par 1 IP (220ul pour 10 IP) et
laisser dans la glace

2. Préparation du mix pour I'lIP

v

v

v

Préparation du mix dans des tubes PCR 0,2ml avec bouchons plats pour pas que ¢a fonde
dans le thermocycleur
Seulement dans un tube d’IP faire le mix suivant avec le meDNA et le unDNA

Réactifs Volume pour 1 IP + Input (1) pl
Water 57-20 =37
MagBuffer A 24
MagBuffer B (4°C) 6

Positive meDNA control (-20°C) 1,5
Negative unDNA control (-20°C) 1,5
DNA sample (-20°C) 20
Volume Total 90

Dans les autres tubes faire le mix suivant sans le meDNA et le unDNA

Réactifs Volume pour 1 IP + Input (1) pl
Water 3 (volume des deux controles) + 37 = 40
MagBuffer A 24
MagBuffer B 6
DNA sample 20
Volume Total 90

=>» 1pg d’ADN est nécessaire par IP !!!
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Nombre d’IP

Mix (pl)

Echantillon ADN (pl) a une concentration de 20ng/pl

Volume total (pl)

1

70

20

S0

Remargue : Volume total de 90l = 1 IP (75pl), 10% d’input (7,5pl) et un exces (7,5ul)

YRR

Incuber 3min a 95°C

Refroidir rapidement I'échantillon en mettant sur glace
Centrifuger brievement

Prendre 7,5ul (10% input) de chaque IP et transférer dans une nouvelle barrette.

Conserver l'input a 4°C

S

Transférer 75ul de chaque IP dans une nouvelle barrette. Conserver a 4°C
Jeter I'ancienne barrette
Dans un nouveau tube, préparer le Dilutated Antibody mix (voir tableau ci-dessous).

Ajouter I'AC, le MagBuffer A et I'eau en premier. Ajouter le MagBuffer C par la suite

Réactifs 1IP 10 IP
AC (ul) 0,15 1,5
MagBuffer A (ul) 0,60 6
Water (pl) 2,25 22,5
MagBuffer C (pl) 2 20
Volume final (ul) 5 50

v" Ajouter 5pl de Dilutated Antibody mix par tube d’IP qui contient déja I'IP incubation mix
et I"échantillon d’ADN
v' Mélanger et ajouter 20l de billes lavées par tube d'IP (volume final pour 1 tube d’IP =
100pl)
v" Placer sur une roue et laisser en rotation toute la nuit ou 4H a 4°C

ATTENTION : bien boucher les tubes pour ne pas avoir de fuite !!!

3. Lavages

v Placer les MagWash buffers et le Magnetic Rack sur la glace. Réaliser les lavages sur
glace ou en chambre froide

\

attendre 1min et enlever le tampon

Al NN R K

4. Isolation de ’'ADN

Ajouter par tube d’IP 100ul de MagWash Buffer-1 froid

Pipetter doucement pour resuspendre les billes (sinon ¢a mouse !!!)
Incuber 4min a 4°C sur une roue en rotation

Centrifuger brigvement

Placer sur le Magnetic Rack

Attendre Imin et enlever le tampon

Garder les billes accrochées a la paroi

Répéter le lavage 1 fois de plus

Laver les billes une fois avec 100ul de MagWash buffer-2 froid
Apres le dernier lavage, enlever le tampon, garder le culot de billes sur glace

v’ Récupérer les tubes input qui sont  4°C
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v
v

Preparer 50ul par IP et 100ul par Input de complete buffer DIB : ajouter 1ul de
Proteinase K (-20°C) pour 100pl de Buffer DIB (50 pl sont nécessaires pour I'IP et 92,5pl
sont nécessaires pour l'input = soit pout 10 IP + 10 inputs = 1500ul de Buffer DIB + 15l
de Proteinase K)

= Ajouter 50ul de complete buffer DIB par IP et resuspendre les billes

= Ajouter 92,5ul de complete buffer DIB au 7,5l d’Input
= Volume final dans chaque tube = 50ul pour IP et 100ul pour Input
Incuber 15min a 55°C + incuber 15min a 100°C (Thermocycleur = User « Lucie »:
« medip-dna-isoll »)
Centrifuger les tubes pendant 3min ou les placer sur le Magnetic Rack (attendre 1min)
Transférer le surnageant dans un nouveau tube de 1,5ml

Remarque : L'ADN peut étre stocké a -20°C.

Platinum® PCR SuperMix High Fidelity

= Amplification de la library

v" Combiner les réactifs suivants dans un tube de taille approprié et mélanger par pipetage

; Volume par échantillon d’ADN (ul)
Compose
50-100ng lug
Platinum® PCR SuperMix High Fidelity 100 200
Library Amplification Primer Mix 5 10
Library non amplifiée 25 50
Total 130 260

v' Partager le mélange réactionnel dans plusieurs tubes PCR de 0,2ml pour ajuster au volume
réactionnel recommandé par le fabricant du thermocycleur

v Placer les tubes dans le thermocycleur et lancer le programme de PCR indiqué dans le
premier tableau. Appliquer le nombre de cycles préconisé dans le deuxiéme tableau
Stade Etape Température (°C) Temps
Holding Dénaturation 95 5min
Dénaturation 95 15sec
Cycling Hybridation 58 15sec
Elongation 70 1min
Holding 4 Hold
Nombre de cycles par library
lug
18
¥" Regrouper les différents échantillons séparés précédemment dans un tube Eppendorf de

NP

1,5ml

Agencourt AMPure XP kit (Beckman Coulter)

= Purification des complexes ADN/adaptateurs et sélection de taille.
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ATTENTION : Toujours utiliser de I'éthanol a 80% fraichement préparé (1ml par échantillon +
exces) pour les étapes suivantes

v" Ajuster le volume d’'échantillon & 100pl. Si cela n’est pas possible adapter les volumes
suivants
v Ajouter un volume d’Agencourt AMPure XP Reagent a I'échantillon

Taille approximative aprés 300- 400- 500-
Paramétres de la banque sonication 430p01i200p0 ) (25000 400pb 500pb 700pb

d’ADN génomique Taille aprés construction de 400- 500- 600-
la banque d’ADN génomique 27000 B20pR) Atinh 500pb 600pb 800pb

Volum=:de billes ([} lli‘Ere sélection 65 55 45 40 35 30
2™ sélection 25 25 25 20 15 15
v’ Pipeter 10 fois pour mélanger complétement la suspension de billes avec ’ADN
v’ Laisser incuber 5min a température ambiante
v" Centrifuger briegvement
v' Placer les tubes sur le DynaMag™-2
v" Attendre Smin ou jusqu’a ce que la solution soit limpide
v" Récupérer soigneusement et mettre dans un nouveau tube le surnageant qui contient I’ADN
d'intérét
v"  leter les billes qui contiennent les fragments larges non désirés
v’ Ajouter le volume approprié d’Agencourt AMPure XP Reagent au surnageant
v Pipeter 10 fois pour mélanger complétement la suspension de billes avec I’ADN
v' Laisser incuber 5min a température ambiante
v Centrifuger brievement
v Placer les tubes sur le DynaMag™-2
v Enlever soigneusement et jeter le surnageant, sans perturber le culot de billes
v Ne pas enlever les tubes du DynaMag™-2
v Ajouter 200ul d’éthanol 80% fraichement préparé
v Incuber 30s
v' Tourner les tubes accrochés sur le DynaMag™-2 sur eux-mémes deux fois pour faire bouger
les billes autour de la paroi des tubes
v"  Attendre que la solution soit limpide
v Enlever soigneusement et jeter le surnageant, sans perturber le culot de billes
v Répéter le lavage a I'éthanol 80% deux fois supplémentaires
v Ne pas enlever les tubes du DynaMag™-2
v" Laisser sécher les billes a température ambiante <10min
v Enlever les tubes du DynaMag™'-2
v Ajouter 25ul de Low TE directement sur le culot pour disperser les billes
v" Mélanger complétement la suspension par pipetages successifs
v Vortexer les échantillons 10s
v Centrifuger bridvement
v" Placer les tubes sur le DynaMag™-2
v' Attendre au moins 5min ou jusqu’a ce que la solution soit limpide
v Transférer soigneusement le surnageant contenant I’ADN élué dans un tube Eppendorf de

1,5ml
Remarque : L’ADN peut étre stocké a -20°C.

K. Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies)




Annexe 3. Lignes de commandes

Lignes de commande utilisées sur le systeme d’exploitation Linux

-bash-4.1S fastqc ../lonXpress_0XX_GRCm38.bam -0 qcTACxx

-bash-4.1S/../MarkDuplicates.jar I=/../lonXpress_ GRCm38.bam
O=/../lonXpress_GRCm38_Marked.bam M=metric VALIDATION_STRINGENCY=SILENT
CREATE_INDEX=False

-bash-4.1S samtools flagstats lonXpress_0XX_GRCm38_Marked.bam

-bash-4.1S /../samtools view -b -F 1024 -q 50 /../lonXpress_0XX_GRCm38.bam
>/../lonXpress_OXX_GRCmM38QSCORE30_noDUP.bam

-bash-4.1S /../macs2 callpeak -t /../lonXpress_0XX_GRCm38QSCORE50_noDUP.bam
-f BAM -g mm -n /../lonXpress_0XX_GRCm38QSCORE30_noDUP_MACS2 -B

-bash-4.1S /../bedtools genomecov -bg -ibam
/../lonXpress_0OXX_GRCm38QSCORE30_noDUP.bam -g/../genomeref >
/../lonXpress_0XX_GRCm38QSCORE30_noDUP.bg

-bash-4.1S awk -F "\t" '(($1!~/GL/)&&(S1!~/JH/)){print SO}'
lonXpress_XX_QSCORE30 _noDUP.bg | sed -e 's/MT/chrM/g' | sed -e 's/X/chrX/g' | sed -
e 's/Y/chrY/g' > lonXpress_XX_GRCm38QSCORE50_noDUP_UCSCcanon.bg

-bash-4.1$"/../bedGraphToBigWig
/../lonXpress_0XX_GRCm38QSCORE30_noDUP_UCSCcanon.bg
/../genomeref

/../ lonXpress_0XX_GRCm38QSCORE30_noDUP_UCSCcanon.bw

Lignes de commande Diffbind (Rstudio)

oo YU AR

[Jsourceonsave | @ / - $Run | 5% Source -
library(DiffBind
setwd (" /home/pouchlul/data/medip_seq_LT_CD4/")|

Mice=read.csv("Mouse_samples.csv")
Mouse=dba(sampleSheet="Mouse_samples_not24.csv")
Mouse=dba. count(Mouse,minOverlap=2)

dba.plotPCA(Mouse, label=DBA_TREATMENT)
Mouse=dba.contrast(Mouse,categories=DBA_TREATMENT, minMembers=2)

180 Mouse=dba.analyze(Mouse, method=DBA_EDGER_CLASSIC, bReduceObjects=F)

11 dba.plotPCA(Mouse,DBA_ID,contrast=1,th=.@5,1label-DBA_TREATMENT)

12 Mouse_effective <- Mousefcontrasts[[1]]%edgeR%samples

13 Mouse_effectivefeffective.lib.size <- Mouse$contrasts[[1]]%edgeRfsamples?lib.size*Mousefcontrasts[[1]]%edgeRsamplestnorm.factors

14 Mouse_effectivedscaling.factors <- min(Mouse_effectivefeffective.lib.size)/Mouse_effectivefeffective.lib.size

15 Mouse.DB=dba.report(Mouse)

16

17 write.table(as.data.frame(Mouse.DB), file = "DiffBind_Mouse.txt", append = FALSE, quote = TRUE, sep = ",",

18 eol = "\n", na = "NA", dec = ".", row.names = FALSE,

19 col.names = TRUE, qmethod = c("escape"”, "double"),

20 fileEncoding = ""

21 write.table(Mouse_effective, file="Mouse_scaling factors.txt™)

22 dba.plotMA(Mouse, th=8.85, bXY=TRUE)

23  dev.copy(png, '"MAplot_Mouse.png')

24 dev.off()

25 dba.plotPCA(Mouse,DBA_ID,contrast=1,th=.05,1label=DBA TREATMENT)

26 dev.copy(png, 'PCAplot_Mouse.png')

27 dev.off()

2:47 | (Top Level) R Script
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Annexe 4. Rapports qualité FASTQC des fichiers de séquencage (groupes TAC et Ctrl « 83jours »)

Per base sequence quality
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Per sequence CG content
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Sequence duplication level
Ctrig3_t1 Ctrig3_2

TAC83_1 TAC83_2 TAC83_3

Kmer content
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Annexe 5. Visualisation des régions géniques identifiées comme DMRs selon 1’analyse Diffbind (cf.

Tableau 4).

Dans I’ordre : Vps37a (région intronique) ; DdxI1 (région intronique) ; Atxnl (région intronique) ; Pou6f2
(région intronique) ; alignement au génome Mus musculus mm10 (genome.ucsc.edu)
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Annexe 6. Visualisation des certains locus précédemment identifiés comme présentant des

variations de la méthylation de ’ADN au sein du LT CD4 (cf. Tableau 2)

Dans I’ordre : /I2 (promoteur), Ifng (promoteur), Csf2 (promoteur), locus [/4-1l13 (région intergénique) ;

alignement au génome Mus musculus mm10 (genome.ucsc.edu)
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