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RESUMEN

El estudio de las bases genéticas de las enfermedades es clave para un
diagnodstico mejor y mas rapido de las patologias asi como, para su mejor
tratamiento. En los ultimos afios se han descubierto un gran numero de genes
que pueden generar susceptibilidad a la EM, sin embargo, hay muchos que aun

estan pendientes de replicacion en otras poblaciones.

El objetivo principal de esta tesis es la confirmacion de la participaciéon en la
susceptibilidad a padecer EM de tres genes. En concreto se trata de los genes
PRF1, CASP8y BTG1.

Tras realizar genotipado de SNPs por discriminacién alélica y estudios de
expresion mediante microarrays, entre otras técnicas, se han obtenido
resultados que apuntan a que los tres genes podrian participar de forma

moderada en la susceptibilidad a padecer EM.

En el caso del gen PRF1 se observa una fuerte asociacion entre éste y la
susceptibilidad a padecer la enfermedad, sobre todo en hombres con formas de
EMPP.

Los resultados para el gen CASP8 muestran asociacion entre este gen y la
susceptibilidad a padecer la enfermedad en formas de EMPP. También se
observa una asociacion entre CASP8 y la progresion del curso de la

enfermedad.

Por ultimo, los resultados para el gen BTG1 muestran también asociacién
entre este gen y la susceptibilidad a padecer la enfermedad en formas de
EMRR/SP.



ABSTRACT

The study of the genetic basis of the diseases is key not only for a better
and fast diagnostic of the diseases, but also for a better treatment. In recent
years, many genes that confer susceptibility to MS have been discovered;

however, many remain yet to be replicated in other populations.

The main objective of this doctoral thesis is to confirm the involvement of
the following genes in the susceptibility to MS: PRF1, CASP8 and BTG1.

After performing SNP genotyping by allelic discrimination and expression
studies by microarrays, among other studies, our results indicate that the three

genes may contribute in a modest way to the susceptibility to MS.

In the case of the PRF1 gene, we observed a strong association between

this gene and the susceptibility to MS, mainly in males with PPMS forms.

The results with the CASP8 gene suggest an association between this gene
and the susceptibility to MS in patients with PPMS. In addition, we observed an

association between the CASP8 gene and the course of MS.

Finally, the results with the BTG1 gene suggest an association between

this gene and the susceptibility to suffer MS in forms with relapse-onset course.
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1. INTRODUCCION GENERAL

1.1.EM

La EM [MIM 126200], descrita en 1868 por primera vez como entidad clinica
por Jean-Martin Charcot, es una enfermedad inflamatoria, cronica vy
neurodegenerativa, de probable etiologia autoinmune, que afecta al SNC. Es la
principal causa de discapacidad no traumatica en adultos jovenes. Se inicia a
edades comprendidas entre los 20 y 40 afios, con mayor frecuencia en mujeres
que en hombres (razén 2:1), y provoca una disfuncion neurolégica considerable
tras 15-20 afos de su comienzo. Después de este periodo de tiempo, el 80%
de los pacientes presentan limitaciones funcionales o cognitivas y entre el 50-

60% necesitan ayuda para caminar (Oksenberg y cols., 2008).

Aunque su prevalencia varia segun la zona estudiada (Figura 1), sabemos
que alrededor de 2,3 millones de personas padecen EM en todo el mundo. En
el caso de Espania, se estima que los valores probables en la poblacion general

se situan entre los 90 - 124 enfermos por cada 100.000 habitantes.

La etiologia de la EM se desconoce, pero los datos que tenemos apuntan a
que se trata de una enfermedad autoinmune del SNC condicionada, en la que
factores genéticos y ambientales interactuan para dar lugar al fenotipo de la

enfermedad.



Figura 1

Leyenda. Datos de prevalencia de la EM en el mundo. Modificado de Atlas of MS. Date 2013. MS
International Federation. Disponible en http://www.msif.org about-us/advocacy/atlas/.

1.2.Aspectos clinicos de la EM

La EM presenta manifestaciones clinicas poco especificas y muchos de los
signos o sintomas como visién doble, pérdida de vision, espasmos musculares
o alteracién de la sensibilidad pueden aparecer en otras patologias. Sélo el
sintoma de Lhermitte y el fendbmeno de Uhthoff se consideran particularmente

caracteristicos de la enfermedad (Compston y Coles, 2008).

El primer signo clinico de la EM es habitualmente lo que se conoce como
CIS. Se trata de un episodio de desmielinizacion aislada inflamatoria, que
produce una disfuncién neuroldgica afectando al tronco encefalico, al nervio
Optico 0 a la médula espinal y que dura al menos 24 horas. El CIS no va
acompafado de fiebre, infeccion o encefalopatia (Miller y cols., 2008; Krupp y
cols., 2007) y aquellas personas que lo padecen tienen entre un 42-82% de

posibilidades de desarrollar EM clinicamente definida (Brownlee y Miller, 2014).



En cuanto al desarrollo de la enfermedad, en 1996 la US National Multiple
Sclerosis Society (NMSS) Advisory Committee on Clinical Trials in Multiple
Sclerosis definio los distintos cursos clinicos de la EM. Los clasificé en cuatro
formas: EMRR, EMSP, EMPP vy, por ultimo, EMRP (Lublin y Reingold, 1996).
Después, en 2013, se revisé esta clasificacion sugiriéndose que los CIS
deberian ser incluidos en el grupo de fenotipos de la EM y que la forma EMRP
deberia desaparecer e incluirse a los pacientes asi clasificados en la forma
EMPP con actividad de la enfermedad (Figura 2) (Lublin y cols., 2014).

Entre los pacientes con EM, la forma clinica mas frecuente es la EMRR que
representa entre un 80-85% de los casos. Esta forma clinica se caracteriza por
la existencia de brotes seguidos de remisiones, donde el enfermo vuelve al
estado inicial o presenta discapacidad residual tras el brote, pero sin
observarse progresion de la enfermedad. Un brote se define como una
alteracion en el SNC que dura al menos 24 horas en ausencia de fiebre o
infeccion. El 75% de los pacientes que sufren esta forma clinica desarrollan
posteriormente formas de EMSP en las que se produce una progresion
irreversible de la discapacidad que puede ir o no acompafiada de brotes

superpuestos.

El resto de pacientes con EM, entre un 15-20%, desarrollan formas de
EMPP con un avance de la enfermedad insidioso, sin episodios de recurrencia
y remision. (Sospedra y Martin, 2005; Myrh, 2008).

La enfermedad suele desarrollarse a lo largo de varias décadas, dando
lugar al incremento del riesgo de muerte prematura de los pacientes con
respecto a la poblacion general (Kaufman y cols., 2014; Lalmohamed y cols.,
2012). Se ha visto que la EM disminuye la expectativa de vida entre 7 y 14
afos (Scalfari y cols., 2013) siendo el tiempo medio de muerte de los pacientes

de 35 anos tras el comienzo de la enfermedad (Degenhardt y cols., 2009).



Figura 2

Inicio en brote - ‘ ‘ ‘ EMSP
‘ )
EMSP con brotes
superpuestos
EMPP
Inicio = 2

progresivo ‘ ‘

EMRP

Leyenda. Cursos clinicos de la EM. Multiple Sclerosis: Modificado de Current Knowledge and Future
Outlook. Kamm y cols., 2014. Eur Neurol 2014; 72:132—141 DOI: 10.1159/000360528

Son varias las escalas que se han desarrollado para cuantificar el impacto
de la enfermedad, documentar la evolucion clinica y comparar la eficacia de
tratamientos en los ensayos clinicos. Para la determinacion del estado de
afectacion neuroldgica de un paciente que padece EM, la escala mas utilizada
es la denominada EDSS, que incluye un rango de cero a diez, siendo cero el
valor dado a una exploracion neurolégica normal y diez el valor dado al
fallecimiento del paciente (Kurtzke, 1983). Otra escala muy utilizada es la
MSSS, que compara la discapacidad del individuo con la distribucion de las

puntuaciones en casos con una duracion de la enfermedad equivalente.

1.3.Patologia e inmunopatologia de la EM
Aunque el SNC se consider6 durante afios un sistema inmunologicamente

privilegiado debido, entre otras caracteristicas, a la existencia de la barrera



hematoencefalica o la existencia de moléculas proapoptoticas en dicha barrera,
en los ultimos afios este concepto ha cambiado, gracias a descubrimientos
como el paso habitual de linfoctos T y B a través de la barrera
hematoencefalica o la identificacion del espacio cerebroespinal como

compartimento inmunologico (Bechmann, 2005).

Se cree que la EM es una enfermedad mediada por el sistema inmune
adaptativo, existiendo dos hipoétesis sobre la forma de participacion del mismo
en la enfermedad. La primera hipétesis apunta a los linfocitos T como los que
reconocen fragmentos de mielina produciendo dafio en los tejidos y evolucion
en las lesiones provocadas (Stuve y Zamvil, 1999). La segunda hipotesis
sugiere que la EM es una circunvoluciéon inmunolégica entre un desorden
degenerativo primario y una respuesta inmune aberrante del individuo (Stys y
cols., 2012). Sea como fuere, los investigadores coinciden en que el sistema
inmune juega un importante papel en el desarrollo de las lesiones que
caracterizan a la enfermedad especialmente, durante los brotes que se
producen en las fases tempranas en formas recurrentes. Estas lesiones son
provocadas por desmielinizacion del SNC acompafadas por disrupcion de la
barrera hematoencefalica, inflamacion, dafio axonal y gliosis. Se observan
infiltrados inflamatorios que contienen células T CD8* y CD4*, células T y o,
monocitos, células B y células plasmaticas (Babbe y cols., 2000;
Wucherpfennig y cols., 1992; Booss y cols., 1983). Ademas, en la aparicion y
avance de la enfermedad participarian también otras células inmunoldgicas

como las células NK, la microglia, macrofagos o astrocitos.

Aunque hasta hace unos afios la EM se consideraba una enfermedad que
afectaba sobre todo a la sustancia blanca del SNC, estudios recientes apuntan
a que las lesiones se encuentran también en la sustancia gris, sobre todo en
aquellos pacientes con formas progresivas, aunque también pueden
observarse en fases tempranas de la enfermedad (Geurts y Barkhof, 2008;
Pirko y cols., 2007). Las lesiones, con caracteristicas histologicas e
inmunocitologicas dependientes de la actividad de la enfermedad, se
encuentran diseminadas a lo largo del SNC con predileccion por el nervio
optico, regiones subcorticales y periventriculares de la sustancia blanca, el

9



cerebelo, el tronco encefalico y la médula espinal (Popescu y Lucchinetti, 2012;

Lassmann y cols., 2007; Compston y Coles, 2008).

1.3.1. Papel de las células inmunoldgicas en la EM
En cuanto al papel de cada uno de los tipos celulares inmunologicos que
participan en el comienzo y avance de la enfermedad, se sabe que:

Las células T CDS8* tienen un importante papel patogénico y/o

inmunoregulatorio participando en el dafo axonal mediante apoptosis y en la
neuroinflamacion ya que, son las células mas abundantes en los infiltrados

inflamatorios (Venters y cols., 2000; Mizuno y cols., 2008).

Por su parte, las célulasT CD4* juegan un importante papel en las

formas EMRR, sobre todo las células T CD4" efectoras tipo helper, Th1y Th17.
Las Th1 expresan el factor de transcripcion Tbet y se activan en respuesta a la
aparicion de IL-12 producida por células dendriticas mieloides e IFNs
producidos por células dendriticas plasmacitoides y células NK. La IL-12 da
lugar a la activacién de moléculas de sefalizacion de tipo STAT4 mientras que
los IFNs activan moléculas de senalizacion de tipo STAT1. Asi, las sefiales
enviadas por IL-12 e IFNs a través de las moléculas de sefalizacion STAT4 y
STAT1 incrementan la expresion de Tbet que, a su vez, produce la
diferenciacion de células T naive en células Th1. Una vez diferenciadas, las
células Th1 producen citoquinas como IFN-y, TNFB o LT e IL-2 (Louten y cols.,
2009; Vojdani y Lambert, 2011). Por su parte, las células Th17, se diferencian
ante la aparicion del factor de crecimiento transformante (8, IL-6 o IL-21 e IL-23
y se caracterizan por la expresion del factor de transcripcion RORyt, dando
lugar a la expresion de IL-17 e IL-23. Entre otras funciones se sabe que las
células Th17 participan en la destruccion de tejidos durante los procesos
inflamatorios por lo que tiene un papel importante en el desarrollo de
enfermedades crénicas inflamatorias (Louten y cols., 2009; Sie y cols., 2014, O’
Garra y Murphy, 2009; Miossec y cols., 2009). Ambos tipos celulares participan
también en la activacién de la microglia y de los macréfagos que, a su vez,
también pueden ser activados por productos generados a partir de la

degradacion de la mielina. Si esta activacion se produce en los estadios mas
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tempranos de la enfermedad da lugar a dafo axonal y neuronal (Singh y cols.,
2013; Diestel y cols., 2003).

Aunque tradicionalmente se creia que la EM era una enfermedad

mediada por linfocitos T, desde hace unos afos se ha visto que los linfocitos B

también tendrian un papel fundamental dentro de la patogénesis de la
enfermedad. Responsables de la inmunidad humoral, el numero de linfocitos B
se encuentra aumentado tanto en tejidos inflamados del SNC de pacientes
como en liquido cefalorraquideo (Cepok y cols., 2001; Esiri, 1980). Su funcién
principal es la produccion de anticuerpos, aunque también desempefian otras
funciones como la presentacion de antigenos a los linfocitos T y la produccion

de citoquinas.

En cuanto a su capacidad de producir anticuerpos, la funcion de estos
anticuerpos es neutralizar a los antigenos mediante mecanismos efectores que
los destruyan. En las enfermedades autoinmunes existen respuestas
autorreactivas en las que se generan anticuerpos frente a antigenos propios.
Diversos estudios realizados in vivo e in vitro muestran que el anticuerpo IgG
presente en el SNC de pacientes con EM produce desmielinizaciéon y dafio
axonal (Piddlesden y cols., 1993; Elliott y cols., 2012) También se ha visto que
existe produccion intratecal de anticuerpos IgG y de IgG y complemento en
pacientes con varios tipos de lesiones (Lumsden, 1971; Lucchinetti y cols.,
2000; Breij y cols., 2008). Conviene destacar que la presencia anormal de
anticuerpos IgG e IgM en el SNC es la prueba inmunodiagnéstica mas
consistente en EM, conocida como BOC. Existen BOC de dos tipos. Por un
lado, estan las de IgG que, aunque no son especificas de la enfermedad, estan
presentes en el 95% de los pacientes, por lo que se utilizan en el diagndstico y
dan informacién sobre las caracteristicas inflamatorias de las lesiones (Masjuan
y cols., 2006; Tintoré y cols., 2008). También se detectan BOC de tipo IgM que
estan presentes en un 40% de los casos y se asocian a un prondstico

desfavorable de la patologia (Perini y cols., 2006).

Por otro lado, en cuanto a la capacidad de presentar antigenos, se sabe
que las interacciones antigeno especificas entre linfocitos B y T necesitan que
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los linfocitos B internalicen el antigeno a través de sus receptores, lo asocien a
moléculas de histocompatibilidad de clase Il y lo presenten a los linfocitos T
CD4*. Esto es especialmente relevante en enfermedades autoinmunes donde
los linfocitos B presentarian antigenos propios a los linfocitos T dando lugar a la
activacion y diferenciacion de linfocitos T autorreactivos que, a su vez, dan
lugar a procesos de inflamacion como los descritos en la EM. La bibliografia
describe un elevado numero de antigenos propios caracteristicos de la EM
como son la proteina basica de la mielina, la glicoproteina oligodendrocitica de
la mielina o la proteina de neurofilamentos, frente a los cuales actuaria el
sistema inmune generando una respuesta autoinmune (Berger y cols., 2003;
Bartos y cols., 2007; Hedegaard y cols., 2009; Lalive y cols., 2006).

Por ultimo, estaria la funcion de produccion de citoquinas a través de las
cuales los linfocitos B influyen en la funcion de otras células. Los linfocitos B
pueden ser clasificados en funcién de las citoquinas que expresen. Asi, pueden
producir citoquinas con funcion proinflamatoria como el TNF-qa, la IL-6 o la LT-
a, o antiinflamatorias como la IL-10 o la IL-35 (Fillatreau y cols., 2002, Shen y
cols., 2014; Bar-Or y cols., 2010; Carter y cols., 2012; Yoshizaki y cols., 2012;
Meinl y cols., 2006). Publicaciones recientes atribuyen a un subgrupo de los
linfocitos B, concretamente a las conocidas como células B reguladoras, un
papel como modulador de la respuesta inmune en condiciones patogénicas
(Tedder, 2015). Este subgrupo reduciria la respuesta inmune generada por
linfocitos T CD4" Th1/Th17 gracias a la produccién de citoquinas
antiinflamatorias como la IL-10 (Correale y cols., 2008; Correale y Equiza,
2014) promoviendo la produccién de células T reguladoras. Los niveles bajos
de células B reguladoras se han relacionado con enfermedades como la EM
(Knippenberg y cols., 2011; de Andrés y cols., 2014). También existen estudios
en los que los resultados son contradictorios mostrando que no existen
diferencias entre pacientes y controles sanos en cuanto a la frecuencia y la

funcion de las células B reguladoras (Michel y cols., 2014).

Por otro lado, se cree que los linfocitos B también serian importantes en la

aparicion de lesiones en la sustancia gris, gracias a la liberacion de citoquinas
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proinflamatorias como la LT-a y TNF-a, y a su capacidad de presentar

antigenos que hace que se activen los linfocitos T.

El papel de las células NK en la EM aun no esta claro. Se sabe que
tienen un papel inmunomodulador y que participan en la respuesta a diferentes
tratamientos (Bielekova y cols., 2006; Saraste y cols., 2007; Perini y cols.,
2007). Ademas, se ha visto una actividad citolitica de estas células frente a
oligodendrocitos, astrocitos y microglia que disminuye durante los brotes de la
enfermedad (Benczur y cols. 1980; Kastrukoff y cols. 1998; Kastrukoff y cols.
2003; Saikali y cols.2007). Sin embargo, son necesarios mas estudios para

conocer su papel en la EM.

Los astrocitos, por su parte, se activarian a través de citoquinas y
productos de degradacién de la mielina, lo que daria lugar a la produccion de
citoquinas y quimiocinas como el CCL-2 o el TNF-a que producen una
respuesta inflamatoria en el SNC y la apoptosis neuronal (Mayo y cols., 2014;
Mascanfroni y cols., 2013; Brosnan y Raine, 2013). Ademas, también se ha
visto la produccion de cantidades importantes de Oxido nitrico, especies
reactivas de oxigeno, glutamato y ATP en las lesiones, que interfieren con la
actividad mitocondrial de las neuronas, dando lugar a la pérdida de axones y
neuronas. El ATP, por su parte, promueve respuestas proinflamatorias en tipos
celulares como microglia y células dendriticas y efectos neurotdxicos (Monif y
cols., 2010; Basso y cols., 2008; Matute y cols., 2007). Sumado a esto, la
produccion de gran cantidad de glutamato junto a la baja posibilidad de limitar

los niveles extracelulares, darian lugar a muerte neuronal por excitotoxicidad.

Los oligodendrocitos, por su parte, controlarian la produccion y

mantenimiento de la mielina en el SNC.

1.3.2. Tipos de placas en la EM

En cuanto a los tipos de placa presentes como consecuencia de la
desmielinizacion, sabemos que sus caracteristicas histopatolégicas dependen
de la edad de la lesion, que viene determinada por el grado de inflamacién y

por la cicatriz glial. Las placas pueden clasificarse en tres tipos:
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Placas activas agudas: tipicas de los brotes y de las formas de EMRR.

Se caracterizan por bordes difusos, con elevado numero de macrofagos
infiltrados uniformemente distribuidos a lo largo de la lesién formando lo que se
conoce como “mar de macréfagos” que engullen los restos de mielina, y con
numerosos linfocitos en el parénquima y perivasculares, la mayoria de ellos de
tipo T CD8" linfotéxicos y, en menor cantidad, T CD4* helper, células
plasmaticas y células B (Lucchinetti y cols., 2000; Popescu y Lucchinetti,
2012b).

Placas cronicas: caracteristicas de las formas progresivas. Estas se

pueden clasificar en lesiones activas, caracterizadas por ser lesiones
desmielinizadas donde un elevado numero de macrofagos cargados de mielina
se situan en los bordes de la lesion disminuyendo su centro inactivo hipocelular
y, lesiones inactivas, que estan completamente desmielinizadas y solo
presentan pequefios signos de inflamacién. Habitualmente, las lesiones
inactivas rodean a lesiones caracterizadas por la pérdida sustancial de axones,
oligodendrocitos, astrogliosis, microglia y linfocitos (Popescu y Lucchinetti,
2012b; Sobel y Moore, 2008).

Placas de remielinizacion: entre el 40-60% de las placas cronicas en

pacientes que presentan un estado avanzado de la enfermedad muestran
remielinizacion. La remielinizacion es caracteristica de la EM y se produce en la
sustancia gris y blanca. Suelen aparecer en la fase temprana de la EM y se
caracterizan por la presencia de axones rodeados de una capa fina de mielina
con cortas distancias internodales. Esta nueva capa de mielina, junto a la
aparicion de células precursoras de oligodendrocitos, nos pueden indicar una
remielinizacion en fase temprana (Popescu y cols.., 2012b; Sobel y Moore,
2008). La presencia y el alcance de la remielinizacién depende, en parte, de la
disponibilidad de células precursoras de oligodendrocitos y del balance entre
moléculas pro- y antiinflamatorias que varia entre los pacientes, posiblemente
debido a la heterogeneidad patolégica en el dafio de los oligodendrocitos
(Lucchinetti y cols., 2000). La realidad es que la mayoria de los pacientes
muestran niveles bajos de remielinizacion, aunque es cierto que, en algunos de

ellos puede ser de hasta un 90% de las lesiones localizadas en la sustancia
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blanca. Se cree que la remielinizacion puede tener mas un papel en la
supervivencia del axén a largo plazo que en su rapida reparacion (Irvine y
Blakemore, 2008).

La pérdida axonal se considera el principal motivo de la discapacidad clinica
permanente y puede producirse de forma aguda en las nuevas lesiones
inflamatorias, pero también en las crénicas (Kutzelnigg y cols., 2005). La
pérdida axonal puede darse por diversos motivos como células citotoxicas,
autoanticuerpos frente a neurofascina, el déficit de energia debido a fallos en
las funciones de las mitocondrias del axon, la pérdida del aporte trofico de la
mielina, las deleciones en el ADN mitocontrial de neuronas corticales, la
acumulacion de hierro en los oligodendrocitos o la liberaciéon de productos
téxicos por parte de los macréfagos (Smith y Lassmann, 2002; Trapp y Stys,
2009; Lassmann y cols., 2012).

1.4.Mecanismos de muerte celular
Existen tres tipos de muerte celular conocidos (Galuzzi y cols., 2007):
e La apoptosis o muerte celular tipo I.
e La muerte celular autofagica o muerte celular tipo Il

e La necrosis o muerte celular tipo Ill.

De la apoptosis hablaremos en ultimo lugar por ser el mecanismo de

muerte celular con el que se trabaja en esta tesis.

1.4.1. Muerte celular autofagica
La muerte celular autofagica es un proceso celular altamente conservado
en eucariotas, que se caracteriza por la aparicion de vesiculas intracelulares y
la puesta en marcha de la maquinaria celular autofagica. Existen tres tipos de
autofagia: macrofagia, microfagia y autofagia mediada por chaperonas.

La macrofagia, que se describe a continuacién denominandola autofagia,
es principalmente un programa de supervivencia que se pone en marcha
cuando la célula se encuentra en situaciones adversas como una crisis

metabdlica, la eliminacion de agregados protéicos o la existencia de la
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necesidad de eliminar organulos celulares dafiados (Levine y Kroemer, 2008;
Kroemer y cols., 2010). Si con el proceso de autofagia la célula no es capaz de
combatir la situacién adversa, el proceso continua hasta la muerte celular. Por
ello, la autofagia no es un proceso que promueva la muerte celular, sino que
cuando esta implicada en la muerte celular se debe a un fallo en el proceso de

supervivencia (Shen y cols., 2012).

Este proceso (Figura 3) comienza con la activacion de una quinasa, la
AMPK, y/o la inhibicion del complejo rapamicina 1, conocido como mTORCH1,
que da lugar a un complejo de preinicio formado por las quinasas ULK1,
FIP200 y ATG13 (Egan y cols., 2011; Kim y cols., 2011). Este complejo activa
otro complejo de iniciacion formado por las proteinas beclin 1, VPS15 y VPS34
que genera fosfatidilinositol 3 fosfato (PI3P) que, a su vez, recluta la proteina
ligasa ATG7 del fagéforo (He y Levine, 2010). Esta ligasa, pone en marcha la
muerte celular autofagica por medio de dos vias:

1- En una de las vias, denominada via ATG5-ATG12, el ATG12 es
reemplazado por ATG10, ATG7 y ATG12. El complejo ATG5-12 recluta
ATG16L y forma el complejo necesario para estabilizar el fagoforo
(Hanada y cols., 2007).

2- En la segunda via, denominada LC3-PE, el LC3 se rompe por ATG4 y
es secuencialmente conjugado con ATG7 y ATG3. El complejo descrito
anteriormente y formado por ATG5-ATG12-ATG16L realiza un paso
final que consiste en la transferencia de LC3 a PE para formar el
complejo LC3-PE también denominado LC3-Il. EI LC3-Il se asocia a la
membrana autofagosémica lo cual es necesario para que se lleve a
cabo la identificacidén de los autofagosomas por parte de los lisosomas,
y para la seleccion autofagica de organulos celulares y de agregados de
proteinas (Hanada y cols., 2007).

El proceso de muerte celular autofagica finaliza con la formacién de una
estructura de doble membrana, denominada autofagosoma, que envuelve el
material intracelular y se fusiona con lisosomas dando lugar a la degradacion

del material envuelto.
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Se ha visto que los miembros de la familia del Bcl-2 pueden regular la
formacion de los complejos iniciales mediante sus miembros antiapoptéticos
Bcl-2 y Bel-xL.

Figura 3
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Leyenda. Esquema de muerte celular autofagica.
Disponible en http://www.cellsignal.com/common/content/content.jsp?id=pathways-

autophagy&pathway=Autophagy%20Signaling.

1.4.2. Necrosis
Por su parte, la necrosis engloba un amplio numero de procesos de muerte
celular que tienen en comun la rotura de la membrana plasmatica con la
consecuente fuga de los componentes citoplasmaticos (Yuan y Kroemer,
2010).
Los motivos que pueden dar lugar a la necrosis son varios, entre ellos las

altas temperaturas o el estrés mecanico. Suele implicarse en el proceso al
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calcio provocando un exceso del mismo en la mitocondria, la activacion de
proteasas y fosfolipasas y la aparicion de especies reactivas de oxigeno. Todo
esto da lugar a una disfuncién mitocondrial, una desregulacion del balance
ionico y la pérdida de la integridad de la membrana con la correspondiente
pérdida de la estructura por parte de los organulos celulares, sin condensacion
de la cromatina (Vanlangenakker y cols., 2012, Golstein y Kroemer, 2007;

Festjens y cols., 2006).

Ademas, también se sabe que las células necréticas generan factores
inmunomoduladores que causan la activacion de la respuesta inmune (Golstein
y Kroemer, 2007; Festjens y cols., 2006). La necrosis se puede activar por un
dano celular, sin ser necesaria la activacion de una via de sefalizacion, pero
también puede activarse de forma programada dando lugar a lo que se
denomina necroptosis. Esta es una via CASP independiente, siendo la via de
senalizacion mas conocida la RIP-quinasa-dependiente (Degterev y cols.,
2005). Esta forma de muerte celular puede ponerse en marcha por varios
estimulos internos y externos como el TNF, FasL o la puesta en marcha de
sensores de inmunidad innata, pero todas convergen en la activacién del
receptor interactuador proteina quinasa 3 (RIP3) (Han y cols., 2011; Kono y
Rock, 2008; He y cols., 2009, He y cols., 2011). Actualmente la via mas
estudiada es la que se pone en marcha mediante el estimulo del TNF que
induce otras vias de sefalizacion interrelacionadas a partir de tres complejos
denominados complejo |, complejo Il y complejo llb (Giinther y cols., 2011;
Vandenabeele y cols., 2010; Glnther y cols., 2015). Una vez unido el TNF a su
receptor (TNFR1) forma un complejo unido a membrana que incluye proteinas
con dominio de muerte (TRADD), factor 2 asociado al factor TNF (TRAF2) y
RIP1. Tras esto se produce una deubiquitinizacion que desestabiliza el
complejo | y da lugar a que RIP1 reclute la proteina asociada a Fas con
dominio de muerte (FADD) y CASP8 formando el complejo Il, lo que daria lugar
a la puesta en marcha de la via extrinseca de la apoptosis. Sin embargo, si
aparece RIP3 dando el complejo lIb y se produce una inhibiciéon de la CASP8
con un aumento del RIP3 se activa el complejo IIb dando lugar a la necroptosis
(Glinther y cols., 2015; Micheau y Tschopp, 2003; Wang y cols., 2014, Newton
y cols., 2014; Zhang y cols., 2009; Zhou y cols., 2012) (Figura 4).
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Figura 4
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Leyenda. Esquema de necroptosis. Disponible en https://yuan.med.harvard.edu/discoveries

1.4.3. Apoptosis

Se sabe desde hace afios que existe una relacion entre la muerte celular
programada o apoptosis y la inflamacién, uno de los hallazgos a nivel
patogénico mas destacados de la EM. La apoptosis, descrita por primera vez
por Kerr y cols. en 1972, es uno de los procesos responsables de la
regulacion, entre otras, de las células autoinmunes en el organismo
humano. Asi, su desregulacion puede dar lugar a diversas patologias
incluyendo defectos en el desarrollo, enfermedades

neurodegenerativas, cancer o enfermedades autoinmunes.

1.4.3.1 Caracteristicas de la apoptosis

Cuando una célula va a sufrir apoptosis se activa un conjunto de eventos
moleculares que acaban dando lugar a la desintegracion del material celular,
generando restos envueltos en porciones de membrana. Se trata de un
proceso ATP dependiente, que produce los siguientes cambios morfoldgicos en
la célula: disminucion de su volumen debido a una deshidratacion de la misma,

condensacion de la cromatina que comienza en la periferia del nucleo,
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aparicion de protuberancias en la membrana, rotura de la envuelta nuclear que
acaba por desintegrarse y formacién de cuerpos apoptoticos en los que se
incluyen fragmentos nucleares y organulos celulares rodeados por fragmentos
de la membrana plasmatica (Blank y Shiloh, 2007). Una vez formados, los
cuerpos apoptoticos son fagocitados por macréfagos, células dendriticas
inmaduras o células de la microglia (Liu y cols., 2006; Roos y cols., 2004).
Ademas, durante este proceso, se suceden también un grupo de procesos
moleculares y bioquimicos que hacen que la muerte celular sea muy controlada
y claramente dirigida a células que ya han concluido su funcion o que estan
dafadas (Kroemer y cols. 2009). El proceso apoptético permite, por tanto,
eliminar células provocando el menor dafio tisular e inflamacién local (Garg y
cols., 2010).

Otra caracteristica de la apoptosis es la activacion de endonucleasas que
cortan el ADN de la célula en secciones internucleosomales (Arends, 1990;
Compton, 1992; Wyllie y cols., 1992). Asi, los segmentos en los que se
degrada el ADN forman un patrén caracteristico en escalera al correrlo en una

electroforesis en gel de agarosa.

Por ultimo, también sabemos que la apoptosis durante sus fases iniciales
afecta a la integridad de la membrana celular y sus funciones. Sin embargo, en
otros organulos como la mitocondria o los lisosomas, la integridad de la
membrana se mantiene hasta las ultimas etapas aunque, en el caso de la
mitocondria el potencial transmembrana se altera casi al inicio (Lizard, 1995;

Castedo, 1996; Darzynkiewicz y Traganos, 1998).

1.4.3.2 Papel de las CASPs en la apoptosis

Las CASPs son proteinas que contienen un residuo nucleofilico
de cisteina en el centro activo que presenta especificidad por los
residuos de aspartato incluidos en sus proteinas sustrato (Thornberry y
Lazebnik, 1998). Las CASPs actuan sobre un amplio numero de proteinas
involucradas en procesos celulares como la fragmentacion y reparacion del
ADN, la externalizacién de la fosfatidilserina de la membrana plasmatica o las
proteinas senalizadoras necesarias para la supervivencia celular (Elkon, 1999).
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La familia de las CASPs esta formada por 15 miembros de los cuales
vamos a centrarnos en aquellos que participan en la apoptosis. Las CASPs que
participan en este proceso de muerte celular se dividen en dos grupos. En
primer lugar, tenemos las conocidas como iniciadoras que incluyen la CASPS8,
CASP9 y CASP10, y en segundo lugar las efectoras que comprenden las
CASP3, CASP6 y CASP7 (Figura 5). Estas ultimas necesitan para su
activacion de su rotura por parte de las CASPs iniciadoras (Nicholson y
Thornberry, 1997; Green, 2000; Pop y Salvesen, 2009).

Figura 5
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Leyenda. CASPs iniciadoras y efectoras que participan en la muerte celular programada o apoptosis.
Modificado de Rupinder y cols., 2007

Las CASPs se expresan como zimégenos en su forma inactiva
(procaspasas). En el caso de las procaspasas iniciadoras son capaces de
autoactivarse gracias a su condicion autocatalitica. Sin embargo, las
procaspasas efectoras necesitan de la activacion por parte de las CASPs
iniciadoras (Siegel, 2006).

En cuanto a la estructura de las procaspasas, tanto las iniciadoras como
las efectoras presentan un dominio proteasa de alta homologia que puede ser

dividido en dos subunidades, una subunidad mayor (20 kDa) y otra menor (10
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kDa). Las procaspasas iniciadoras poseen también en su estructura una cola
N-terminal en la que pueden estar incluidos distintos motivos reguladores como
el dominio efector de muerte, conocido como DED por sus siglas en inglés, que
aparece en las procaspasas 8 y 10, o el dominio de reclutamiento de CASPs,
conocido como CARD por sus siglas en inglés, presente en la procaspasa 9. La
funcién de estos dominios es mediar las interacciones homo- y heterofilicas

entre las CASPs y con sus adaptadores (Rupinder y cols., 2007).

1.4.3.3 Proteinas anti y proapoptéticas

Para que la apoptosis tenga lugar es necesario disminuir el efecto
inhibitorio de distintas proteinas. La familia de proteinas conocidas como IAP
que comprende proteinas como XIAP, c-IAP1 y c-IAP2, presenta un potente
efecto inhibidor de las CASPs. Con el fin de que no ejerzan su funcion, se
liberan otras proteinas mitocondriales intermembranales como SMAC/DIABLO
y HtrA2 que inhiben la funcién antiapoptotica de las proteinas de la familia IAP
y por tanto permiten la activacion de las CASPs (Chai y cols., 2000; Srinivasula
y cols., 2003; Yang y cols., 2003).

Ademas, existen otras dos familias de proteinas que también participan en
la inhibicion de la apoptosis a distintos niveles. Se trata en primer lugar de la
proteina FLIP (FLICE-proteina inhibitoria) que impide el reclutamiento de
CASPS8 por parte de Fas, y en segundo lugar de la proteina Bcl-2 con Bcl-XL
que inhibe la liberacién del citocromo ¢ por parte de la mitocondria (Dianzani y
cols., 2003).

Es también conocido que la apoptosis puede ser regulada por las formas
solubles de Fas y FasL (sFas y sFasL) que se forman a partir de un splicing
alternativo o de una rotura proteolitica de los receptores unidos a membrana.
Asi, mientras el Fas y FasL unido a la membrana pueden poner en marcha la
apoptosis, las formas solubles pueden inhibirla, posiblemente, por unién
competitiva al receptor de membrana (Guicciardi y Gores, 2009).

Otras proteinas de elevada importancia en este proceso son las proteinas
de la familia Bcl-2 que desarrollan un papel clave en la via intrinseca de la

apoptosis. En sus estructuras los miembros de esta familia contienen de uno a
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cuatro dominios de homologia con Bcl-2 (BH) denominados BH1, BH2, BH3 y
BH4. Esta familia se divide a su vez, teniendo en cuenta su estructura y
funcién, en dos grupos: proteinas antiapoptéticas y proteinas proapoptéticas
(Adams, 2003; Youle y Strasser 2008, Chipuk y cols. 2010). Las proteinas
antiapoptoticas son las proteinas Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1, Bcl-W, Bcl-B y A1, y
excepto Mcl-1 y A1, todas contienen los cuatro dominios BH. Suelen localizarse
en la membrana mitocondrial externa, en el citosol o unidas a la membrana del
reticulo endoplasmatico. Estas proteinas ejercen su funciéon antiapoptética por

unidn directa a las proteinas proapoptoticas (Chipuk y cols. 2010).

En cuanto a las proteinas proapoptoticas las podemos dividir en dos
subtipos: las multidominios y las solo-BH3. Las proteinas multidominios, Bax y
Bak, contienen dominios BH1, BH2, BH3 y BH4. La activacion de estas
proteinas multidominios produce la permeabilizacién de la membrana externa
de la mitocondria, denominada MOMP por sus siglas en inglés, seguida de
diferentes acontecimientos a nivel celular y mitocondrial. Por su parte, las
proteinas solo-BH3 tienen, como su nombre indica, solo dominios BH3 formado
por nueve aminoacidos. Esta estructura es suficiente para desencadenar la
apoptosis (Huang y Strasser, 2000; Willis y Adams, 2005; Shibue y Taniguchi,
2006). Dentro del subtipo BH3 se incluyen las proteinas Bid, Bad, Bim, Puma,
Noxa, Bmf, Hrk y Bik entre otras. A su vez éstas podemos clasificarlas en
funcion de su capacidad para interactuar con proteinas antiapoptdticas o

proteinas multidominio.

1.4.3.4 Vias apoptoticas: Via extrinsecay via intrinseca

Existen dos vias apoptéticas denominadas extrinseca, la cual implica la
participacion de los receptores de muerte localizados en la superficie celular a
los que se unen ligandos extracelulares, e intrinseca, que implica la
participacion de la mitocondria y donde las sefiales de apoptosis provienen del
interior celular, generalmente generadas en respuesta a estrés celular, dafio
del ADN o infecciones virales entre otros. En ambas vias las CASPs
proapoptoticas y las proteinas de la familia Bcl-2 juegan un papel importante.
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La via extrinseca se pone en marcha tras sefales de estrés celular

detectadas y propagadas por receptores transmembrana especificos. A
continuacion, se produce la interaccion entre un miembro de la familia del TNF
o ligando de muerte (TNFa, TRAIL o FasL) y su correspondiente receptor de
muerte (TNFR1, TRAILR1 o Fas) formando el complejo de muerte celular,
conocido como DISC por sus siglas en inglés (Blank y Shiloh, 2007; Kalman y
cols., 2007). Esta via también se puede activar a través de receptores
denominados receptores de dependencia que soélo ejercen su funcién letal
cuando la concentracion de su correspondiente ligando disminuye a niveles
criticos (Schutze y cols., 2008; Mehlen y Bredesen, 2011). Una vez producida
la interaccion entre receptor y ligando, se estabiliza una conformacién en forma
de trimero, que induce cambios conformacionales, permitiendo el ensamblaje
de un complejo multiprotéico en la parte citosolica de estos receptores,
concretamente en un dominio de aproximadamente 80 aminoacidos llamado
dominio de muerte, conocido como DD por sus siglas en inglés (Boldin y cols.,
1995). El complejo supramolecular formado se conoce con el nombre de DISC,
que constituye la plataforma que regula la activacion de la CASP8 o 10
(Kischkel y cols., 1995). La union de las CASPs iniciadoras a DISC da lugar a
un cambio conformacional en éstas que las activa parcialmente y permite que
interaccionen entre ellas dando lugar a una rotura autoproteolitica que las
activa completamente. La activacion de las CASPs iniciadoras da lugar a la

activacion por protedlisis de las CASPs efectoras 3y 7 (Lavrik y cols. 2005).

Cabe destacar que existen células en las que se conectan las vias
extrinseca e intrinseca para que los receptores de muerte puedan inducir
eficientemente la apoptosis. En funcién de que esto ocurra o no, las células se
clasifican en dos tipos. Por un lado, estarian las células tipo |, como los
linfocitos, con elevado nivel de expresion del complejo DISC y alta actividad de
las CASPs iniciadoras en las que la activacion de estas CASPs es suficiente
para que se activen las CASPs efectoras (Scaffidi y cols., 1999; Ozoren y EI-
Deiry, 2002; Lavrik y cols., 2005). Por otro lado, estarian las células de tipo Il,
como los hepatocitos y células 3 del pancreas, donde el bajo nivel de expresién
de DISC y menor actividad de las CASPs iniciadoras hacen necesaria la

participacion de las mitocondrias para inducir la apoptosis. En este caso, las
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CASPs iniciadoras activan una proteina de la familia Bcl-2, conocida como
solo-BH3 Bid, mediante actividad proteolitica que da lugar a que la proteina
truncada tBid active el complejo Bax/Bak en la célula e induzca MOMP con la
posterior puesta en marcha de la via intrinseca (Luo y cols. 1998). Asi, tras la
MOMP, se activa la liberacién de citocromo c y factor inductor de la apoptosis
(AIF) en el citoplasma. El citocromo ¢ se une con otros factores apoptoticos
formando el apoptosoma el cual pone en marcha la cascada de CASPs
mientras AlF lidera por si mismo la apoptosis (Ventimiglia y cols., 2001; Kalman
y cols., 2007; Circu y Aw, 2010).

En el caso de la via intrinseca, el mecanismo se pone en marcha tras

sefales de estrés citosolico como agentes quimioterapeéuticos, radiaciones UV,
estrés oxidativo, danos en el ADN o existencia de proteinas con plegamiento
deficiente entre otras. En ella participan también proteinas de la familia del Bcl-
2. Tras el estimulo las proteinas proapoptoticas Bak y Bax se activan y se
forma el poro mitocondrial MOMP. En ese momento, el potencial de la
membrana mitocondrial desaparece, se deja de producir ATP y se liberan
proteinas apoptogénicas desde el espacio intermembranal al citoplasma. La
mas importante de estas proteinas es el citocromo c, el cual, una vez en el
citoplasma y junto a otras moléculas como Apaf-1 y (d)ATP, da lugar a la
formacion del apoptosoma vy la activacion de la CASP9 que, a su vez, activa
gracias a una cascada proteolitica la CASP3. El apoptosoma comprende siete
moléculas de Apaf-1 con 7 dominios CARD a través de los cuales se une la
procaspasa 9 al apoptosoma, gracias a las interacciones CARD-CARD. Esta
unién da lugar a cambios conformacionales que derivan en la activacién de la
CASP9 sin necesidad de un procesamiento proteolitico y que tiene la
capacidad de activar la CASP3. Otras formas de activacion de la CASP9 serian
una accién autocatalitica o bien el procesamiento de ésta por la CASP3 ya
activada, lo que da lugar a un desplazamiento de la CASP9, por parte de
moléculas procaspasa 9, del apoptosoma comenzando un nuevo ciclo de
activacion de la CASP9 (Zou y cols., 1997; Green y Reed, 1998; Blank y Shiloh,
2007; Waurstle y cols., 2012).
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Finalmente, podemos decir que ambas vias confluyen en la activacion de
las CASPs efectoras que son a su vez las responsables de la puesta en
marcha de la maquinaria apoptética que conducira a la destrucciéon de la célula
y la formacién de cuerpos apoptéticos que, como ya se ha dicho anteriormente,
seran engullidos por fagocitos impidiendo la liberacion del contenido celular y la

posible respuesta inflamatoria (Krysko y cols., 2006).

1.4.4. Apoptosis y EM
Se ha visto que la apoptosis es un mecanismo relevante en un gran
numero de patologias, destacando su implicacion en enfermedades como el
cancer, Alzheimer, Huntington o EM entre otras. Ademas, se ha visto también
una importante asociacion entre la apoptosis y el riesgo de padecer procesos

autoinmunes (Artemiadis y Anagnostouli, 2010).

Estudios en pacientes con EM han mostrado que fallos en el proceso de
apoptosis contribuyen a la etiopatogénesis de la enfermedad (Zipp, 2000;
Torado y cols., 2004). La existencia de células inmunes periféricas con
resistencia a la apoptosis, incrementada debido a la alteracion de diversas
moléculas con actividades pro- y antiapoptoticas (Sharief, 2000; Comi y cols.,
2000; Sharief y cols., 2001; Zipp y cols., 2000) podria alterar la regulacién e
intensidad de la respuesta inmune. Esto podria dar lugar a la aparicién en el
SNC de elevados numeros de células T reactivas frente a la mielina que
aumentarian el proceso de inflamacion (Ohsako y Elkon, 1999) y la muerte de
células neuronales participando en la aparicion y avance de la discapacidad
(Meyer y cols., 2001; Oren y cols., 2001; Pender, 2005; Zipp, 2000). Ademas,
recientemente se ha visto que la apoptosis ejerce dos efectos opuestos en la
EM, por un lado da lugar a la muerte de oligodendrocitos y neuronas en el SNC
y, por otro, inactiva la respuesta inmune y regula la homeostasis del sistema
inmune mediante eliminacion de células inmunes autorreactivas (Reichardt y
Luhder, 2012).

También estudios realizados en el modelo animal de EM han mostrado que
en la fase de recuperacion existen elevados niveles elevados de apoptosis
espontanea en células T de sangre periférica, o que el modelo animal Fas
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deficiente padece un curso progresivo cronico de la enfermedad (Schmied y
cols., 1993; Malipiero y cols., 1997).

Estos hallazgos apuntan a que es necesaria la realizacion de estudios de
genes candidatos involucrados en el proceso de apoptosis para conocer mejor

las bases genéticas que dan lugar al desarrollo de la EM.

Son muchos los estudios genéticos y de expresion realizados en EM que
han incluido entre los genes estudiados uno o varios de los genes implicados
en la apoptosis. Estos estudios se apoyan en hallazgos previos que muestran
la posibilidad de que el proceso apoptotico esté relacionado con la

etiopatogénesis de la enfermedad.

Entre los trabajos que se han realizado hasta este momento se encuentra
el de Gdédde y cols., en 2005 que recoge el estudio de 202 microsatélites
situados dentro o cerca de genes candidatos relacionados con la apoptosis y el
sistema inmune. Tras el estudio no encontraron asociacion de ninguno de los

genes con la enfermedad.

Otros trabajos como el de Moreno y cols., 2013, donde estudiaron
diferentes formas solubles pertenecientes a la superfamilia del TNF como sFas,
sFasL y sTRAIL llegaron a la conclusion de que TRAIL participa en la
patogénesis de la EM. También se ha visto que alteraciones en el gen del
receptor de TRAIL (TRAILR-1) influyen en la respuesta de los pacientes
tratados con IFN-B recombinante, uno de los tratamientos mas utilizados en

pacientes con EM.

Se ha relacionado también con la enfermedad la prevalencia de miembros
antiapoptoticos de la familia del Bcl-2 y proteinas inhibidoras de la apoptosis
(IAP) que se han encontrado en linfocitos T activados de pacientes con EM
clinicamente activa (Sharief y Semra, 2001, Semra y cols., 2002a, 2002b;
Sharief y cols., 2002, 2003; Mandel y cols., 2012), y el aumento de la expresion
del gen de la proteina adaptadora proapoptética (FADD) en pacientes con la
forma de EMRR (Reuss y cols., 2014).
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En la revision desarrollada en 2007 por Comabella y Martin, donde se
resumian los resultados obtenidos en estudios de expresion génica realizados
previamente en distintos tipos de muestras bioldgicas de pacientes con EM y
en EAE mediante microarrays, también se encontraron diferencias en la
expresion de varios genes relacionados con la apoptosis tanto en estudios
realizados en PBMCs como en tejido cerebral, en EAE o en estudios con

pacientes tratados con IFN-(

1.5.Factores genéticos en la EM

Los primeros datos que apuntaron a la importancia de la genética en la
susceptibilidad a la EM aparecieron a finales del siglo XIX, momento en el que
se hablaba ya de la posibilidad de que existiera una herencia familiar en la
enfermedad (Eichorst, 1896). Posteriormente, estudios epidemiolégicos
hallaron diferencias en género y/o etnia en cuanto al riesgo de padecer la
enfermedad asi como, en el riesgo de recurrencia de la EM en familias donde
los hermanos de los enfermos tienen 20 veces mas posibilidades de padecer la
enfermedad que la poblacion general (Sadovnik y Baird, 1988). Trabajos en
gemelos mostraron que en monozigotos la posibilidad de concordancia es del
20-35% con respecto a poblacion no emparentada, mientras que cuando los
gemelos son dizigotos la posibilidad de que uno padezca la enfermedad si la
padece el otro disminuye hasta el 2-5% (Mumford y cols., 1994; Willer y cols.,
2003). Por ultimo, el analisis en familiares de pacientes de 1°, 2° y 3° grado ha
mostrado también un mayor riesgo de padecer EM en éstos frente al riesgo
encontrado en la poblacion general (Sadovnick, 1994; Carton y cols., 1997;

Compston y Coles, 2002).

En los ultimos 25 afios se han realizado un importante numero de estudios
genéticos aunque, cuando mas se esta avanzando en el conocimiento de los
genes que confieren susceptibilidad a la EM es en estos ultimos afos gracias,
por un lado, a la aparicion de tecnologias de genotipado masivo y
ultrasecuenciacion que permiten realizar GWAS en tiempos reducidos y, por

otro, a la colaboracién entre grupos de investigacion que, aportando sus
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muestras a los estudios, consiguen tamafios muestrales que permiten alcanzar

un elevado poder estadistico.

1.5.1. Estudios de ligamiento
La primera regién cromosémica asociada a la susceptibilidad a la EM fue la
region del HLA situada en el brazo corto del cromosoma 6. Concretamente, en
1972 se asocio el HLA de clase | (Bertrams y Kuwert, 1972; Naito y cols., 1972)
y, posteriormente, se vio una fuerte asociacion del HLA de clase Il (Compston y
cols., 1976). El HLA fue durante muchos afios la unica region genética

asociada de forma consistente con la enfermedad.

En la primera mitad de la década de los 90, el numero de estudios de
ligamiento realizados con el fin de analizar si la enfermedad y algun alelo
mantenian una transmisiéon comun en las familias, fue elevado. Para ello, se
utilizaron distintos niveles de resolucién y de cobertura del genoma, pero fue a
mediados de esta década cuando se publicaron los primeros tres trabajos de
ligamiento realizados en genoma completo. Estos trabajos incluyeron familias
de Reino Unido, Estados Unidos y Canada. En el caso de Reino Unido y
Canada se incluyeron solo hermanos mientras que los estadounidenses
incluyeron extensas genealogias. Las metodologias de los estudios fueron
similares, incluyendo microsatélites a lo largo de todo el genoma con una
separacién de entre 10-15 cM tal y como se recomendaba. Estos trabajos
consiguieron identificar un elevado numero de regiones cromosomicas con
potencial implicacion en la susceptibilidad a padecer EM, entre ellas la region
del HLA (Ebers y cols., 1996; Sawcer y cols., 1996; Haines y cols., 1996).

Posteriormente se realizaron estudios del mismo tipo en ocho poblaciones:
Finlandia (Kuokkanen y cols., 1997), Cerdefa (Coraddu y cols., 2001), Italia
(Broadley y cols., 2001), Australia (Ban y cols., 2002), Paises Escandinavos
(Akesson y cols., 2002), Turquia (Eraksoy y cols., 2003) y también en poblacién
britdnica (Hensiek y cols., 2003). En la poblacidon australiana, escandinava y
turca solo se incluyeron familiares afectados por la enfermedad, mientras que
en los otros estudios participaron tanto miembros afectos como sanos. Los
resultados fueron dispares, y aunque algunas de las regiones ligadas o
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potencialmente ligadas a la enfermedad coincidian, la inmensa mayoria de
ellas no se replicaron en estudios posteriores. Ni siquiera la asociacion a la
region del HLA fue confirmada en algunos de estos estudios, y mientras
algunos replicaban este hallazgo de forma clara otros Unicamente mostraban

una baja o inexistente evidencia de ligamiento.

En 1999 y 2001, Wise y cols., y el Transatlantic Multiple Sclerosis Genetics
Cooperative respectivamente, realizaron un meta-analisis de estudios de
ligamiento en genoma completo desarrollados previamente, consiguiendo
valores estadisticamente significativos en varias regiones cromosémicas, entre
ellas, la 6p donde se encuentra el HLA (Wise y cols., 1999; Transatlantic

Multiple Sclerosis Genetics Cooperative, 2001).

En 2003, este mismo grupo junto al GAMES hizo un nuevo meta-analisis,
en este caso teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los diez estudios
de ligamiento realizados en genoma completo, descritos previamente, e
incluyeron ademas 42 pares de hermanos afectos de Reino Unido, que no
habian participado en estudios anteriores, en los que se genotiparon 398
marcadores. Unicamente la regién del HLA alcanzé un valor estadisticamente
significativo, mientras otras seis regiones presentaron valores que podrian
sugerir que se trataba de zonas potencialmente ligadas a la susceptibilidad de
la enfermedad (GAMES y the Transatlantic Multiple Sclerosis Genetics
Cooperative, 2003).

En 2005, el IMSGC tras estudiar los meta-analisis realizados hasta la
fecha, descubrié una serie de deficiencias en la calidad de los datos de los
distintos estudios incluidos y decidio revisar las familias disponibles de cuatro
de las poblaciones estudiadas (Australia, Paises Escandinavos, Reino Unido y
Estados Unidos) a las que se afadieron 216 familias no estudiadas
previamente. De nuevo, s6lo se encontré una asociacion entre el locus HLA y
la enfermedad (IMSGC, 2005).

En 2007 Hermanowski y cols., realizaron un meta-analisis de estudios de

ligamiento utilizando elGenome Search Meta-Analysis Method (GSMA) para el
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analisis de los resultados. Una vez mas, la region mas fuertemente ligada a la

enfermedad fue la 6p donde se encuentra el HLA.

Por tanto, tras la realizacion de todos estos trabajos la uUnica region
claramente asociada a la EM fue la del HLA. Esto sirvié para concluir, entre
otras cosas, que los estudios de ligamiento no son la forma mas adecuada para
la busqueda de genes ligados a la enfermedad cuando se trata de una
patologia genéticamente compleja. En estas patologias suelen estar implicados
un elevado numero de genes, cada uno de los cuales tiene un efecto moderado
en la susceptibilidad a la enfermedad e interaccionan entre ellos y con el
ambiente. Hay que tener en cuenta que la potencia de los estudios de
ligamiento depende fuertemente de la frecuencia de los alelos de
susceptibilidad en la poblacion estudiada (Risch y Merikangas, 1996), contando
con menos potencia estadistica que los estudios de asociacion que pueden
detectar variantes genéticas comunes que confieren un riesgo moderado de
susceptibilidad a la enfermedad. Muchos de los marcadores estan en /loci
adyacentes del genoma que se encuentran en desequilibrio de ligamiento,
permitiendo que los estudios de asociacion generen informacién aun cuando
los marcadores estan a una distancia menor de 0,5 cM del locus que produce
susceptibilidad a la enfermedad (Compston, 2000). Los estudios de asociacion,
por tanto, determinan si variantes genéticas especificas predisponen a una
enfermedad en una poblacién y tienen mayor potencia estadistica que los de
ligamiento en todos los casos, excepto en las enfermedades conocidas como
mendelianas donde existe una elevada penetrancia de las variables de baja
frecuencia (Risch, 2000).

1.5.2. GAMES
En 2003 se publicaron los resultados del estudio GAMES donde se
genotiparon un elevado numero de marcadores de forma sistematica. En este
caso se genotiparon 6.000 microsatélites situados cada 500 kb con la finalidad
de identificar nuevas regiones gendmicas de interés que contuvieran /loci
implicados en la predisposicion a la enfermedad (Barcellos y cols., 1997).
El proyecto GAMES partia de la idea de que al menos algunos de los

marcadores estudiados tendrian alelos en desequilibrio de ligamiento con
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variantes que influirian en la susceptibilidad a la enfermedad (Sawcer y
Compston, 2003). Para esto, seria necesario que la mayoria de alelos de
susceptibilidad pertenecieran a un locus ancestral comun y que ademas su
recombinacion, mutacion y conversion génica hubiera producido por azar la
eliminacion de wuna asociacion aleatoria con alelos de marcadores

flanqueantes.

En el proyecto GAMES participaron 15 paises, 14 europeos y Australia
(Figura 6), en los cuales se reclutaron 9.629 individuos (3.376 pacientes, 3.409
controles y 948 trios familiares formados por un individuo enfermo y sus
padres). Con el ADN de los individuos que participaron se construyeron pools
siguiendo la metodologia propuesta por Barcellos y cols., 1997. Los pools
contenian ADN de 200 casos o 200 controles. En el caso del ADN que
provenia de trios los pools se realizaron de forma que el ADN del miembro

enfermo del trio y el de sus padres fuera en pools diferentes.

El estudio de los 6.000 microsatélites se realizd6 mediante PCR generando

patrones de imagen de alelos para cada pool de ADN.
Se obtuvieron 35 regiones asociadas a la enfermedad, para las distintas

poblaciones estudiadas, analizando cada uno de los centros participantes sus

datos de forma individual.
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Figura 6

Leyenda. Mapa y grupos participantes en el proyecto GAMES. Fuente: Sawcer y Compston, 2003.

Mas del 80% de los cribados realizados mostraron una asociacion
significativa con uno o mas marcadores situados dentro del locus HLA. Esto
confirmaba la implicacién de los genes de esta region en la enfermedad. Otros

loci con efectos mucho mas débiles no pudieron ser identificados.

También se encontraron asociaciones para regiones que previamente
habian sido asociadas a la enfermedad mediante estudios de ligamiento.
Ejemplos de estos hallazgos son la regién 19913 la cual fue asociada
previamente por varios grupos y a través de un meta-analisis, o las regiones
11923 y 17q11 (Barcellos y cols., 1997b; Haines y cols., 1996; Kuokkanen y
cols., 1997; Pericak-Vance y cols., 2001, Sawcer y cols., 1996, Wise y cols.,
1999).

El analisis de los resultados incluidos en la bibliografia publicada a partir de
este estudio nos muestra que un total de 26 marcadores se asociaron a la
enfermedad en mas de una poblacion. El cromosoma en el que mas

microsatélites asociados a la enfermedad encontramos es el cromosoma 6 en
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el que, como ya se ha apuntado anteriormente, se localiza el HLA, por lo que
se confirmaria la importancia de esta regidn genética en la enfermedad.
Ademas, existen microsatélites del cromosoma 6 asociados a la EM en todas

las poblaciones estudiadas, excepto Turquia e Italia.

Un posterior meta-analisis de los resultados obtenidos en el GAMES
identific6 12 marcadores situados fuera de la region del HLA. Estos 12
marcadores fueron de nuevo genotipados, confirmandose la asociacion de tres
de ellos. Posteriormente, fueron estudiados en 937 trios familiares de Reino
Unido y como resultado se vio una asociacion poco robusta de los genes JAG1

y POU2AF1 con la enfermedad (The Games Collaborative Group y cols., 2006).

En el caso de Espaia el analisis de los resultados se realizé utilizando el
método de las ventanas deslizantes (Marques-Bonet y cols., 2005) que permitia
detectar potenciales regiones candidatas mediante la explotacién de la
distribucion de los marcadores asociados positivamente. Para ello se utilizo la
herramienta informatica denominada Association Cluster Detector (ADC), en la
que se introdujo una serie de datos que incluian los nombres de los
marcadores, su posicidn genomica y los valores p obtenidos de los estudios de
asociacion realizados. Estos valores p podian ser ajustados utilizando uno de
los cuatro métodos habituales: correccion de Bonferroni, correcion de Sidak,
Bonferroni secuencial o correccion basada en el FDR. Los valores p, ajustados
o no, fueron introducidos en el ADC dando lugar a la identificacién de regiones
genomicas que albergaban grupos de marcadores asociados a la EM. De todos
los marcadores incluidos en cada una de las ventanas, la herramienta
proporcionaba datos de asociacion que permitieron seleccionar aquellos

marcadores que presentaban una mayor asociacion con la enfermedad.

El método de ventanas deslizantes se realizé en todos los cromosomas. A
partir de cada marcador se definié6 una ventana de 2 cM de acuerdo con las
posiciones de los marcadores en el mapa SAG6 incluido en deCODE Genetic
(Gabriel y cols., 2002; Reich y cols., 2001) y se cuantificaron el numero total de
marcadores y el numero total de marcadores que mostraron asociacion. La

proporcion de marcadores con valores significativos en el cromosoma de
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estudio se uso para predecir el numero de marcadores significativos esperados
en cada ventana bajo la hipdtesis de una distribucién independiente de los
marcadores significativos. Se consideré que la ventana tenia un grupo de
marcadores asociados (numero de marcadores mayor o igual a dos) cuando la
probabilidad de obtener un numero de marcadores asociados de forma
significativa era igual o superior que el numero observado, es decir, menor que
0,05. (Figura 7).

En Espana, los individuos que participaron en el estudio fueron 200
pacientes con EM clinicamente definida y 200 controles sanos. En la fase inicial
del estudio se obtuvieron datos para 5.131 de los 5.546 marcadores iniciales,
con una media de un marcador por cada 0,58 cM. De esos 5.131 marcadores,
1.269 fueron considerados positivos tras el analisis estadistico. Se repitio el
genotipado en los 1.269 marcadores manteniéndose los valores significativos
en 645 marcadores. Tras la aplicacion de la herramienta de patrones de
imagen de alelos solo 191 de los marcadores mantuvieron un valor hipotético
superior a 0,05. De ellos destaca que, 11 se situaban en la region HLA del
cromosoma 6p21 (D6S459, D6S2444, D6S1955, D6S1662, D6S1034,
D6S1017, D6S1014, TNFa, SA-99, HO16369, G511525) lo que nos confirmd
que nuestro estudio tenia potencia para identificar loci en desequilibrio de
ligamiento en los que se encontraban genes que influyen en la susceptibilidad
de la enfermedad con un efecto moderado. Se confirmé la asociacion entre la
EM y 14 loci identificados en estudios previos de ligamiento: 3p14-13, 4q31-tel,
5p15, 5914-11, 5923-13, 6p21, 6q27-22, 10911, 12p13, 12923, 16p13, 17921-
24, 18p11, 19q13-12 (Akesson y cols., 2002, Barcellos y cols., 1997b;
Chataway y cols., 1998; Dai y cols., 2001; Ebers y cols., 1996; Haines y cols.,
1996; Kuokkanen y cols., 1996; Larsen y cols., 2000; Sawcer y cols., 1996; Xu
y cols., 1999). También se identificaron nuevas regiones asociadas a la
enfermedad, algunas de ellas situadas cerca de regiones previamente
asociadas a la enfermedad.
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Figura 7
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Leyenda: Ejemplo de imagen del método de las ventanas deslizantes. En la figura se muestra los
resultados del analisis del cromosoma 1 del estudio realizado en poblacién espafiola. De un total de 520
marcadores de este cromosoma, 50 mostraron una asociacion significativa con EM. El método identificd
seis ventanas, marcadas por las flechas en la figura, en las que existe una acumulacion excesiva de

marcadores asociados de forma significativa a la enfermedad. Modificado de Goertsches y cols., 2003.

1.5.3. Estudios de asociaciéon o estudios de genes candidatos

Paralela y posteriormente a los estudios de ligamiento y al estudio GAMES
realizados en EM, se desarrollaron un elevado numero de estudios de
asociacion. Estos estudios basan su estrategia en la seleccion de genes con
funcion conocida o que se habian asociado previamente a otras enfermedades
autoinmunes o neurolégicas. Como muestras se utiliza ADN de pacientes y
controles no emparentados y del mismo grupo étnico para evitar la existencia
de estratificacion. Para el estudio de estos genes se emplean marcadores
genéticos polimorficos, sobre todo SNPs. La férmula habitual es la seleccion de
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varios SNPs situados en la region del gen, en su regién promotora o en los
alrededores de su secuencia, permitiendo la formacion de haplotipos. Con el fin
de que los SNPs proporcionen la mayor informacion posible, se seleccionan
aquellos que estan situados en los exones del gen y, si es posible, que el
cambio del nucledtido produzca un cambio en el aminoacido de la proteina, es

decir, nucledétidos no sindnimos.

La realizacién de este tipo de trabajos, a través de la eleccion de genes
candidatos, fue muy comun en la primera década del siglo XXI. Algunos de los
genes se eligieron por su relevancia biolégica, como el IFN-y y diversas IL (IL-
1, IL-10), el TNF-a o el antigeno 4 asociado a linfocitos T citotoxicos (CTLA-4),
y otros por encontrarse dentro de las regiones cromosomicas previamente

asociadas a la EM o a otras enfermedades autoinmunes.

También se realizaron estudios a nivel del ADN mitocondrial, debido a que
se habia sugerido previamente la posible implicacion de estos genes en la EM
y a que, enfermedades como la neuropatia Optica hereditaria de Leber,
causada por mutaciones en el ADN mitocondrial, tiene como sintoma una

desmielinizacion inflamatoria similar a la que aparece en la EM.

De esta forma, son mas de 100 los genes que se han asociado en algun
momento a la enfermedad, sin embargo, los resultados de estos estudios no
han sido tan concluyentes como podiamos pensar en un principio ya que,
aunque el numero de genes con resultados estadisticamente significativos para
las distintas poblaciones ha sido alto, la replicacion de estos hallazgos en otras

poblaciones ha sido baja.

El unico gen claramente asociado con la EM ha sido el HLA-DR1, en
concreto el haplotipo HLA-DR2 (DRB1*15:01, DQA1*01:02, DQB1*06:02) que
se encuentra dentro del cromosoma 6p21 y que se ha visto fuertemente ligado
a la enfermedad en caucasicos explicando entre el 25-35% del componente
genético de la enfermedad (Olerup y Hillert, 1991; Haines y cols., 1998, Dyment
y cols., 2004; Sawcer, 2008). Ademas, dentro de este haplotipo los trabajos

indican que los alelos DR son los mas relevantes en la asociacion (Martin y

37



cols., 1992). Asi, el alelo HLA-DRB1*15:01, el principal factor de riesgo,
incrementa entre 3 y 7 veces el riesgo de padecer EM en funcidn de si se trata

de un homocigoto o un heterocigoto (Barcellos y cols., 2006).

Se barajan varios motivos para explicar la no replicacion de los resultados
obtenidos para otros genes, quizas el mas habitual sea el uso de tamafos
muestrales reducidos que limitan el poder estadistico y no permiten confirmar o
refutar la participacion de los genes estudiados en la susceptibilidad a la
enfermedad, sobre todo en aquellos genes con un efecto moderado en la
enfermedad. El uso de tamafos muestrales reducidos da lugar a unos valores
de OR muy bajos en aquellos genes asociados que ejercen un efecto
moderado dentro de la enfermedad. De aqui, que sea necesario utilizar un
numero elevado de muestras tanto de pacientes como de controles para
alcanzar el poder estadistico necesario. Tampoco debemos descartar el uso de
diferentes protocolos o tecnologias a la hora de realizar el genotipado de las
muestras o la dificultad para la seleccion de los genes mas adecuados para su

estudio entre otros.

Los resultados contradictorios de estos trabajos nos ayudaron a entender
que este tipo de estudios debian desarrollarse como grandes colaboraciones

para poder obtener datos fiables.

1.5.4. GWAS

La aparicién de tecnologias de genotipado masivo permitié el desarrollo de
GWAS. Estos trabajos tienen la ventaja de permitir el estudio de cientos o
incluso miles de SNPs a la vez en cientos o miles de muestras, sin embargo,
tienen como desventaja un precio elevado. Su estrategia se basa en la
comparacion de la frecuencia de los alelos de los SNPs situados en genes a lo
largo de todo el genoma utilizando para ello pacientes y controles sanos no
vinculados familiarmente. Sin duda, es una potente herramienta para el estudio

de enfermedades poligénicas (Cree, 2014).
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Un problema frecuente en ellos es el alto numero de falsos positivos
obtenidos en las asociaciones, por lo que hay que optar por la confirmacion de
los resultados obtenidos con nuevos estudios realizados en poblaciones
independientes. El numero de estudios realizados mediante arrays de SNPs en

los ultimos anos es elevado.

Durante el afio 2007 destacan cuatro GWAS realizados que llevaron a la
confirmacion de la participaciéon en la susceptibilidad a la enfermedad de varios
genes distintos al HLA. Dichos estudios fueron desarrollados por el IMSGC
(Hafler y cols., 2007) y por el Multiple Sclerosis Genetics Group (Gregory y
cols., 2007). En el primero participaron 931 trios familiares, 609 trios, 2.322
pacientes y 789 controles. Se realizé un proceso con dos pasos de genotipado,
incluyéndose en el primero 334.923 SNPs de los cuales se seleccionaron 110
para un segundo genotipado de confirmacion. De estos 110 SNPs, mostraron
una fuerte asociacion con la EM dos SNPs situados en el gen de la cadena alfa
del receptor de la IL-2 (IL2Ra), un SNP situado en el gen de la cadena alfa del
receptor de la IL-7 (/L7Ra), y varios SNPs situados en el locus HLA-DRA
fuertemente asociado a la EM. En el segundo estudio se incluyeron 760
familias estadounidenses y se identific6 una asociacion entre un SNP situado
en el gen del IL7Ra (rs6897932) y la EM. Posteriormente, estos resultados
fueron confirmados en varios estudios realizados en poblacién europea
independiente. El valor p alcanzado tras el analisis de todos los datos
obtenidos fue de 2,9 x 10°".

Posteriormente, en el mismo afo, se realizé un tercer estudio (Lundmark y
cols., 2007), en el que se incluyeron muestras de 1.820 pacientes y 2.634
controles sanos de paises nordicos (Dinamarca, Finlandia, Noruega y Suecia).
En este estudio se genotiparon varios SNPs entre los que se encontraba el
rs6897932 confirmandose también la asociacién del gen IL7Ra, a través del

SNP rs6897932, que fue el mas fuertemente asociado con la EM.

Por tanto, de estos tres estudios cabe destacar la confirmacidon de la
participacion de genes del HLA asi como de los genes IL7Ra e IL2Ra en la

susceptibilidad a padecer EM.
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El cuarto estudio fue el realizado por Burton y cols., también en el 2007, en
el que incluyeron 975 pacientes y 1.500 controles y estudiaron 14.500 SNPs no
sindnimos, obteniendo como resultado asociaciones para 10 genes. Ademas
de replicarse la asociacion del HLA observada previamente, se asociaron
también SNPs de genes como SLC4A5, FJL10902, IL7R, INNPP5A, LRPS5,
GIPR, SAP102, ZNF45 y FJL10204.

Un afio después, en 2008, Comabella y cols., realizaron un GWAS en el
que se incluyeron pooles de ADN de 242 pacientes con EMRR/SP y el mismo
numero de controles. Para el genotipado utilizaron el microarray Affymetrix
500K EA con 428.867 SNPs. Tras el primer genotipado se seleccionaron 320
SNPs, los que mostraron un mayor grado de asociacién. Con estos SNPs se
realizdé una segunda fase, incluyendo 100 pacientes y 100 controles sanos, en
el que se buscaba la confirmacién de las asociaciones obtenidas inicialmente.
Como resultados se obtuvieron 8 SNPs que mostraron una asociaciéon mas
fuerte alcanzando valores p por debajo de 0,01. La validacion de este estudio
viene dada por el hecho de que, como en anteriores estudios realizados, el
SNP que mostré6 una mayor asociacion fue el rs3129934 situado cerca del
locus HLA-DRB1 (valor p=1,4 x 10°; OR=3). El resto de SNPs asociados se
encontraban situados en los genes E2F1, LOC121727 y uno de ellos, el de
mayor valor p tras rs3129934, se situaba en una region no anotada

previamente del cromosoma 13, concretamente en la regién 13931.3.

En 2009 fueron Baranzini y cols., los que realizaron un GWAS en el que se
incluyeron 978 pacientes y 883 controles sanos. Para ello se utilizd el
microarray Sentrix HumanHap550 BeadChip con 551.642 SNPs. En este
estudio se volvid a confirmar la participaciéon del HLA en la enfermedad.
Ademas 13 marcadores pertenecientes a 12 genes alcanzaron valores p
estadisticamente significativos < 0,05. Se trata de los genes C200rf46, GPCS5,
PDZRN4, CSMD1, SLC25A36, SH3GL2, TBC1D2, EN1, MGC45800, ZIC1,
DDEF2 y TRIB2. Por otro lado, se obtuvieron resultados positivos para genes

que habian sido anteriormente asociados con la enfermedad en el estudio
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realizado en el 2007 por el IMSGC. Estos fueron PTPRU, PARK2, RDH10, JRK
y RPS29.

También en el 2009, De Jager y cols., realizaron un meta-analisis de varios
GWAS publicados y no publicados previamente. Se trabajé con datos de
2.560.000 SNPs genotipados en 2.624 pacientes y 7.220 controles sanos.
Como resultado obtuvieron la replicacion de asociacion de varios genes
implicados como el HLA-DRB1, HLA-B, CD58, IL2RA, IL7R y CLEC16A. Junto
a éstos, obtuvieron resultados positivos para un grupo de tres genes que
previamente no habian sido asociados: TNFRSF1A, IRF8 y CD6. Por ultimo,
identificaron siete genes que, aunque no alcanzaron valores estadisticamente
significativos, si mostraron una tendencia. Se trata de los genes CXCR4,
PTGER4, MPHOSPHY, ZMIZ1, IL12A, RGS1y OLIG3-TNFAIPS.

En el mismo afio, el ANZgene realiz6 también un GWAS con 1.618
pacientes y 3.413 controles sanos en los cuales se genotiparon 302.098 SNPs.
Para 46.817 SNPs se obtuvo un valor p significativo (< 1 x 104). Con los 100
SNPs que presentaron un valor p mas significativo, se llevé a cabo un estudio
de confirmacion en el que se incluyeron 2.256 pacientes y 2.310 controles. De
estos 100 SNPs, 91 pasaron los filtros de control de calidad. Veintiuno de ellos
alcanzaron un valor p <0,05. De los 21 SNPs, seis de ellos pertenecian a loci
no asociados previamente a la susceptibilidad a la EM (12q13-14 y 20q13),
otros nueve pertenecian a loci que, aunque previamente no se habian asociado
a EM, si se habia visto una tendencia. Y otros seis pertenecian a loci
previamente asociados a la susceptibilidad de padecer EM.

En 2010 Sanna y cols., realizaron un nuevo GWAS en el que incluyeron
882 pacientes y 872 controles sanos. En cuanto al numero de SNPs
genotipados en estas muestras fueron 6.607.266 usando para ello el
microarray de Affymetrix 6.0. Como en los casos anteriores, los SNPs que
alcanzaron un valor significativo mas elevado fueron aquellos situados dentro
de la region del HLA. Posteriormente, se eligieron nueve SNPs para ser
validados en una cohorte diferente compuesta por 1.264 pacientes y 1.305
controles. En los controles se incluyeron 403 pseudo-controles que provenian
de trios con un afectado. De los nueve SNPs solamente uno mostré un valor p
significativo (p<0,05) y fue nuevamente genotipado en una cohorte con 511
pacientes y 700 controles entre los que se incluian 128 pseudo-controles. En
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concreto, el SNP que se genotipé fue el rs9657904 que se encuentra situado
en el intron 1 del gen CBLB. Otro GWAS realizado en 2010 fue el de Nischwitz
y cols., en este caso se incluyeron 590 pacientes y 825 controles sanos y se
genotiparon con los microarrays lllumina HumanHap300 y Human CNV 370-2.
El microarray Illumina HumanHap300 contiene aproximadamente 300.000
SNPs. Catorce de los SNPs que presentaron un valor estadisticamente
significativo estaban situados en la regién del HLA. Fuera de esta region, los
SNPs que presentaron un valor p mas significativo fueron tres: rs3780792 que
pertenece al gen VAV2, rs3745672 que pertenece al gen ZNF433, y por ultimo
el SNP intergénico rs2503875.

En el 2011 fue el grupo de Patsopoulos y cols., los que realizaron un meta-
analisis de estudios realizados previamente, en concreto del GWAS realizado
en 2007 por el IMSGC, el meta-analisis realizado por De Jager en 2009 y el
GWAS realizado por ANZgene en 2009. Se incluyeron datos de 5.545
pacientes y 12.153 controles sanos en los que se habian genotipado 2.529.394
SNPs. Como en los otros casos, la mayoria de los SNPs que alcanzaron
valores p significativos estaban ubicados en la regién del HLA. Tres de los
SNPs no habian sido descritos previamente asociados a la EM ni a otras
enfermedades inflamatorias. Se trata del SNP rs170934 localizado en una zona
intergénica del cromosoma 3 entre los genes CMC1 de funcion desconocida y
el gen EOMES que es paralogo de TBX21/TBET. El segundo SNP es el
rs2150702 que se encuentra situado en el segundo intrén del gen MLANA en el
cromosoma 9 que es conocido como antigeno del melanoma. Y, por ultimo, el
tercer SNP es el rs6718520 también situado en una region intergénica del
cromosoma 2 cerca del gen THADA. También se obtuvieron datos para otros
cuatro loci previamente asociados a la EM; se trata de SNPs situados en la
region de los genes IL2RA, CD58 y STAT3. Sin embargo, no se encontraron
valores significativos para loci previamente asociados como KIF1B, CBLB y
crbp15.32. Tras este importante numero de GWAS realizados entre el 2007 y el
2010 el numero de genes asociados a la susceptibilidad de la EM que se
habian confirmado ya superaba los 40.

Es importante mencionar que el GWAS realizado hasta el dia de hoy con
mayor tamafio muestral fue el desarrollado por parte del IMSGC (IMSGC and
WTCCC2, 2011), que incluyé 9.772 pacientes y 17.376 controles sanos. En él
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se genotiparon 441.547 SNPs vy, tras la realizacion de las confirmaciones
necesarias, este estudio obtuvo resultados que permitieron elevar a 52 el
numero de /loci que conferian riesgo para la EM. En 2013 se recuperaron cinco
loci de este estudio que habian quedado muy cerca de alcanzar el valor
estadisticamente significativo necesario y se volvieron a estudiar con un
resultado positivo que hizo aumentar el numero de /oci asociados hasta 57
(IMSGC, 2013a). En ese mismo afio se publicaron los datos del InmunoChip,
en el cual tras genotipar 38.589 SNPs se elevo el numero de genes fuera de la
region del HLA asociados de forma solida con la EM hasta 110 (IMSGC,
2013b). En breve se publicaran por parte del IMSGC los resultados de un meta-
anadlisis de todos los GWAS realizados hasta la fecha, y se estima que

aumentara el numero de genes asociados con la EM a mas de 200.

Por tanto, los GWAS estan generando una gran cantidad de informacion en
cuanto a genes implicados en la enfermedad. Sin embargo, al realizar estudios
de expresion nos encontramos con que los resultados no se reproducen ya
que, tras varios estudios publicados solamente un 6% de los genes
diferencialmente expresados se han identificado en al menos dos estudios

(Kemppinen y cols., 2011)

Por tanto, con los estudios realizados hasta este momento, podriamos
decir que la EM es una enfermedad genéticamente compleja en la que
intervendrian un indeterminado numero de genes donde cada uno de ellos
contribuiria con un riesgo pequefio 0 como mucho moderado en el desarrollo
de la enfermedad. El numero de genes implicados en la enfermedad, las
interacciones que existen entre ellos asi como, entre genes y ambiente son aun

desconocidos.

1.6.Justificacién del estudio

La genética ha experimentado avances muy importantes en el ultimo siglo
gracias, sobre todo, a los descubrimientos e invenciones que se produjeron en
este campo. Entre ellos, los mas destacados han sido el descubrimiento de la
estructura de doble cadena del ADN, en 1953, por J. Watson y F. Crick
(Watson y Crick, 1953), la invencion de la técnica de PCR (Mullis y cols, 1986)
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y el desarrollo del Proyecto Genoma Humano que, concluido en 2004, nos ha
permitido conocer la secuencia completa de nuestro genoma (International
Human Genome Sequencing Consortium, 2004). Estos tres progresos han
permitido un importante desarrollo de la genética en general y de la genética
humana molecular, la gendmica, la farmacogenética, la farmacogendmica, la

biotecnologia y la biomedicina, en particular.

El estudio de las bases genéticas de las enfermedades es clave para un
diagndstico mejor y mas rapido de las patologias asi como para su mejor
tratamiento. En los ultimos afios se han descubierto un gran numero de genes
que pueden generar susceptibilidad a la EM; sin embargo, hay muchos que aun
estan pendientes de replicacion en otras poblaciones o que obtenidos a través
de tecnologias de genotipado masivo o de secuenciacion estan pendientes de

confirmacion.

El presente estudio persigue la confirmacién de la participacion de tres
genes en la susceptibilidad a la EM. En concreto, se trata del gen PRF1, el gen
CASP8y el gen BTGT.

Las razones que nos llevaron a la seleccion de estos tres genes para su

confirmacion son varias.

En primer lugar, el hecho de que estos tres genes estén implicados en el
mecanismo de muerte celular por apoptosis. Como ya se ha mencionado
anteriormente, existen estudios que indican que la apoptosis podria jugar un
papel importante en la EM (Zipp, 2000; Torado y cols., 2004) debido a la
relacion que se ha visto que existe entre la apoptosis y la inflamacion, uno de

los hallazgos mas caracteristicos de la EM.

Una segunda razoén fueron los resultados obtenidos en el proyecto GAMES.
Este proyecto consistidé, como ya se describié anteriormente, en el genotipado
de 6.000 microsatélites en muestras de pacientes y controles reunidas
formando pooles. Una vez realizado el genotipado, los resultados de la

poblacion espafola fueron analizados mediante el método de las ventanas

44



deslizantes, lo que permitié obtener regiones del genoma asociadas a la
susceptibilidad de padecer EM. Tras conocer dichas regiones, se hicieron
busquedas de los genes incluidos dentro de aquéllas que presentaban un valor
p inferior a 0,05 y en sus alrededores, delimitando el estudio a las 5.000 pares
de bases anteriores y posteriores a la region. Entre los genes incluidos en
estas regiones o en sus alrededores, se encontraron diversos genes implicados
en la apoptosis, entre los que estaban PRF1 (situado en la region anterior a la
zona D10S537-D10S1685), CASPS8 (situado en la regién posterior a la zona
D252392-D2S309), y BTG1 (situado en la regién anterior a la zona D12S2077-
D12S301). Las regiones obtenidas a partir del proyecto GAMES que contienen
dos 0 mas marcadores se muestran a continuacion (Tabla 1).

La tercera razon para nuestra seleccion seria el hecho de que existian
estudios previos, realizados con microarrays de expresion, en los cuales
también se vieron diferencias en la expresion de genes implicados en la

apoptosis (Comabella y Martin, 2007).

Tabla 1

: Region Cr Region
_ D1S478-D1S2725 9 D9S144-D9S775
_ ATA-D1S520 10 D10S1751-D10S1779
_ D1S394-D1S398 D10S537-D10S1685
_ D1S2794-D1S1660 11 D11S1366-D11S4120
_ D1S2760-D1S1644 12 D12S391-D12S1581
_ D2S297-D2S1400 13 D13S1492-D13S146
_ D2S428-D2S394 14 D14S585-D14S283
_ D3S611-D3S3693 D14S1280-D14S275
_ D3S2425-D3S2427 D14S614-D14S267
_ D4S2460-D4S3245 15 D15S811-D15S999
_ D5S1953-D5S1486 16 D16S769-D16S3093
_ D5S1463-D5S2499 17 D17S974-D17S1303
_ D5S494-D5S657 D17S917-D17S808
_ TNFa-D6S2444 18 D18S865-D18S872
_ D6S1275-D6S467 20 D20S603-D20S846
D7S677-D7S634 X DXS1218-DXS8049
_ D8S543-D8S175 DXS339-DXS8052

Leyenda: Ventanas que incluyen grupos de marcadores asociados a EM en poblacién espaiiola.
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En este contexto, se observaron diferencias en cuanto a la expresion de la
PRF1 en el estudio realizado por Baranzini y cols., 2005 en el modelo animal
de EM.

En el caso de BTG1 se vio una diferencia en su expresion en PBMCs tanto
en el analisis realizado por Bomprezzi y cols., 2003 como en el de Mandel y
cols., 2004. Ademas, también se observaron diferencias en la expresion de
este gen en el estudio llevado a cabo en tejido cerebral por Jelinski y cols.,
2005 y en estudios realizados en modelo animal por Spach y cols., 2004;
Baranzini y cols., 2005; Paintlia y cols., 2004; Ibrahim y cols.,2001; Jelinski y
cols., 2005y Carmody y cols., 2002.

En el caso del gen CASP8 se observaron diferencias en cuanto a su
expresion en los estudios realizados por Mandel y cols., 2004; Maas y cols.,
2002; Achiron y cols., 2004 en PBMCs vy los realizados por Baranzini y cols.,
2005y Carmody y cols., 2002 en EAE.

Por tanto, el estudio de la implicacion de genes relacionados con la
apoptosis en la etiopatogénesis de la enfermedad es importante a la hora de
identificar biomarcadores ya sea tanto para el prondstico y/o diagnédstico de la
enfermedad, como para predecir la respuesta a los distintos tratamientos. Este
es el motivo que nos ha llevado a realizar esta tesis en la que se incluyen los
resultados de los estudios realizados para la confirmacion de la participacion en
la susceptibilidad de padecer EM de tres genes candidatos involucrados en la

apoptosis. Los genes estudiados se describen a continuacion.

1.6.1. El gen PRF1
Varios estudios han sugerido un importante papel de las células T CD8*
citotoxicas autoinmunes en la EM, ya que son el subgrupo de células T mas
frecuente en los infiltrados inflamatorios de las lesiones producidas en la
enfermedad y se cree que contribuyen al dafio neuronal (Skulina y cols., 2004;
Friese y Fugger, 2005; Junker y cols., 2007; Pittock y Lucchinetti, 2007; Lu y
cols., 2009; Friese y Fugger, 2009). Una de las vias a través de las cuales

estas células ejercen su citotoxicidad es la de la PRF1.
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La PRF1 es una glicoproteina de 70 Kda y 534 aminoacidos que pertenece
a la familia de proteinas denominado complejo de ataque de
membrana/perforina, conocidas como MACPF por sus siglas en inglés, y cuya
principal funciéon es formar poros, compuestos de entre 12 y 18 mondmeros,
en la membrana de las células sobre las que actua, para permitir la entrada de
granzimas en el citoplasma de la célula diana dando lugar a un efecto citolitico
y muerte por apoptosis con actividad de las CASPs (Tschopp y cols., 1986;
Lichtenheld y cols., 1988; Trapani y Smyth, 2002). Se ha visto que la granzima
B se presenta en niveles elevados en las lesiones activas de EM (Haile y cols.,
2011). Dentro de las células que la contienen, ademas de las células
citotoxicas T CD8*, estan las células NK y las células T yd (Chavez-Galan y
cols., 2009; Tejera-Alhambra y cols., 2012) donde se encuentra formando
granulos citoplasmaticos liticos que son liberados sobre sus células dianas
para su eliminacién, una vez que estas son reconocidas por la célula citotéxica.
Recientemente, se ha visto la expresion de PRF1 en otros tipos celulares como
neutréfilos (Kish y cols., 2012) y células B reguladoras donde se cree que
podria mediar la funcion supresora de estas células sobre los linfocitos T CD4*
(De Andrés y cols., 2014).

Los mecanismos que ponen en marcha la liberacion de la PRF1 no son del
todo conocidos pero se sabe que estan involucradas proteinas como la Munc
13-4, Munc 18-2 o la sintaxina 11 (Lieberman, 2003).

Ademas de su efecto citolitico, recientemente también se han visto efectos
no citoliticos para la PRF1 como su participacion en el control de la reactivacion
de la infeccion neuronal provocada por el virus HSV-1 o su contribucién a la
activacion de células T CD8* y presentacion del antigeno a las células
dendriticas durante la infeccion por arenavirus (Knickelbein y cols., 2008;
Lykens y cols., 2011; Terrell y Jordan, 2013).

En cuanto a la genética no queda muy claro como las alteraciones en el
gen PRF1 influyen en la EM. Se sabe que mutaciones bialélicas del gen PRF1
causan la enfermedad conocida como linfohistiocitosis hemofagocitica familiar.

Se trata de una enfermedad con similitudes al sindrome autoinmune
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linfoproliferativo, que se caracteriza por una inflamaciéon progresiva causada
por una respuesta inmune ineficiente e incontrolada debido al fallo en las
células CTL y NK.

Estudios in silico muestran que la aparicién de mutaciones en la estructura
de PRF1, generalmente, producen una desestabilizacion de la estructura de la
proteina dando lugar a un plegado incorrecto de la molécula y, algunas de
estas mutaciones, reducen su actividad generando susceptibilidad a
enfermedades autoinmunes como la EM. Sin embargo, otros estudios apuntan
a que la no expresion por deleccion genética de la PRF1 protege a los axones
desmielinizados (Howe y cols., 2007; Deb y cols., 2009; Deb y cols., 2010) o a
que la rotura de la barrera hematoencefalica es dependiente de la expresion de
PRF1 (Suidan y cols., 2008).

Por ultimo, trabajos previos de nuestro grupo han permitido identificar en
poblacion espafiola regiones gendmicas que estan implicadas en la
susceptibilidad a la EM, entre las que se encuentra la region 10921 que alberga
el gen PRF1 (Goertsches y cols., 2003; Marqués-Bonet y cols., 2005). Otros
dos genes incluidos en esta region gendmica, disintegrin and metalloproteinase
metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif 14 (ADAMTS14) y
chromosome 10 open reading frame 27 (C100rf27), se han asociado con la
susceptibilidad a padecer EM (Goertsches y cols., 2005; Goertsches y cols.,
2008).

Otros estudios como el realizado por Cappellano y cols., 2008, donde se
secuencio el gen PRF1 en un grupo de casos y controles recogidos entre
poblacién italiana, muestran la existencia de un mayor numero de variaciones
en el gen PRF1 en el caso de los pacientes con EM. Por ello, teniendo en
cuenta las evidencias encontradas que apuntan a que la PRF1 puede tener un
papel en el riesgo genético de padecer EM, hemos decidido estudiar si
polimorfismos incluidos en el gen PRF1 estarian implicados en la

susceptibilidad a la EM.
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1.6.2. El gen de la CASP8

Las CASPs, como ya se dijo antes, son una familia de enzimas
intracelulares que participan activamente en la apoptosis dando lugar a la
muerte celular. Se ha visto que actuan sobre varios tipos celulares, entre los
que se encuentran las neuronas en diversas enfermedades
neurodegenerativas. En concreto, la CASP8, conocida previamente como
FLICE, cuyo gen se localiza en el cromosoma 2, esta incluida entre las CASPs
denominadas iniciadoras del proceso apoptdtico a través de la via extrinseca
(Barnhart y cols., 2003). Como sucede en otras CASPs, la CASP8 es
sintetizada como un zimdégeno monomérico formado por un prodominio,
compuesto por dos dominios efectores de muerte (conocidos por sus siglas en
inglés DED), unido a dos subunidades cataliticas conocidas como subunidad
grande y subunidad pequena. Para que la CASP8 se active es necesario la
rotura enzimatica del zimdégeno a nivel de dos residuos de acido aspartico
situados en las posiciones 374 y 384 entre las subunidades grande y pequefa
(Zhao y cols., 2010). Su inhibicion vendria dada por dos isoformas paralogas
no cataliticas de la CASP8 denominadas cFLIPLy cFLIPs, en funciéon de que se

trate de la forma larga o corta.

Ademas de su funcién dentro de la apoptosis, esta enzima presenta
también funciones no apoptéticas importantes como participacion en el
desarrollo embrionario, activacion y proliferacién de las células T, proliferaciéon
de otras células como las B o las NK, migracion celular o activacion de la
microglia (Chun y cols., 2002; Salmena y cols., 2003; Burguillos y cols., 2011).
Estudios realizados en ratones indican que la disminucion en la expresion de
CASPS8 en la etapa embrionaria lleva a la muerte del embrién debido a una

necrosis incontrolada.

Esta enzima ha sido implicada en enfermedades como la EM, esclerosis
lateral amiotréfica, enfermedad de Parkinson y enfermedad de Alzheimer entre
otras (Das y cols., 2008; Tokuda y cols., 2007, Tatton y cols., 2003; Ho y cols.,
2009; Taru y cols., 2004; Chung y cols., 2003; Burguillos y cols., 2011).
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En estudios previos se ha visto que la disminucion en la expresion del gen
CASP8 esta correlacionada con la rotura de la barrera hematoencefalica y con
la inflamacion cerebral. Estos hallazgos invitan a pensar que la baja expresion
podria estar involucrada en un fallo de la regulacién de las células de sangre
periférica que pueden atravesar la barrera hematoencefalica (Gomes y cols.,
2003).

En trabajos realizados por nuestro grupo se vio que el gen CASP8 estaba
situado proximo a una regidon cromosémica localizada en el cromosoma 2
(2933-g34) que confiere susceptibilidad para la EM (Goertsches y cols., 2003;
Marques-Bonet y cols., 2005). Por otro lado, la CASP8 presenta diferentes
perfiles de expresion en estudios realizados tanto en pacientes con EM como
en el modelo animal de la enfermedad, la EAE (Comabella y Martin, 2007). Por
ultimo, diversos estudios en pacientes con enfermedades neurodegenerativas
como la EM frente a controles sanos, han encontrado una sobreexpresién de
esta enzima en PBMCs mientras otros han encontrado una disminucion de su
expresion (Maas y cols., 2002; Mandel y cols., 2004). Ademas, se observo una
disminucion de la expresion durante el brote comparado con la fase de
remision (Achiron y cols., 2004). Estudios en EAE han mostrado una
sobreexpresion en el SNC durante la fase de brote frente a la fase de
recuperacion y frente a controles sanos (Carmody y cols., 2002, Baranzini y
cols., 20095).

También se cree que la CASP8 podria jugar un papel importante en el
proceso de neuroinflamacion, uno de los hallazgos mas caracteristicos de la
EM, junto al inflamasoma NLRP3, el cual se ha visto que participa en el
desarrollo de las enfermedades neurodegenerativas y se cree que podria estar
implicado en la EM de acuerdo con los resultados obtenidos en modelo animal,
aunque por ahora aun no esta del todo claro (Inoue y Shinohara, 2013; Inoue y
cols., 2012).

Teniendo en cuenta todos estos hallazgos y la importancia de la apoptosis

en la patogénesis de la enfermedad, decidimos estudiar el gen de la CASPS.
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1.6.3. El gen BTG1

La familia BTG/Tob se compone por seis proteinas (BTG1,
BTG2/PC3/Tis21, BTG3/ANA, BTG4/PC3B, TOB1/TOB, and TOB2) (Winkler,
2010). En mamiferos, estas seis proteinas han sido clasificadas en tres
subfamilias basandose en la longitud de la secuencia de su extremo C-terminal.
Las subfamilias estarian formadas en primer lugar por BTG1 y BTG2, la
segunda subfamilia la formarian BTG3 y BTG4, y la tercera TOB1 y TOB2
(Matsuda y cols, 2001; Mauxion y cols, 2009; Winkler, 2010). La funcion de
estas proteinas es inhibir la proliferacion celular y la progresion del ciclo celular
junto con inducir la diferenciacion en varios tipos celulares. En el caso del gen
BTG1, la proteina codificada corresponde a un cofactor transcripcional que
regula la division y diferenciacion de varios tipos celulares y que fue identificado
a partir de un caso de leucemia linfoblastica de células B con translocacién
cromosomal (Rouault y cols, 1992). Su mayor expresion se produce cuando el
ciclo celular se encuentra en la fase Go/G1 y su expresion disminuye cuando el
ciclo celular se encuentra en la fase G1. Ademas, la proteina BTG1 puede
unirse al receptor TRa, al factor miogénico MyoD, a la proteina arginine
methyltransferase 1 y al human carbon catabolite repressor protein (CCR4)-
associative factor 1 (Rouault y cols., 1992; Bogdan y cols., 1998; Kawamura-
Tsuzuku y cols., 2004, Busson y cols., 2005; Hata y cols., 2007). Su estructura
cuenta con una regidn conservada en el extremo N-terminal de entre 100-120
aminoacidos que contiene dos zonas bien conservadas conocidas como cajas
A y B (Mauxion y cols, 2009; Winkler, 2010). La caja A tendria una funcion
antiproliferacion mientras que la B parece que actua como lugar de unién a las
moléculas diana (Yang y cols., 2008). Se ha detectado sobreexpresion de
BTG1 en células apoptéticas y en relacion con los efectos citotdxicos inducidos
por el Bcl-2 antisentido (Corjay y cols., 1998; Nahta y cols., 2006), y se ha visto
que su inhibicion conlleva una desinhibiciéon del ciclo celular acomparfado de
apoptosis.

El papel del gen BTG7 ha sido muy estudiado en varios tipos de cancer
como por ejemplo el cancer gastrico, cancer de prostata, y la leucemia
linfoblastica, pero no en otro tipo de patologias. Sin embargo, estudios previos
realizados por nuestro grupo (Goertsches y cols., 2003; Marques-Bonet y cols.,

2005) dieron lugar a la identificacion de la regién 12q 22, situada en el
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cromosoma 12, como regién que confiere susceptibilidad a la EM. En esta

region se encuentra incluido el gen BTG71. Estos datos sumados a su

participacion en el proceso de apoptosis, proceso importante en el desarrollo

de la EM (Zipp, 2000), nos ha llevado a estudiar el papel que este gen juega en

la EM.

Para confirmar la participacion de estos tres genes en la susceptibilidad a

padecer EM se van a realizar los siguientes pasos:

1-

2-

Genotipado de SNPs localizados en los tres genes candidatos usando
muestras de ADN de poblacién espafiola.

Confirmacion de los resultados obtenidos mediante estudio de los SNPs
asociados a la susceptibilidad a padecer EM en poblacion espafiola y en
muestras de ADN de cohortes independientes de otras poblaciones.
Estudios de expresion en muestras de pacientes de poblacién espafiola
portadoras de los haplotipos asociados a la susceptibilidad de la
enfermedad.

Estudios mediante citometria de flujo y/o ensayos funcionales de los

haplotipos asociados a la susceptibilidad de la enfermedad.

52



HIPOTESIS
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2. HIPOTESIS

Las hipotesis conceptuales de este estudio son las siguientes:

- Los genes BTG1, CASP8 y PRF1 confieren susceptibilidad a la EM en

poblacién espafiola.

- Los genes BTG1, CASP8 y PRF1 confieren susceptibilidad a la EM en

otras poblaciones distintas a la espafiola.

- Los niveles de expresion de los genes BTG1, CASP8 y PRF1 se
encuentran diferencialmente expresados en PBMCs de pacientes con
diferentes formas clinicas de la enfermedad y respecto a controles

Sanos.
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3. OBJETIVOS

Objetivo 1:

Confirmar la asociacion de los genes BTG1, CASP8 y PRF1 con el riesgo de

EM en poblacion espaniola.

Objetivo 2:

Confirmar la asociacion de los genes BTG1, CASP8 y PRF1 con el riesgo de

EM en otras poblaciones distinta a la espafiola.

Objetivo 3:

Investigar si polimorfismos de los genes BTG1, CASP8 y PRF1 se asocian con
diferencias en los niveles de expresién y alteraciones funcionales en PBMCs de

pacientes con EM y controles sanos.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1.Poblacién del estudio

Para realizar estos estudios se recogieron muestras de sangre completa de
pacientes, no emparentados, con distintas formas clinicas de EM, que seguian
control periodico en la Unitat de Neuroimmunologia Clinica del Hospital Vall
d'Hebron (Barcelona). Todos los casos incluidos eran de origen espafol y
cumplieron los criterios de Poser de EM clinicamente definida (Poser y cols.,
1983). La gravedad de la enfermedad se midié con la escala MSSS (Roxburgh
y cols., 2005.).

Como grupo control se utilizaron sujetos, no emparentados, cuya muestra
de sangre se obtuvo a través del Banc de Sang i Teixits de Catalunya que tiene
un centro territorial ubicado también en el Hospital Vall d’Hebron. Al igual que
en el caso de los pacientes, los sujetos control fueron todos de origen espafiol
y ninguno de ellos presentaba EM en el momento de la donacién ya que, en la
legislacién espanola se recoge la EM como motivo de exclusion definitiva para
la donacién de sangre (Real Decreto 1088/2005, de 16 de septiembre)

De todos los pacientes y controles incluidos en el estudio se obtuvo
consentimiento informado. Este estudio fue aprobado por el comité ético de

investigacion clinica del Hospital Vall d"Hebron.
4.1.1. Caracteristicas clinicas

Las caracteristicas clinicas de los controles y pacientes incluidos en el

estudio de cada gen se muestran a continuacion (Tablas 2, 3y 4):
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Tabla 2

Controles Pacientes con Pacientes con Pacientes con

Caracteristicas San0s EM EMRR/SP EMPP

120 21 o6
Mujer/Hombre 280/232 260/160 209/115 51/45

(% mujeres) (54,7) (61,9) (64,5) (53,1)
Edad 40,3 42,6 39,7 53,3

(afios)? (11,4) (11,9) (10,7) (9,6)

(7,7) (7,9) (8,0)

(afios)?

EDSSP - 4,0 (2,0-6,0) 3,0(2,0-60) 6,0 (4,5-7,0)

Leyenda: Caracteristicas clinicas de pacientes y controles incluidos en el estudio del gen PRF1. 2Datos

expresados como media (DE). PDatos expresados como mediana (rango intercuartil).

Tabla 3

Controles Pacientes Pacientes con  Pacientes co
sanos con EM EMRR/SP EMPP

547 546 416 130

Caracteristicas

Mujer/Hombre 300/247 346/200 277/139 68/62
(% mujeres) (54,9) (63,3) (66,5) (52,5)
Edad 46,5 47,4 44,3 60,1
(afios)? (12,7) (12,4) (10,7) (10,0)
(arios)” (7.9) (8.0) (8.9)
EDSSP - 4,0 (2,06,0) 3,0(2,06,0) 6,0 (50-7,0)

Leyenda: Caracteristicas clinicas de pacientes y controles incluidos en el estudio del gen CASP8. 2Datos
expresados como media (DE). PDatos expresados como mediana (rango intercuartil)
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Tabla 4

Controles Pacientes Pacientes con Pacientes

Caracteristicas coaG con EM EMRR/SP con EMPP

548 550 430 120
Mujer/Hombre 300/248 351/199 286/144 65/55
(% mujeres) (54,7) (63,8) (66,5) (54,2)
Edad 45,5 46,7 43,5 58,5
(afios)? (12,8) (12,3) (10,7) (10,3)
Evolucion de la 175 172 18.7
enfermedad - ’ y ;
(aﬁos)a (8,1) (7’6) (972)
EDSS* - 4,1 (2,0-6,0) 3,5 (1,8-6.0) 5,6 (5,0-6,0)

Leyenda: Caracteristicas clinicas de pacientes y controles incluidos en el estudio del gen BTG1. 2Datos

expresados como media (DE). PDatos expresados como mediana (rango intercuartil)

4.2.Extraccion de ADN gendmico

A cada uno de los casos y controles incluidos en el estudio se le extrajo
una muestra de sangre utilizando para ello 3 tubos con EDTA (Vacutainer) de
10 ml.

Para aislar el ADN gendmico de las muestras se utilizd una version
modificada del protocolo descrito por Miller y cols., (1988) basado en la
deshidratacion y precipitacion de las proteinas celulares mediante el uso de
una solucion salina saturada. Posteriormente se determind la concentracién y

la pureza del ADN (ver protocolos en Anexo 1, apartados 1y 2)

4.3.Seleccién de SNPs

Como ya se ha comentado anteriormente, los genes elegidos para el
estudio fueron tres: PRF1, CASP8 y BTG1. La seleccion de los SNPs que se
utilizaron para el genotipado, con el fin de verificar que se trata de genes
candidatos a conferir susceptibilidad a la EM, se hizo teniendo en cuenta los

siguientes criterios:
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En primer lugar, se realiz6 una seleccién de aquellos SNPs conocidos
como tag SNPs que se caracterizan por ser SNPs representativos de una
region del genoma con un elevado desequilibrio de ligamiento y nos permiten
detectar variacion genética sin tener que genotipar todos los SNPs de la region.
Para realizar esta seleccion se utilizé la informacion del proyecto HapMap vy, de
esta forma, se seleccionaron los siguientes tag SNPs: rs12694 del gen BTG1,
rs2037815 del gen CASP8, rs885822y rs3758562 del gen PRF1.

Tras esta seleccion, y para incrementar la informacién obtenida a través del
genotipado, se incluyeron algunos SNPs mas para cada gen estudiado. Para
esta segunda seleccién se tuvo en cuenta que la frecuencia alélica menor en la
poblacién fuera superior a 0,10 y que, si era posible, estuviera en un bloque de
desequilibrio de ligamiento distinto al del fag SNP elegido en caso de que
existiera otro bloque dentro del mismo gen. Ademas, cuando era posible, se
seleccionaron SNPs funcionales. La segunda selecciéon se realizé con Celera
Discovery System™ SNP database, disponible en la pagina web de Applied
Biosystems y que se puede consultar a través del programa SNPBrowser
version 3.5.

La seleccion final de SNPs estudiados para cada gen fue la que se recoge

en la Tabla 5.

Tabla 5
Gen SNP P. fisica? Posiciéon Variacion FAMP FAMe
rs885822  72.028.583 Ex6n3 AG 0.38 0.39
(sinénimo) ’ ’
PRF1  rs10999426 72.030.044  |ntrén 2 AIG 0,29 0,33
rs3758562  72.032.086  |ntron 1 AIG 0,29 0,33
rs2037815  201.809.960 Intrén 2 AIG 0,48 0,46
CASP8 rs12990906 201.822.869 Intrén 2 CIT 0,45 0,44
rs1035140 Exon 10
201.860.736 3 UTR) AT 0,43 0,39
rs731652  91.062.940  Intron 1 CIT 0,26 0,19
BTG1
rs12694  91.063.721  Exon 1 AIG 0,42 0,42

Leyenda. Caracteristicas de los SNPs seleccionados para el estudio. 2Posicion fisica basado en NCBI
build 129 genome. PFAM: Frecuencia alélica menor para individuos de origen caucasico (Applied

Biosystems). °FAM: Frecuencia alélica menor para la poblacion espafiola de este estudio.
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4.4.Genotipado de los SNPs: ensayo de la 5'nucleasa

Para el genotipado de los SNPs seleccionados se utilizé la técnica basada
en la actividad 5'nucleasa de la Taq polimerasa junto a sondas fluorogénicas
TagMan para la discriminacién entre los dos alelos de un SNP. Se trata de

sondas comercializadas por la casa comercial Applied Biosystems.

4.4.1. Introduccién alatécnica de discriminacion alélica

Para llevar a cabo un genotipado mediante discriminacion alélica
realizamos una PCR a la que se incorporaron, entre otros componentes, la
enzima Taq Polimerasa con su actividad 5'nucleasa y dos sondas
complementarias a cada uno de los alelos de un SNP. Las sondas presentan
unidas dos moléculas, una de ellas en el extremo 3’ que ejerce una funcion
inhibidora de la fluorescencia (reporter) y otra fluorescente en el extremo 5°
(quencher). Cuando la sonda esta intacta, la proximidad entre la molécula
inhibidora de la fluorescencia y la molécula fluorescente hace que la primera
provoque transferencia de energia por resonancia Foster (FRET) inhibiendo asi
la fluorescencia de la molécula fluorescente. En el momento en el que esta
sonda se une al lugar correspondiente y amplifica, la actividad 5'nucleasa de la
Taq polimerasa hace que la sonda se rompa liberandose la molécula inhibidora
de la fluorescencia y dando lugar a un incremento en la intensidad de la misma.

En la Figura 8 se muestran los pasos realizados para el genotipado
mediante discriminacion alélica. Para el estudio de SNPs con dos alelos se
incluyen en la PCR dos sondas, cada una de ellas especifica para uno de los
alelos estudiados y unidas a un marcador fluorescente distinto (marcadores
FAM® o VIC®). Estas sondas se unen al alelo correspondiente y al amplificar la
funcién 5'nucleasa de la Taq polimerasa rompe la sonda liberando la molécula
inhibidora de fluorescencia. Cuando esto ocurre se produce un incremento de
la fluorescencia o bien FAM o bien VIC, en el caso de que los individuos sean
homocigotos para el alelo, o de ambas en el caso de que nos encontremos
ante un heterocigoto (Figura 9). Este aumento de la fluorescencia es detectado
por el sistema de deteccidn y cuantificacion ABI 7000 (Applied Biosystems) y

mostrado en un grafico de amplificacién. De esta forma, podemos conocer qué
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alelos expresa cada individuo para el SNP estudiado (ver protocolo de

genotipado en Anexo 1, apartado 3).

Figura 8
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Leyenda. Amplificacion mediante PCR y deteccién de sondas fluorescentes utilizando la funcién
5'nucleasa de la ADN polimerasa. Modificado de ABI PRISM 7000 User Guide. Los puntos clave en esta
reaccion son la polimerizacion de la secuencia, el desplazamiento de la hebra y la rotura de la sonda. Dos
marcadores, la molécula fluorescente (R - reporter) y la molécula inhibidora de la fluorescencia (Q -
quencher) se encuentran unidos a la sonda fluorogénica. Mientras ambos permanecen unidos la emisién
de R es inhibida por Q. Cuando la sonda participa en alguno de los ciclos de extension activamente la
funcién 5’nucleasa de la ADN polimerasa rompe la sonda dejando libre a R y permitiendo que éste emita

fluorescencia que sera recogida por la maquina.
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Figura 9
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Leyenda. Estrategia de disefio de sondas fluorogénicas para ensayos de discriminacion alélica con
actividad 5'nucleasa. Modificado de ABI PRISM 7000 User Guide. La no complementariedad entre la
sonda y la secuencia hace que la sonda no se una perfectamente y por tanto no existe rotura ni liberacion

de moléculas fluorescentes.

Una vez aqui realizamos el andlisis de los resultados con ayuda del
programa SDS 2.1. Este programa analiza los datos crudos obtenidos, que son
datos de fluorescencia frente a longitud de onda, y los representa con aspas
(X) localizadas sobre un diagrama de dispersién. Cada pocillo esta
representado por una X y segun su localizacién podemos saber si se trata de
una muestra homocigota para el alelo 1, homocigota para el alelo 2, o
heterocigota. En el caso de que durante el proceso tanto de pipeteo como de
amplificacion se haya producido algun problema, el X que representa a la
muestra aparecera separado del resto de aspas.

Una vez aqui, debemos indicarle al programa, seleccionando cada grupo
de aspas, si consideramos homocigotas o heterocigotas a las muestras que
componen cada grupo, y en funciéon de nuestra opcién el programa asigna a
cada aspa una forma geométrica (Figura 10) lo cual permite obtener un listado
con el nombre de cada muestra y el genotipo de la muestra estudiada para ese
polimorfismo (Figura 11). Tras la obtencion de estos datos realizamos los
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analisis estadisticos necesarios para conocer si el polimorfismo que habiamos

estudiado conferia o no susceptibilidad a la enfermedad.

Figura 10
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Leyenda. Ejemplo de diagrama de dispersion, generado a partir de la lectura de las fluorescencias de las
muestras, por el programa SDS 2.1. Modificado de ABI PRISM 7000 User Guide
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Flie Wiew Tools Instrument  Anaysis  Window Help - 8 x

e & & B EE [ a7
f Setup Y Instrument Yﬂesults \
/ Plats ¥ Spactra ¥ Allalic Discrimination ¥ Report &,

Well | Sample Hame | Marker | Task | Pass.Ref| AlleleXRn | AlleleYAn |  Call | Qualityt | Method ~

&1 MTC Aao B NTC 1214668 (2085 2546 [
sz Unknowm Ao E Unkrowwn (1711706 (2015 24578 Alisle & Mlarual ©
o3 Unkncram Apn E Unkrowen (2114 408 |0144 E.436 MTC
4 Unknoenn Ao0E Unkroven 2260446 016G 6.433 Alizle & Manual C
B3 Unknowm Apo B Unkrowwn (2249.744 0232 Q.73 Urdetermined Marual ©
L] Unkncrnm Apn E Unkrowwn 2350868 0233 0.755 Urdletermined tanual ©
AT Unknioeam Ao E Ungrosen (2504501 1547 2.2 Both Manual C
8] Unkerasam Ao E Unkrowwn (2222407 1 700 5.524 Bicth Manual <
L] Unkninm Apn E Unkrowen (2516080 |1 735 5335 Btk Manual ©
810 [Unknoenn Apn E Unknosen (1525340 |1 508 6.246 Both mlanual C
211 Unknceam Apo E Unkrowen (1644 862 |1 467 6.378 Both Marual C
212 [Unknown Ao B Unerosen (10400566 |1 477 G200 Ficth Marual C
a1 NTC Apn E NTC 12432071 (20683 2734 NTC
=M Unknaenm Ao E Unkrowen (1874757 2052 2671 Mlle & Marual ©
B3 Unknornm Apn E Unkrowwn (2250497 0162 B.758 NTC
B4 Unkncrsen A0 E Unknoswn (2326833 01535 5.548 Blile & berual C
Bs Unlenaraa Ao E Unkrowen (2298477 0235 0.214 Urcdetermined Marual <
BE Unkncenm AnoE Unkrowen 2855882 0233 0.800 Urdetermined Wanual C
a7 Unkncr A0 E Unkrosen (2579416 |1.5382 6.034 Both Ilenual C
B Unkncrnm Moo E Unkrowen (2559978 1 710 5737 Buth Mzl O
BH Unknenn fooE Unkroeen 2226186 1762 5.958 Both hanual C

1 o1 2 [ s a4 T s ] o | Po ) s Ta | w | |
JI!E:IEE:IHE:IHE:I!E__@__/_I!E:IEE:I!E:IEE:I
CEI | o — L

[ UL - |||| U O
e — o i WE
R 1 /B 1 )1 ) 1

F

UL |||| I|LI ||u |||||
I A OB 1 S U o
N 1 B _— 1 _ L _— L1 _— _— ] __o_ 1 — L — 1/

||Ready Connected MLIW

Leyenda. Ejemplo de resultados de genotipados de un grupo de muestras. ABI PRISM 7000 User Guide.
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4.5.Replicacion de los resultados obtenidos en poblaciones
independientes
Se intentd validar los resultados obtenidos para los genes PRF1y BTG1

usando para ello poblaciones independientes.

En el caso del gen de la PRF1, en el que uno de los SNPs estudiados se
encontro fuertemente asociado a la EM, se intent6 validar este resultado en dos
poblaciones independientes. La primera de ellas recogia muestras de controles
y pacientes de etnia caucasica y procedencia estadounidense. La segunda
poblacién recogia también muestras de controles y pacientes de etnia
caucasica pero esta vez su procedencia era de Islandia. Las caracteristicas
clinicas de ambas poblaciones se presentan en las Tablas 6y 7.

En el caso del gen BTG1 también se encontré un SNP asociado a la EM
cuyos resultados se intentaron validar posteriormente en la poblacion
independiente estadounidense descrita en el paragrafo anterior.

La técnica utilizada para el genotipado de las muestras de las nuevas
poblaciones sometidas a estudio fue la misma que en el caso de la poblacion
espanola. Se siguid el mismo protocolo, utilizando el mismo equipo y los

mismos reactivos.

Tabla 6

Pacientes
EMPP

Pacientes
EMRR/SP

Controles Pacientes

Caracteristicas
sanos EM

300 292 273 19

Mujer/Hombre [EEEYYEET: 182/110 178/95 5/14
(% mujeres) (61,3) (62,3) (65,2) (26,3)

Edad 42,0 49,6 49,2 58,9
(afios)? (11,0) (10,7) (11,4) (10,8)

Leyenda. Caracteristicas clinicas de pacientes y controles de la poblaciéon estadounidense. 2Datos
expresados como media (DE).
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Tabla 7

Caracteristicas Controles Pacientes con Pacientes con Pacientes con
sanos EM EMRR/SP EMPP
424 340 324 16

Mujer/Hombre 213/211 239/101 --
(% mujeres) (50,2) (70,3)

Edad 55,7 54,9 -- -
(afos)? (13,4) (13,8)

Leyenda. Caracteristicas clinicas de pacientes y controles de la poblacion islandesa. @Datos expresados

como media (DE).

4.6.Determinacion de la expresion génicade BTGl y CASP8

Se realizaron experimentos de expresion génica con la finalidad de detectar
si existian diferencias en la expresion de los distintos genes estudiados al
comparar pacientes con distintos haplotipos o genotipos para el mismo gen.

Para ello se extrajo una muestra de sangre a pacientes que expresaban los
genotipos o haplotipos que nos interesaba analizar y, a partir de esta muestra,
se separaron PBMCs mediante un gradiente de densidad con Ficoll-Isopaque.
Posteriormente, las células fueron conservadas en las condiciones iniciales o
activadas utilizando para ello PHA. Luego se extrajo el ARN total de estas
células vy, tras sintetizar ADN complementario a partir de ARNm, se realizaron
las reacciones necesarias para determinar la expresion génica de los distintos
genes estudiados.

En el caso de los genes BTG1 y CASPS8 para la expresion génica se utilizé
la tecnologia Tagman Gene Expression Assay (Applied Biosystems) basada en
la actividad 5’nucleasa de la polimerasa. Se trata de un conjunto formado por
una sonda MGB Tagman junto a dos cebadores para PCR. La sonda MGB
Tagman esta marcada con un marcador fluorescente, por ejemplo FAM, en su
extremo 3y con MGB y un inhibidor de fluorescencia en el extremo 3. E| MGB
incrementa la temperatura de fusion sin aumentar el tamafo de la sonda, lo
que permite disenar sondas no demasiado largas. El inhibidor de fluorescencia
permite que la fluorescencia del marcador fluorescente no se detecte hasta que
la sonda participa en alguno de los ciclos de extension activamente, al igual
que pasaba con las sondas utilizadas en el genotipado.
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Ademas, para determinar la expresion génica, también se incluyé en cada
experimento un control endégeno. Los Tagman Endogenous Controls (Applied
Biosystems) son un conjunto de sondas predisefiadas junto a cebadores que
sirven para normalizar los niveles de expresion de los genes diana, corrigiendo
la diferencia en las cantidades de ADN complementario que se afiaden a los
pocillos de la placa en la que tiene lugar la reaccion de PCR. Para elegir el
control endégeno mas adecuado, hay que tener en cuenta que se trate de un
gen que se exprese consistentemente en la muestra que vamos a utilizar para
nuestro estudio. Para nuestra determinacion de la expresidon génica
seleccionamos el control enddgeno ARN ribosémico 18S de eucariotas.

La técnica utilizada fue la PCR a tiempo real que permite la acumulacion
del producto amplificado que puede ser detectado y cuantificado a medida que
la reaccidn progresa. Esta deteccion es posible gracias a las moléculas
fluorescentes unidas a las sondas que, como ya se dijo anteriormente, emiten
su fluorescencia sélo cuando participan en un ciclo de extension. Asi, el
aumento de la fluorescencia es proporcional al aumento de la cantidad de ADN
complementario. Los protocolos utilizados se presentan en el Anexo 1,
apartados del 4 al 10.

Una vez extraido el ARN y transcrito a ADN complementario se realizo la
determinacién de expresion génica para los genes BTG71 y CASPS8. Las

muestras que se procesaron en cada caso fueron las siguientes (Tabla 8 y 9):

Tabla 8

Gen N Células Forma de  Genotipos N por
total EM genotipo
BTG1 18 Condiciones basales EMRR/SP TT/CT 11

Condiciones basales EMRR/SP cC 7

15 Estimuladas con EMRR/SP TT/CT 9
PHA

Estimuladas con EMRR/SP cC 6
PHA

73



Tabla 9

Gen N Células Forma de EM  Haplotipos N por

total genotipo
CASP8 i Condiciones EMRR/SP GCA/GCA 2

basales
Condiciones EMPP GCA/GCA 2
basales
Condiciones EMRR/SP ACT/ACT 7
basales
11 Estimuladas con EMRR/SP GCA/GCA 2
PHA
Estimuladas con EMPP GCA/GCA 2
PHA
Estimuladas con EMRR/SP ACT/ACT 7
PHA

4.6.1. Interpretacion de los resultados obtenidos
Durante el proceso de PCR a tiempo real el programa SDS 2.1 nos
proporcion6 una grafica en la que veiamos como el producto de cada uno de
los pocillos iba creciendo en cantidad a medida que pasaban los ciclos (Figura
12).

Figura 12
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Leyenda. Fases de la PCR a tiempo real. ABI PRISM 7000 User Guide
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La linea verde que aparece en la grafica de amplificacion nos muestra el
curso de amplificacion de una muestra. El eje X muestra el numero de ciclo y el
eje Y muestra la fluorescencia que es proporcional a la cantidad de producto en
cada momento de la reaccion.

La grafica muestra tres fases: una primera fase en la que la fluorescencia
presenta valores no detectables a pesar de que el producto se esta
acumulando exponencialmente (ciclos del 1 al 18); una segunda fase de tipo
exponencial en la que la cantidad de producto que hay en un ciclo crece hasta
casi el doble en el siguiente ciclo (ciclos del 18 al 28); y una ultima fase
conocida como fase de meseta en la que los reactivos que participan en la
reaccion se han ido consumiendo y alguno de ellos se encuentra en cantidades
limitantes dando lugar a un enlentecimiento de la reaccion y a un aumento
menor del producto en cada ciclo (ciclos del 28 al 40).

El ciclo en el que la fluorescencia comienza a ser detectable se conoce
como ciclo umbral o ciclo Crt. El ciclo umbral de la reaccién viene determinado
por la cantidad de muestra inicial afiadida al pocillo. Si la cantidad de muestra
afiadida es elevada se alcanzara antes el ciclo en el que la fluorescencia es
detectable; en este caso el numero de ciclos necesarios sera bajo. Por el
contrario, si la cantidad inicial de la muestra afadida al pocillo es baja, el
numero de ciclos necesarios para acumular una cantidad de producto suficiente
para que la fluorescencia sea detectada sera mayor, por lo que el ciclo umbral
tardara mas en alcanzarse. Por tanto, para conocer la cantidad de muestra de
la que partimos es necesario conocer el valor Cr y, por este motivo, el calculo
del valor Crdebe hacerse de forma cuidadosa con el fin de no introducir ningun
tipo de error que pudiera llevarnos a unos resultados finales erroneos.

Existen unas condiciones que la PCR en tiempo real debe de cumplir para
ser optima. En primer lugar, la curva estandar construida a partir de diferentes
diluciones de la muestra que nos daran diferentes valores de Ct debe de tener
un coeficiente de determinacion (R?) de 0,980. Ademas, se considerara que
una reaccion de PCR a tiempo real es 6ptima cuando la cantidad de producto
de un ciclo de amplificacion a otro casi se duplica, dando lugar a una eficiencia
de amplificacion de entre el 90-105%. Una eficiencia de alrededor de 100% nos

indica que nuestro experimento es solido y reproducible.

75



Una vez conocida esta informacion, para el analisis de los resultados
obtenidos, debemos de tener en cuenta que nosotros realizaremos una
cuantificacion relativa normalizada, mediante un gen de referencia que se basa
en el cociente resultante de la cantidad relativa del acido nucleico diana para
cantidades equivalentes de muestras y controles estudiados. Para ello,
incluimos en la reaccion un control enddégeno que nos permite asegurarnos de
que los resultados obtenidos para el gen diana son comparables ya que, las
cantidades de muestra de las que hemos partido son equivalentes y con ello se
evita la necesidad de una cuidada cuantificacion y carga de la muestra inicial.

Para hacer este tipo de analisis hay que elegir una de las muestras como
muestra calibradora. Generalmente la muestra calibradora es aquella que se
cree que no ha sufrido alteracién en la expresion del gen por la circunstancia
estudiada, por ejemplo por una enfermedad. La muestra calibradora es tomada
como referencia para calcular si el resto de muestras han aumentado o
disminuido su expresion del gen.

Una vez se han tenido en cuenta estas condiciones se toman los valores
de Crde la gréafica de cada muestra y de su control endégeno. Para el analisis

de los resultados se pueden utilizar 3 métodos:

1. Método 244%r (Livak)

Este método asume que tanto el gen diana como el gen enddgeno se
han amplificado con una eficiencia del 100% y con una diferencia entre ellos de
menos del 5%, aunque estos datos hay que confirmarlos mediante los métodos
adecuados. Tras este paso, debemos de normalizar el valor Ct de las muestras
y del gen enddgeno para las muestras y para la muestra calibradora de la

siguiente forma:

ACt(muestra) = Cr1 (gen estudiado) — Cr (gen enddgeno)

ACr(calibrador) = Ct (gen calibrador) — Ct (enddgeno calibrador)

Como segundo paso se normaliza el ACtde la muestra estudiada frente

al ACtde la muestra calibradora:
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AACT = ACt (muestra) — ACr (calibrador)
Y finalmente se calcula la ratio de expresion:
2-24CT = ratio de expresion normalizada

El resultado obtenido son las veces que se aumenta o disminuye la
expresion del gen estudiado en la muestra estudiada con respecto a la muestra
calibradora que esta normalizada, gracias al uso del gen endégeno que permite

eliminar cualquier diferencia generada por distinta cantidad de muestra.

2. Método ACrtusando un gen de referencia

Corresponde a una variacion del método Livak, que utiliza las diferencias
existentes entre los valores de Ctdel gen enddgeno y el gen de referencia para
cada muestra. Aqui el valor de expresion de la muestra calibradora no es uno,
sino que los valores de expresion obtenidos en este método para las muestras
son divididos por los valores de expresion elegidos para la muestra calibradora,
obteniéndose como resultado de este calculo exactamente lo mismo que se

obtenia del método 2-24C+,

Ratio (reference/target) = 2 ct(reference) - CTitarget)

3. Método de Pfaffl

El método 2-24CT es solo valido cuando la eficiencia de amplificacion para
el gen estudiado y el gen enddgeno es similar. En otros casos la férmula que

debe de utilizarse para el célculo de la diferencia de expresion es:

(Expresién del gen estudiado)ACT’ gen estudiado (calibrador —gen estudiado)
Expresion =

(Expresién del gen endégeno)ACT, gen endégeno (calibrador — gen estudiado )

En esta ecuacion la expresion del gen estudiado y del gen enddgeno se

refiere a la eficiencia de amplificacion de ambos genes. ACT, gen estudiado
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(calibrador — gen estudiado) se refiere al valor obtenido para Cr en el gen
estudiado para la muestra calibradora menos el valor obtenido para Cr en el
gen estudiado para la muestra que estamos analizando. ACT, gen enddgeno
(calibrador — gen estudiado) se refiere al valor obtenido para Cr en el gen
enddégeno para la muestra calibradora menos al valor obtenido para Ct en el
gen estudiado para la muestra que estamos analizando. La ecuacion asume
que cada gen tiene la misma eficiencia de amplificacion en las muestras de
estudio y en calibradora, no teniendo que ser necesario que esto se cumpla

cuando hablamos del gen de estudio y el de referencia.

Finalmente indicar que el método 222Cty el método de Pfaffl estan muy

relacionados ya que el primero no es mas que un caso especial del método de
Pfaffl.

4.7. Determinacion de la expresion génica de PRF1

En el caso de la determinacion de la expresién génica de PRF1 (ver
material y protocolos en Anexo 1, apartado 11) la técnica que utilizamos fue el
microarray de oligonucledtidos. Utilizamos un microarray de la casa Affymetrix,
en concreto el GeneChip Human Genome U133 Plus 2.0 Array, que analiza la
expresion génica de aproximadamente 38.500 genes a lo largo de todo el
genoma humano en una muestra. Asi, ademas de la expresion génica de
PRF1, estudiamos también la expresidn génica de otros genes en los

individuos analizados.

Los pacientes seleccionados para el estudio de la expresién génica fueron
10 pacientes con forma EMPP sin ningun tratamiento, con una media de edad
de 54,1 anos. Cuatro de los pacientes eran homocigotos para el haplotipo
protector (AGA) y 6 heterocigotos u homocigotos para el haplotipo de riesgo
(AGG o GAA). Ademas, también se incluyeron en el estudio 6 controles con
una media de edad de 55,2 afios. Todos los individuos (pacientes y controles)

incluidos en el estudio de expresién génica fueron del sexo masculino.
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4.8.Determinacion de la expresion de PRF1 en células T CD8*y células NK
mediante citometria de flujo

Para la determinacion de PRF1 se obtuvieron muestras de sangre
completa de 10 pacientes con formas de EMPP, sin ningun tratamiento, con
una media de edad de 54,1 anos. Cuatro de los pacientes eran homocigotos
para el haplotipo protector (AGA) y 6 heterocigotos u homocigotos para el
haplotipo de riesgo (AGG o GAA). Ademas, también se incluyeron en el estudio
6 controles con una media de edad de 55,2 afios. Las muestras se obtuvieron
de los mismos individuos, todos del sexo masculino, que se utilizaron para
realizar la determinacién de la expresion de PRF1 mediante microarrays (ver
apartado 4.7).

Los tipos celulares estudiados fueron dos de los que la bibliografia incluye
como células que expresan PRF1, concretamente linfocitos T CD8* y células
NK. Para el estudio de estos tipos celulares utilizamos la citometria de flujo.

La citometria de flujo es una técnica basada en el analisis individualizado
de células en suspension frente a una fuente de luz, recogiendo la dispersion
de la luz generada por las células y los compuestos fluorescentes unidos a
ellas, gracias a un sistema de lentes y filtros que conducen la luz hacia
diferentes detectores. La dispersion de la luz por parte de las células nos
proporciona informacién sobre sus caracteristicas fisicas. Por su parte, los
compuestos fluorescentes también producen una dispersién de la luz ya que
absorben luz a partir de una determinada longitud de onda y emite fotones a
una mayor longitud de onda. De esta forma, utilizando un laser de 488 nm se
pueden excitar varios fluorocromos a la vez que emitiran luz a distintas
longitudes de onda diferenciandolos posteriormente gracias a un sistema de
filtros opticos que reparten la senal entre los distintos sensores. Asi, el uso de
anticuerpos unidos con distintos fluorocromos nos permite identificar
simultaneamente diferentes proteinas celulares extra- o intracelulares. Toda
esta informacién es recogida por un ordenador donde posteriormente podemos
analizarla (ver material y protocolos en Anexo 1, apartados 12y 13).
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4.9.Ensayos funcionales de la PRF1

Se obtuvieron células T CD8" de cinco pacientes con formas de EMPP
portadores de los haplotipos de riesgo (GAA/AGA; n=2) o protectores
(AGA/AGA; n=3) para PRF1. Para su obtencién se utilizaron dos protocolos

diferentes (ver material y protocolos en Anexo 1, apartado 14).

4.10. Deteccion del genoma del EBV

Para la deteccion del genoma del EBV utilizamos un kit basado en la
técnica de PCR a tiempo real. En este caso, se realizé una PCR con el fin de
amplificar regiones especificas del genoma del patégeno. Esta amplificacion se
detectdé gracias a los marcadores fluorescentes que portan las sondas
oligonucleotidicas incluidas en el experimento y que se unen especificamente
al producto cuando éste es amplificado. Como en el caso de la expresidn
geénica, al monitorizarse la intensidad de la fluorescencia durante el transcurso
de la PCR, se pudo detectar y cuantificar el producto acumulado a lo largo del

proceso (ver material y protocolos en el Anexo 1, apartado 15).

4.11. Expresion en PBMCs de PRF1 por sexos en condiciones basales e

inducidas mediante hormonas sexuales

Se determind la expresion basal de PRF1 en células T CD8* y células NK
utilizando para ello 5 controles del sexo masculino con media (DE) de edad de
33,4 anos (5,6) y 5 controles del sexo femenino con media de edad de 30 anos
(3,5). En cuatro de los controles (2 hombres y 2 mujeres) se determind la
expresion de PRF1 en PBMCs (5x10° células) crecidas en medio RPMI libre de
fenol rojo y enriquecido con 10% de FBS charcoal-stripped en presencia de
dihidrotestosterona (10’M), estradiol (10-'°M), progesterona (107M), o
diluyente (0,3% etanol) frente al grupo control durante 3, 6, y 24 horas (ver

material y protocolo en Anexo 1, apartado 16).
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4.12. Analisis estadistico

Programas estadisticos

Nodo de Bioinformatica del CeGen, Universidad
Pompeu Fabra, Barcelona

Dept. Statistics, Univ. of Washington, Seattle, WA,
USA

Haploview 4.0 Whitehead Inst. for Biomedical Research, Cambridge,
MA, USA

Se elaboré una base de datos con los resultados del genotipado de las
muestras e informacién sociodemografica de controles y casos. Esta base de
datos se utilizé para realizar el analisis estadistico de los resultados obtenidos
utilizando para ello programas estadisticos de cddigo abierto.

Para los estudios de asociacion se utilizé el programa SNPator (Morcillo-
Suarez y cols., 2008). Se analizaron las frecuencias alélicas, genotipicas y
haplotipicas, y para todas ellas se hicieron las siguientes comparaciones: todos
los casos frente a todos los controles, forma clinica EMRR/SP frente a
controles, forma clinica EMPP frente a controles, forma clinica EMRR/SP frente
a forma clinica EMPP, y también se realizaron todas estas comparaciones tras
estratificar por sexo. En el andlisis de asociacién de genotipos, cada genotipo
fue analizado frente a los otros dos posibles genotipos.

Para el analisis de asociacion de haplotipos se utilizé el programa PHASE
2.1 con las configuraciones predeterminadas; cada haplotipo fue analizado
frente al grupo formado por el resto de haplotipos posibles. Al calculo de las OR
y del IC 95% se le aplico la correccidn de Haldane cuando fue necesario. Las
estimaciones de desequilibrio de ligamiento se obtuvieron utilizando el
programa SNPator con los datos obtenidos del programa PHASE en el caso de
los tres genes estudiados. También se analiz6 el desequilibrio de ligamiento
entre el gen de la PRF1 y otros dos genes que estaban proximos a €l en el
cromosoma 10 (ADAMTS14 y C100rf27) empleando en este caso se utilizé el
programa Haploview 4.0. Para la correccion de las comparaciones multiples
realizadas se utilizé la correccién de Benjamini y Hochberg (False Discovery
Rate - FDR; Benjamini y Hochberg, 1995). Se asumié un 5% de nivel de

significancia.
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Para las comparaciones entre la media de la escala MSSS y los genotipos

se utilizo el test no paramétrico de Kruskal-Wallis.
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5. RESULTADOS

5.1.PRF1

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos para el gen PRF1.

5.1.1. Equilibrio de Hardy Weinberg y desequilibrio de ligamiento

Cuando se realizan estudios de asociacion en los que se incluyen casos y
controles, los controles deben de representar a la poblacion general y deben de
encontrarse en equilibrio de Hardy Weinberg ya que, esto indica que la
poblacién elegida como control no presenta sesgo alguno. Por este motivo,
realizamos los calculos necesarios para asegurarnos de que nuestra poblacion
de controles cumplia esta condicién esencial.

Tras los célculos vimos que los SNPs rs885822, rs10999426 y rs3758562
pertenecientes al gen PRF1 se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg en
controles con valores p de 0,258, 0,851 y 0,530 respectivamente.

Otro parametro que analizamos en nuestro estudio fue la existencia o no
de desequilibrio de ligamiento entre los SNPs estudiados para el gen PRF1. El
desequilibrio de ligamiento nos informa de si los SNPs estudiados se trasmiten
de forma independiente o por el contrario van ligados. Al hacer el estudio vimos
que los 3 SNPs analizados presentan un fuerte desequilibrio de ligamiento con
valores p < 10-%° (Tabla 10).

Tabla 10

rs885822 vs. rs10999426 D'=0,995 r’=0,731
rs885822 vs. rs3758562 D’=0,936 r’=0,647
rs10999426 vs. rs3758562 D’=0,935 r’=0,874

Ademas de estudiar el desequilibrio de ligamiento entre los SNPs

seleccionados, quisimos conocer también los posibles efectos causados por la
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proximidad de otros genes al gen estudiado. Para ello se calculo el
desequilibrio de ligamiento entre el gen PRF1 y los genes ADAMST14 y
C100rf27, situados también en la region 10g21, utilizando datos de estudios
previos realizados por nuestro grupo en los que se concluia que estos genes
participaban en la susceptibilidad a la enfermedad (Goertsches y cols., 2005;
Goertsches y cols., 2008). Como se puede observar en la Figura 13, existe un
fuerte desequilibrio de ligamiento entre los SNPs estudiados para el gen PRF1,
pero no entre los SNPs de este gen con respecto a los estudiados para el
ADAMTS14 y el C100rf27. Estos hallazgos sugieren un papel independiente

del gen PRF1 en esta region.

Figura 13
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Leyenda. Representacion del desequilibrio de ligamiento entre los SNPs estudiados para los genes
PRF1, ADAMTS14 y C10o0rf27 utilizando el programa Haploview 4.0. Los numeros de las figuras se

corresponden con los valores D'.

5.1.2. Distribucién de las frecuencias alélicas y genotipicas en la

poblacion estudiada para el gen de la PRF1
El siguiente analisis que realizamos fue el calculo de las frecuencias
alélicas y genotipicas para los SNPs en la poblacién de estudio. La frecuencia
alélica se calcula teniendo en cuenta la proporcion en la que se presenta cada
alelo en cada uno de los SNPs estudiados en la poblacion de estudio. La suma
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de la frecuencia alélica de cada uno de los alelos que pueden estar presentes
en el SNP estudiado suma 1 (100%).

Si un SNP tiene 2 alelos por ejemplo, alelo E y alelo e, la frecuencia con la
que el alelo E aparece en el SNP sera (p) y la frecuencia en la que el alelo e

aparece en el SNP sera (q). Por tanto:

p+q=1

Como cada SNP tiene 2 alelos, el calculo de las frecuencias alélicas en una

poblacién de 100 individuos con los alelos repartidos de la siguiente forma:

- Individuos EE: 60
- Individuos Ee: 30

- Individuos ee: 10

Sera como se muestra a continuacion:
60 x 2 alelos E= 120 alelos E
30 x 1 alelos E = 30 alelos E

Asi que el numero de alelos E que habria en esta poblacion seria de 150
que si lo dividimos por los 200 alelos (100 individuos x 2 alelos cada uno) de la

poblacién para el SNP estudiado tenemos una frecuencia de:
150/200 = 0,75
De forma que la frecuencia del alelo e es de 1-0,75 = 0,25

La frecuencia genotipica es aquella que nos indica la proporcion de
individuos de una poblaciéon que presenta un determinado genotipo. Si, como
hemos explicado anteriormente, p es la frecuencia del alelo E y q es la
frecuencia del alelo e, y los alelos se combinan al azar en la poblacion para
formar genotipos, entonces la probabilidad de que un individuo presente el

genotipo EE sera p?, la probabilidad de que su genotipo sea ee sera gy, por
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ultimo, la probabilidad de que presente el genotipo Ee sera 2pqg. Y todo esto,

como postula la ley de Hardy- Weinberg, viene dado por la formula binomial:

(p + q)* = p?+q? + 2pq

En la poblacion en la que hemos realizado este estudio de asociacion,
como se puede ver en la Tabla 11, las frecuencias alélicas nos indican la
asociacion del alelo A del SNP rs10999426 y del alelo G del SNP rs3758562
con la enfermedad (con una OR=1,4 y un valor p corregido=0,020 para el SNP
rs10999426 y una OR=14 y un valor p corregido=0,025 para el SNP
rs3758562). Cuando analizamos las frecuencias genotipicas vemos que los
genotipos GG para el SNP rs710999426 (con una OR=0,7 y un valor p corregido
=0,025) y AA para el SNP rs3758562 (con una OR=0,7 y un valor p
corregido=0,028) se asocian de forma negativa, indicando que desempefian un
efecto protector frente a la enfermedad. En el caso del tercer SNP estudiado en
la poblacién para el gen PRF1, SNP rs885822, al analizar los resultados no se

encontrd ningun tipo de asociacién ni a nivel de alelos ni de genotipos.

88



Tabla 11

Datos totales

SNP

rs885822

rs3758562

Q > >
O O >

rs10999426 WA= o]

® >

>
>

>
@

N(%)
EM

480 (57,1)
360 (42,9)

143 (34,1)
194 (46,2)
83 (19,7)

308 (36,7)
532 (63,3)

55 (13,1)
198 (47,1)
167 (39,8)

533 (63,5)
307 (36,5)

169 (40,2)
195 (46,6)
56 (13,3)

N(%)

Controles

643 (62,8)
381 (37,2)

204 (39,6)
235 (45,9)
73 (14,3)

304 (29,7)
720 (70,3)

47 (9,2)
210 (41,0)
255 (49,8)

719 (70,2)
305 (29,8)

256 (50,0)
207 (40,4)
49 (9,6)

OR(95% IC) Valor P ValorP?

1,3 (1,1-1,5)

0,8 (0,6-,02)
1,0 (0,8-1,3)
1,5 (1,1-2,1)

1,4 (1,1-1,7)

1,5 (1,0-2,3)

1,3 (1,0-1,7)

0,7 (0,5-0,9)

1,4 (1,1-1,7)

0,7 (0,5-0,9)

1,3 (1,0-1,7)
1,5 (1,0-2,2)

0,013

0,766
0,947
0,028

0,002

0,059

0,063

0,002

0,002

0,003

0,727
0,077

0,079

0,227
1,000
0,121

0,020

0,199

0,211

0,025

0,025

0,028

0,226
0,226

Leyenda. Distribucidon de frecuencias alélicas y genotipicas en los grupos de pacientes y controles. Los

valores p en negrita indican asociaciones estadisticamente significativas. @Valores p obtenidos tras la

aplicacioén del test de correccion de Benjamini-Hochberg.
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Cuando el estudio de las frecuencias alélicas se realizé estratificando por
sexo observamos una asociacion del alelo A del SNP rs10999426 y del alelo G
para el SNP rs3758562 en hombres (OR=1,9, valor p corregido=0,003;
OR=1,7, valor p corregido=0,007 respectivamente). Sin embargo esta
asociacion no se vié en mujeres (OR=1,1, valor p corregido=0,821 para el SNP
rs10999426; OR=1,1, valor p corregido=0,681 para el SNP rs3758562).

De la misma forma, al estudiar las frecuencias genotipicas estratificando
por sexo vimos que tanto el genotipo GG para el SNP rs10999426 como el AA
para el SNP rs3758562 ejercian un efecto protector frente a la enfermedad en
hombres (OR=0,5, valor p corregido=0,003 y OR=0,5, valor p corregido=0,020
respectivamente) pero no en mujeres (OR=0,9, valor p corregido=0,832 y

OR=0,9, valor p corregido=0,697 respectivamente) (Tablas 12 y 13).
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Tabla 12

SNP
rs885822

rs3758562

rs10999426 WA= o)

Leyenda. Distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas en los grupos de pacientes y controles

N(%)
EM

299 (57,5)
221 (42,5)

91 (35,0)
117 (45,0)
52 (20,0)

183 (35,2)
337 (64,8)

30 (11,5)
123 (47,3)
107 (41,2)

334 (64,2)
186 (35,8)

105 (40,4)
124 (47,7)
31 (11,9)

N(%)

Controles

333 (60,3)
219 (39,7)

99 (35,9)
135 (48,9)
42 (15,2)

184 (33,3)
368 (66,7)

28 (10,1)
128 (46,4)
120 (43,5)

369 (66,8)
183 (33,2)

122 (44,2)
125 (45,3)
29 (10,5)

1,1 (0,9-1,4)

0,9 (0,7-1,4)
0,9 (0,6-1,2)
1,4 (0,9-2,2)

1,1 (0,8-1,4)

1,2 (0,7-1,2)

1,0 (0,7-1,5)

0,9 (0,7-1,3)

1,1 (0,9-1,4)

0,9 (0,6-1,2)

1,1(0,8-1,6)
1,2 (0,7-2,0)

0,352

0,857
0,387
0,173

0,562

0,677

0,863

0,601

0,369

0,383

0,604
0,681

0,667

0,999
0,695
0,406

0,821

0,880

0,998

0,832

0,681

0,697

0,832
0,882

Datos en mujeres

OR (95% IC) Valor P Valor P2

estratificado por sexo, en este caso, mujeres. 2Valores p obtenidos tras la aplicacion del test de correccion

de Benjamini-Hochberg.

91



Tabla 13

Datos en hombres

_ N(%) N(%) OR(95% IC) Valor P Valor P2
Andlisis EM Controles
rs885822 Alelo
A 181 (56,6) 310 (65,7) 1,5(1,1-2,0) 0,011 0,071
G 139 (43,4) 162 (34,3)
_ Genotipo
_AA 52 (32,5) 105 (44,5) 0,6(0,4-0,9) 0,021 0,107
_AG 77 (48,1) 100 (42,4) 1,3(0,8-1,9) 0,303 0,613
GG 31(19,4) 31(13,1) 1,6(0,9-2,7) 0,121 0,317
rs10999426 Wa[=1le]
A 125(39,1) 120 (25,4) 1,9 (1,4-2,6) 0,0001 0,003
G 195 (60,9) 352 (74,6)
_ Genotipo
_AA 25(156) 19(8,1) 2,1(1,1-4,0) 0,022 0,107
AG 75(46,9) 82(34,7) 1,7(1,1-25) 0016 0,091
GG 60 (37,5) 135(57,2) 0,5(0,3-0,7) 0,0001 0,003
rs3758562  WA=1l)
A 199 (62,2) 350 (74,2) 1,7 (1,3-2,4) 0,0004 0,007
G 121 (37,8) 122 (25,8)
Genotipo
AA 64 (40,0) 134 (56,7) 0,5(0,3-0,8) 0,002 0,020
AG 71(44,4) 82(34,8) 1,5(1,0-2,3) 0,059 0,198
GG 25(15,6) 20(8,5) 2,0(1,1-3,7) 0,035 0,138

Leyenda. Distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas en los grupos de pacientes y controles
estratificado por sexo, en este caso, hombres. Los valores p en negrita indican asociaciones
estadisticamente significativas. @Valores p obtenidos tras la aplicacion del test de correccion de Benjamini-
Hochberg.

5.1.3. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas, segun
la forma clinica de la enfermedad, en la poblacién estudiada para el gen
de la PRF1

Posteriormente, realizamos el analisis de las frecuencias alélicas y

genotipicas teniendo en cuenta las formas clinicas de la enfermedad. Como se
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muestra en la Tabla 14, las comparaciones que realizamos fueron controles
frente a pacientes con formas EMRR/SP, controles frente a pacientes con
formas EMPP, y pacientes con formas EMRR/SP frente a pacientes con formas
EMPP.

Tras estas comparaciones obtuvimos solo resultados significativos para las
frecuencias alélicas y genotipicas al comparar el grupo de pacientes con
formas de EMRR/SP y los controles sanos. Cuando el analisis, teniendo en
cuenta las formas clinicas, se realizé tras estratificar por sexo (Tabla 14), los
resultados fueron para el alelo A del SNP rs10999426 (OR=1,4, valor p
corregido=0,036 al estudiar el total de los pacientes; OR=1,9, valor p
corregido=0,005 al estudiar s6lo hombres; OR=1,1, valor p corregido=0,878 en
el caso de las mujeres), y para el alelo G del SNP rs3758562 (OR=1,4, valor p
corregido=0,036 al estudiar el total de los pacientes; OR=1,8, valor p
corregido=0,01 en hombres; OR=1,1, valor p corregido =0,794 para mujeres),
indicando que la asociacion se mantenia en hombres pero no en mujeres. De la
misma forma, cuando analizamos las frecuencias genotipicas para GG en el
SNP rs10999426 obtuvimos una OR=0,7 con valor p corregido=0,041 al
analizar todos los pacientes, y al estratificar por sexo los resultados obtenidos
fueron una OR=0,5 con valor p corregido=0,01 en hombres, y una OR=1,1 con
valor p corregido de 0,857 en mujeres. En el caso del genotipo AA para el SNP
rs3758562 los resultados fueron una OR=0,7 con valor p corregido=0,031 al
analizar todos los pacientes, y al estratificar por sexo una OR=0,5 con valor p
corregido=0,025 en hombres y una OR=0,8 con valor p corregido=0,666 en
mujeres. Por tanto la asociacion encontrada en pacientes con formas
EMRR/SP fue negativa ejerciendo por tanto un papel protector frente a la

enfermedad.
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Tabla 14

Datos totales

_ N(%) N(%) OR(95% IC) Valor P Valor P2
SNP Analisis EMRR/SP Controles
rs885822 Alelo
A 370 (57,1) 643 (62,8) 1,3(1,0-1,6) 0,021 0,108
G 278 (42,9) 381 (37,2)
_ Genotipo
_ AA 108 (33,3) 204 (39,8) 0,8(0,6-1,0) 0,070 0,216
_ AG 154 (47,5) 235 (45,9) 1,1(0,8-1,4) 0,670 0,875
GG  62(19,1) 73(143) 14(1,0-2,1) 0,067 0,216
rs10999426 Alelo
A 236 (36,4) 304 (29,7) 1,4(1,1-1,7) 0,004 0,036
G 412 (63,6) 720 (70,3)
_ Genotipo
_ AA  41(12,7) 47(92) 1,4(0,9-2,2) 0,132 0,341
AG 154 (47.5) 210(41,0) 1,3(1,0-1,7) 0,073 0,225
GG  129(39,8) 255(49,8) 0,7(0,5-0,9) 0,005 0,041
rs3758562 Alelo
A 411 (63,4) 719(70,2) 1,4(1,1-1,7) 0,005 0,036
G 237 (36,6) 305 (29,8)
Genotipo
AA  128(39,5) 256(0,5) 0,7(0,5-0,9) 0,004 0,031
AG  155(47,8) 207 (40,4) 1,4 (1,0-1,8) 0,038 0,146
GG  41(12,7) 49(96) 1,4(0,9-2,1) 0,170 0,408
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Tabla 14 continuacion

Datos en mujeres

_ N(%) N(%) OR(95% IC) Valor P Valor P2
SNP Analisis EMRR/SP Controles
rs885822 Alelo
A 243 (58,1) 333 (60,3) 1,1(0,9-1,4) 0,510 0,786
G 175 (41,9) 219 (39,7)
_ Genotipo
_ AA 71 (34,00 99(359) 0,9(0,6-1,3) 0,701 0,890
_ AG 101 (48,3) 135(48,9) 1,0(0,7-1,4) 0,927 1,000
GG  37(17,7) 42(152) 1,2(0,7-1,9) 0,535 0,802
rs10999426 Alelo
A 145 (34,7) 184 (33,3) 1,1(0,8-1,4) 0,678 0,878
G 273 (65,3) 368 (66,7)
_ Genotipo
_ AA 22 (10,5) 28(10,1) 1,0(0,6-1,9) 0,882 0,995
AG 101 (48,3) 128(46,4) 1,1(0,8-1,6) 0,714 0,902
GG  86(41,1) 120(43,5) 1,1(0,8-1,6) 0,643 0,857
rs3758562 Alelo
A 270 (64,6) 369 (66,8) 1,1(0,9-1,4) 0,491 0,794
G 148 (35,4) 183 (33,2)
Genotipo
AA  83(39,7) 122(44,2) 0,8(0,6-1,2) 0,354 0,666
AG 104 (49,8) 125(453) 1,2(0,8-1,7) 0,359 0,666
GG  22(10,5) 29(10,5) 1,0(0,6-1,8) 1,000 1,000
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Tabla 14 continuacion

Datos en hombres

SNP
rs885822

rs10999426

rs3758562

Anaélisis
Alelo
A
G
Genotipo
AA
AG
GG
Alelo
A
G
Genotipo
AA
AG
GG
Alelo
A
G
Genotipo
AA
AG
GG

N (%)
EMRR/SP

127 (55,2)
103 (44,8)

37 (32,2)
53 (46,1)
25 (21,7)

91 (39,6)
139 (60,4)

19 (16,5)
53 (37,4)
43 (37,4)

141 (61,3)
89 (38,7)

45 (39,1)
51 (44,3)
19 (16,5)

N (%)

Controles

310 (65,7)
162 (34,3)

105 (44,5)
100 (42,4)
31 (13,1)

120 (25,4)
352 (74,6)

19 (8,1)
82 (34,7)
135 (57,2)

350 (74,2)
122 (25,8)

134 (56,8)
82 (34,7)
20 (8,5)

OR (95% IC)

1,6 (1,1-2,1)

0,6 (0,4-0,9)
1,2 (0,7-1,8)
1,8 (1,0-3,3)

1,9 (1,4-2,7)

2,3 (1,2-4,5)

1,6 (1,0-2,5)

0,5 (0,3-0,7)

1,8 (1,3-2,5)

0,5 (0,3-0,8)

1,5 (1,0-2,4)
2,1 (1,1-4,2)

Valor P Valor P?

0,008

0,028
0,567
0,044

0,0002

0,027

0,047

0,0006

0,0006

0,002

0,101
0,030

0,055

0,123
0,823
0,158

0,005

0,120

0,167

0,010

0,010

0,025

0,277
0,128
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Tabla 14 continuacion

Datos totales
N(%) N(%) OR(95% IC) Valor P Valor P2
SNP Anaélisis EMPP Controles
rs885822 Alelo
A 110 (57,3) 643 (62,8) 1,3(0,9-1,7) 0,169 0,407
G 82 (42,7) 381(37,2)
Genotipo
AA 35(36,5) 204 (39,8) 0,9(0,6-1,4) 0,570 0,824
AG 40 (41,7) 235(45,9) 0,8(0,5-1,3) 0,503 0,789
GG 21(21,9) 73(14,3) 1,7(1,0-2,9) 0,065 0,215
rs10999426 [A[=1[e]
A 72 (37,5) 304 (29,7) 1,4(1,0-2,0) 0,034 0,139
G 120 (62,5) 720 (70,3)
Genotipo
AA 14 (14,6) 47 (9,2) 1,7(0,9-3,2) 0,136 0,347
AG 44 (45,8) 210(41,0) 1,2(0,8-1,9) 0,430 0,739
GG 38 (39,6) 255(49,8) 0,7 (0,4-1,0) 0,075 0,225
rs3758562 Alelo
A 122 (63,5) 719 (70,2) 1,4(1,0-1,9) 0,074 0,224
G 70 (36,5) 305 (29,8)
Genotipo
AA 41 (42,7) 256 (0,5) 0,8(0,5-1,2) 0,221 0,495
AG 40 (41,7) 207 (40,4) 1,1(0,7-1,6) 0,822 0,963
GG 15(15,6) 49(9,6) 1,8(0,9-3,3) 0,101 0,280




Tabla 14 continuacion

SNP
rs885822

rs10999426

rs3758562

Anaélisis
Alelo
A
G
Genotipo
AA
AG
GG
Alelo
A
G
Genotipo
AA
AG
GG
Alelo
A
G
Genotipo
AA
AG
GG

Datos en mujeres

N(%)
EMPP

56 (54,9)
46 (45,1)

20 (39,2)
16 (31,4)
15 (29,4)

38 (35,3)
64 (62,7)

8 (15,7)
22 (43,1)
21 (41,2)

64 (62,7)
38 (37,3)

22 (43,1)
20 (39,2)
9 (17,6)

N(%)

Controles

333 (60,3)
219 (39,7)

99 (35,9)
135 (48,9)
42 (15,2)

184 (33,3)
368 (66,7)

28 (10,1)
128 (46,4)
120 (43,5)

369 (66,8)
183 (33,2)

122 (44,2)
125 (45,3)
29 (10,5)

OR(95% IC) Valor P Valor P2

1,3 (0,8-1,9)

1,2 (0,7-1,9)
1,5 (0,3-0,9)
2,4 (1,2-4,6)

1,2 (0,8-1,8)

1,6 (0,7-3,9)

0,9 (0,5-1,6)

1,0 (0,5-1,7)

1,2 (0,8-1,9)

1,0 (0,6-1,8)

0,8 (0,5-1,4)
1,8 (0,8-4,1)

0,324

0,639
0,022
0,025

0,495

0,232

0,760

0,878

0,427

1,000

0,447
0,155

0,646

0,859
0,109
0,116

0,785

0,511

0,931

0,999

0,738

1,000

0,749
0,392
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Tabla 14 continuacion

Datos en hombres
N(%) N(%) OR(95% IC) Valor P Valor P2
SNP Anaélisis EMPP  Controles
rs885822 Alelo
A 54 (60,0) 310(65,7) 1,3(0,8-2,0) 0,336 0,650
G 36 (40,0) 162 (34,3)
Genotipo
AA 15(33,3) 105 (44,5) 0,6 (0,3-1,2) 0,190 0,436
AG 24 (53,3) 100 (42,4) 1,6(0,8-3,0) 0,192 0,438
GG 6(13,3) 31(13,1) 1,0(0,4-2,6) 1,000 1,000
rs10999426 [A[=1[e]
A 34 (37,8) 120 (25,4) 1,8(1,1-2,9) 0,020 0,106
G 56 (62,2) 352 (74,6)
Genotipo
AA 6(13,3) 19(8,1) 1,8 (0,7-4,7) 0,257 0,547
AG 22 (48,9) 82(34,7) 1,8(0,9-3,4) 0,092 0,258
GG 17 (37,8) 135(57,2) 0,5(0,2-0,9) 0,022 0,108
rs3758562 Alelo
A 58 (64,4) 350 (74,2) 1,6 (1,0-2,6) 0,071 0,224
G 32 (35,6) 122 (25,8)
Genotipo
AA 19 (42,2) 134 (56,8) 0,6 (0,3-1,1) 0,102 0,278
AG 20 (44,4) 82(34,7) 1,5(0,8-2,9) 0,238 0,520
GG 6(13,3) 20(8,5) 1,7 (0,6-4,4) 0,275 0,573




Tabla 14 continuacion

Datos totales

SNP
rs885822

rs10999426

rs3758562

Anaélisis
Alelo
A
G
Genotipo
AA
AG
GG
Alelo
A
G
Genotipo
AA
AG
GG
Alelo
A
G
Genotipo
AA
AG
GG

N(%)
EMPP

110 (57,3)
82 (42,7)

35 (36,5)
40 (41,7)
21 (21,9)

72 (37,5)
120 (62,5)

14 (14,6)
44 (45,8)
38 (39,6)

122 (63,5)
70 (36,5)

41 (42,7)
40 (41,7)
15 (15,6)

N(%)
EMRR/SP

370 (57,1)
278 (42,9)

108 (33,3)
154 (47,5)
62 (19,1)

236 (36,4)
412 (63,6)

41 (12,7)
154 (47,5)
129 (39,8)

411 (63,4)
237 (36,6)

128 (39,5)
155 (47,8)
41 (12,7)

OR(95% IC)

1,0 (0,7-1,4)

1,2 (0,7-1,9)
0,8 (0,5-1,3)
1,2 (0,7-2,1)

1,1 (0,8-1,5)

1,2 (0,6-2,3)

0,9 (0,6-1,5)

1,0 (0,6-1,6)

1,0 (0,7-1,4)

1,1 (0,7-1,8)

0,8 (0,5-1,2)
1,3 (0,7-2,4)

Valor P Valor P2

1,000

0,624
0,352
0,561

0,799

0,608

0,816

1,000

1,000

0,636

0,297
0,494

1,000

0,848
0,671
0,828

0,965

0,835

0,961

1,000

1,000

0,859

0,605
0,794
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Tabla 14 continuacién

rs885822

rs10999426

rs3758562

Alelo
A
G
Genotipo
AA
AG
GG
Alelo
A
G
Genotipo
AA
AG

Genotipo
AA
AG
GG

Datos en mujeres

N(%)
EMPP

56 (54,9)
46 (45,1)

20 (39,2)
16 (31,4)
15 (29,4)

38 (35,3)
64 (62,7)

8 (15,7)
22 (43,1)
21 (41,2)

64 (62,7)
38 (37,3)

22 (43,1)
20 (39,2)
9 (17,6)

N(%)
EMRR/SP

243 (58,1)
175 (41,9)

71 (34,0)
101 (48,3)
37 (17,7)

145 (34,7)
273 (65,3)

22 (10,5)
101 (48,3)
86 (41,1)

270 (64,6)
148 (35,4)

83 (39,7)
104 (49,8)
22 (10,5)

OR(95% IC) Valor P Valor P2

1,1(0,7-1,8)

1,3 (0,7-2,4)
0,5 (0,3-0,9)
1,9 (1,0-3,9)

1,1 (0,7-1,8)

1,6 (0,7-3,8)

0,8 (0,4-1,5)

1,0 (0,5-1,9)

1,1(0,7-1,7)

1,2 (0,6-2,1)

0,6 (0,4-1,2)
1,8 (0,8-4,3)

0,578

0,514
0,041
0,078

0,645

0,329

0,535

1,000

0,731

0,751

0,212
0,225

0,829

0,789
0,152
0,226

0,854

0,646

0,807

1,000

0,911

0,923

0,477
0,500
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Tabla 14 continuacion

Datos en hombres
N(%) N(%) OR(95% IC) Valor P Valor P2
SNP Analisis EMPP EMRR/SP
rs885822 Alelo
A 54 (60,0) 127 (55,2) 1,2(0,7-2,0) 0,455 0,757
G 36 (40,0) 103 (44,8)
Genotipo
AA 15(33,3) 37(32,2) 1,1(0,5-2,2) 1,000 1,000
AG 24 (53,3) 53 (46,1) 1,3(0,7-2,7) 0,483 0,789
GG 6(13,3) 25(21,7) 0,6 (0,2-1,5) 0,271 0,570
rs10999426 Alelo
A 34 (37,8) 91(396) 1,1(0,7-1,8) 0,800 0,962
G 56 (62,2) 139 (60,4)
Genotipo
AA 6(13,3) 19(16,5) 0,8(0,3-2,1) 0,809 0,956
AG 22 (48,9) 53 (37,4) 1,1(0,6-2,2) 0,860 1,000
GG 17 (37,8) 43 (37,4) 1,0(0,5-2,1) 1,000 1,000
rs3758562 Alelo
A 58 (64,4) 141 (61,3) 1,1(0,7-1,9) 0,701 0,894
G 32 (35,6) 89 (38,7)
Genotipo
AA 19 (42,2) 45(39,1) 1,1(0,6-2,3) 0,724 0,910
AG 20 (44,4) 51 (44,3) 1,0(0,5-2,0) 1,000 1,000
GG 6(13,3) 19(16,5) 0,8(0,3-2,1) 0,809 0,956

Leyenda. Distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas, en las diferentes formas clinicas de la EM
frente a controles, estratificadas por sexo. Los valores p en negrita indican asociaciones estadisticamente
significativas. 2Valores p obtenidos tras la aplicacion del test de correccion de Benjamini-Hochberg.

EMRR/SP son pacientes con comienzo en brote.

5.1.4. Distribucion de haplotipos en la poblacién estudiada para el
gen PRF1
Una vez obtenidos estos resultados, también analizamos las frecuencias

haplotipicas en pacientes con EM y controles sanos. Las frecuencias
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haplotipicas se pueden inferir estadisticamente, una vez que conocemos las
frecuencias genotipicas de la poblacion de estudio, con métodos de
combinatoria o funciones de maxima verosimilitud combinadas con algoritmos.
Estos métodos nos dan informacion sobre como se combinan los alelos de los
distintos SNPs al pasar de una generacion a otra en nuestra poblacion.

Gracias al programa informatico PHASE reconstruimos 8 haplotipos en
casos y controles (Tabla 15). Al realizar las distintas combinaciones posibles
vimos que al comparar controles frente a pacientes existen dos haplotipos
altamente significativos, uno con una funcion protectora (AGA) y otro que
aumenta el riesgo de padecer la enfermedad (GAG), y otros dos que se
asociaron en hombres pero no en mujeres, con una grado de significacion
menor, pero que también aumentan el riesgo de padecer la enfermedad (AGG
y GAA). Al realizar las comparaciones teniendo en cuenta los cursos clinicos de
la enfermedad vimos que la asociacién de los haplotipos mas significativos se
mantenia solo al comparar pacientes con formas EMRR/SP frente al grupo
control en hombres, tal y como nos muestran los siguientes datos. En hombres
para el haplotipo AGA la OR=0,6 con un valor p corregido=0,024 y en mujeres
una OR=0,9 con un valor p corregido=0,774; para el haplotipo GAG una
OR=1,8 con un valor p corregido=0,019 en hombres y una OR=1,1 con un valor
p corregido=0,914 en mujeres.

Por otro lado, destaca que los dos haplotipos de menor riesgo, AGG y GAA
se asociaron fuertemente con pacientes de sexo masculino que presentaban
una forma clinica de EMPP al compararlos con controles, como puede
observarse en la Tabla 15. Para el haplotipo AGG en hombres se obtuvo una
OR=97,4 con un valor p corregido de 5x10~, y en mujeres una OR=1,8 con un
valor p corregido de 1. Para el otro haplotipo GAA los resultados fueron de una
OR=123,3 con un valor p corregido de 2x10 en hombres y una OR=1,1 con un
valor p corregido de 0,914 en mujeres. Al analizarlo en pacientes con formas
EMRR/SP, los resultados para el haplotipo AGG fueron de OR=22,3 con un
valor p corregido de 0,005 en hombres; OR=0,4 con un valor p corregido de
0,828 en mujeres; y para el haplotipo GAA una OR=14,3 con un valor p
corregido de 0,003 en hombres y en mujeres una OR=1,0 con un valor p
corregido de 1 (Tabla 15).
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Tabla 15

Datos totales

EE
123 EM
AAA 5 (0,6)
AAG 0 (0,0)
Ne 461 (54,9)
AGG 14 (1,7)

17 (2,0)

286 (34,1)
GGA 50 (6,0)
GGG 7 (0,8)

- EMRR/SP
AAA 5 (0,8)
AAG 0 (0,0)
'Ne/ W 359 (55,4)
AGG 6 (0,9)

° 09

225 (34,7)
GGA 41 (6,3)
GGG 6 (0,9)

N(%)
Controles
5(0,5)
3(0,3)
634 (61,9)
1(0,1)

0 (0,0)
296 (28,9)
80 (7,8)
5(0,5)

Controles
5(0,5)
3(0,3)

634 (61,9)
1(0,1)
0 (0,0)

296 (28,9)
80 (7,8)
5(0,5)

OR(95% IC)

1,2 (0,4-4,2)
0,2 (0,01-3,4)
0,7 (0,6-0,9)

17,3 (2,3-132,1)
43,5 (2,6-725,2)

1,3 (1,0-1,6)
0,7 (0,5-1,1)
1,7 (0,5-5,4)

1,6 (0,5-5,5)
0,2 (0,01-4,4)
0,8 (0,6-0,9)
9,6 (1,2-79,6)

20,7 (1,2-368,6)

1,3 (1,1-1,6)
0,8 (0,5-1,2)
1,9 (0,6-6,3)

Valor P

0,761
0,257
0,003
0,0001
1x10°%
0,018
0,121
0,394

0,523
0,288
0,009
0,016
0,003
0,013
0,287
0,355

Valor P2

0,928
0,543
0,025
0,003
1x 104
0,099
0,315
0,703

0,798
0,590
0,060
0,089
0,030
0,077
0,593
0,663
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Tabla 15 continuacion

Datos totales

123
AAA
AAG
AGA
AGG
GAA
GAG
GGA

GGG

AAA
AAG
AGA
AGG
GAA
GAG
GGA
GGG

N(%)
EMPP
0 (0,0)
0 (0,0)

102 (53,1)
8 (4,2)
11 (31,8)
61(31,8)
9 (4,7)
1(0,5)
EMPP
0 (0,0)
0 (0,0)

102 (53,1)
8 (4,2)
11 (31,8)

61(31,8)
9 (4,7)
1(0,5)

N(%)
Controles
5(0,5)
3(0,3)
634 (61,9)
1(0,1)

0 (0,0)
296 (28,9)
80 (7,8)
5(0,5)

EMRR/SP

5(0,8)

0 (0,0)
359 (55,4)

6 (0,9)

6 (0,9)
225 (34,7)

41 (6,3)

6 (0,9)

OR(95% IC)

0,5 (0,03-8,7)
0,8 (0,04-14,7)

0,7 (0,5-1,0)

44,5 (5,5-357,7)
129,8 (7,6-2213)

1,1 (0,8-1,6)
0,6 (0,3-1,2)
1,1 (0,1-9,2)

0,3 (0,02-5,5)

0,0 (0,0-0,0)
0,9 (0,7-1,3)

4,7 (1,6-13,6)
6,5 (2,4-17,8)

0,9 (0,6-1,2)
0,7 (0,4-1,5)
0,6 (0,1-4,7)

Valor P

1,000
1,000
0,024
3x10°
1x10°
0,438
0,172
1,000

0,594
0,621
0,005
2x10*
0,488
0,489
1,000

Valor P?

1,000
1,000
0,114
2x10*
3x107
0,747
0,409
1,000

0,828
0,847
0,041
0,005
0,793
0,789
1,000
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Tabla 15 continuacion

Datos en mujeres

H
123
AAA
AAG
AGA
AGG
GAA
GAG
GGA

GGG

AAA
AAG
AGA
AGG
GAA
GAG
GGA
GGG

N(%)
EM
1(0,2)
0 (0,0)
293 (56,4)
5(1,0)
5(1,0)
177 (34,0)
35 (6,7)
4(0,8)
EMRR/SP
1(0,2)
0 (0,0)
237 (56,7)
5(1,2)
4 (1,0)
140(33,5)
28 (6,7)
3(0,7)

N(%)
Controles
4(0,7)
2(0,4)
326 (59,1)
1(0,2)

0 (0,0)
178 (32,3)
39 (7,1)
2(0,4)

Controles
4 (0,7)
2(0,4)

326 (59,1)
1(0,2)
0 (0,0)
178 (32,3)
39 (7,1)
2(0,4)

OR(95% IC)

0,3 (0,03-2,4)
0,2 (0,01-4,4)
0,9 (0,7-1,1)
5,3 (0,6-45,9)
11,8 (0,7-13,8)
1,08 (0,8-1,4)
0,9 (0,6-1,5)
2,1(0,4-11,7)

0,3 (0,04-3,0)
0,3 (0,01-5,5)
0,9 (0,7-1,2)
6,7 (0,8-57,3)
11,9 (0,6-223)
1,1 (0,8-1,4)
0,9 (0,6-1,6)
2,0 (0,3-12,0)

Valor P

0,375
0,500
0,387
0,114
0,027
0,559
0,904
0,439

0,397
0,509
0,470
0,090
0,034
0,730
0,900
0,657

Valor P?

0,687
0,789
0,700
0,302
0,121
0,830
1,000
0,744

0,705
0,790
0,774
0,256
0,137
0,914
1,000
0,862
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Tabla 15 continuacion

Datos en mujeres

H
123
AAA
AAG
AGA
AGG
GAA
GAG
GGA
GGG
123
AAA
AAG
AGA
AGG
GAA
GAG
GGA
GGG

N(%)
EMPP
0(0,0)
0(0,0)

56 (54,9)
0(0,0)
1(1,0)

37 (36,3)
7(6,9)
1(1,0)
EMPP
0(0,0)
0(0,0)

56 (54,9)
0(0,0)
1(1,0)

37 (36,3)
7 (6,9)
1(1,0)

N(%)
Controles
4(0,7)
2(0,4)
326(59,1)
1(0,2)
0(0,0)
178(32,3)
39(7,1)
2(0,4)
EMRR/SP
1(0,2)

0 (0,0)
237 (56,7)
5(1,2)
4 (1,0)
140(33,5)
28 (6,7)
3(0,7)

OR(95% IC)

0,6(0,03-11,1)
1,1(0,05-22,5)
0,8(0,6-1,3)
1,8 (0,1-44,3)
16,3(0,7-403,7)
1,2(0,8-1,9)
1,0(0,4-2,2)
2,7(0,2-30,3)

1,4 (0,1-33,6)
0,9 (0,6-1,4)
0,4 (0,02-6,7)
1,0 (0,1-9,3)
1,1(0,7-1,8)
1,0 (0,4-2,4)
1,4 (0,1-13,3)

Valor P

1,000
1,000
0,446
1,000
0,156
0,424
1,000
0,399

1,000
0,740
0,589
1,000
0,641
1,000
0,584

Valor P?

1,000
1,000
0,751
1,000
0,387
0,738
1,000
0,703

1,000
0,918
0,828
1,000
0,858
1,000
0,830
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Tabla 15 continuacion

Datos en hombres

123
AAA
AAG
AGA
AGG
GAA
GAG
GGA

GGG

AAA
AAG
AGA
AGG
GAA
GAG
GGA
GGG

N(%)
EM
4(1,3)
0(0,0)
168 (52,5)
9(2,8)
12 (3,8)
109 (34,1)
15 (4,7)
3 (0,94)
EMRR/SP
4(1,7)
0 (0,0)
122 (53,0)
1(0,4)
2(0,9)
85 (37,0)
13 (5,7)
3(1,3)

N(%)
Controles
1(0,2)
1(0,2)
308 (65,3)
0 (0,0)
0 (0,0)
118 (25,0)
41 (8,7)
3 (0,64)
Controles
1(0,2)
1(0,2)
308 (65,3)
0 (0,0)
0 (0,0)
118 (25,0)
41 (8,7)
3(0,64)

OR(95% IC)

6,0 (0,7-53,6)
0,5 (0,02-12,1)
0,6 (0,4-0,8)
28,8 (1,7-497,0)
38,3 (2,3-649,1)
1,5 (1,1-2,1)
0,5 (0,3-1,0)
1,5 (0,3-7,4)

8,3 (0,9-75,0)
0,7 (0,03)
0,6 (0,4-0,8)
6,2 (0,3-152,2)
10,3 (0,5-216,3)
1,8 (1,3-2,5)
0,6 (0,3-1,2)
2,1 (0,4-10,3)

Valor P

0,164
1,000
4x10*
3x10*
2x10°
0,007
0,034
0,690

0,042
1,000
0,002
0,328
0,127
0,001
0,176
0,400

Valor P2

0,403
1,000
0,007
0,006
9x10*
0,047
0,139
0,885

0,155
1,000
0,024
0,648
0,286
0,019
0,411
0,699
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Tabla 15 continuacion

Datos en hombres

N(%) N(%) OR(95% IC) Valor P Valor P2

EMPP Controles

0 (0,0) 1(0,2) 1,7 (0,1-43,0) 1,000 1,000
AAG 0 (0,0) 1(0,2) 1,7 (0,1-43,0) 1,000 1,000
NeJN 46 (51,1) 308 (65,3) 0,6 (0,4-0,9) 0,012 0,077
AGG 8 (8,9) 0 (0,0) 97,4 (5,6-1703,2) 3x107 5x10°
Y 10 (11,1) 0(0,0) 123,3 (7,2-2124,3) 7 x10° 2x10%
el 24 (26,7) 118 (25,0) 1,1 (0,7-1,8) 0,791 0,960
GGA 2(2,2) 41 (8,7) 0,2 (0,1-1,0) 0,031 0,129
GGG 0 (0,0) 3 (0,64) 0,7 (0,04-14,5) 1,000 1,000

- EMPP EMRR/SP
AAA 0 (0,0) 4 (1,7) 0,3 (0,01-5,2) 0,580 0,829
AAG 0 (0,0) 0 (0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0,0
el 46 (51,1) 122 (53,0) 0,9 (0,6-1,5) 0,804 0,962
AGG 8 (8,9) 1(0,4) 22,3 (2,8-181,4) 2x10* 0,005
Y 10 (11,1) 2(0,9) 14,3 (3,1-66,4) 1x10* 0,003
SN 24 (26,7) 85 (37,0) 0,6 (0,4-1,1) 0,089 0,256
GGA 2(2,2) 13 (5,7) 0,4 (0,1-1,7) 0,249 0,535
GGG 0 (0,0) 3(1,3) 0,4 (0,02-7,0) 0,562 0,825

Leyenda. Frecuencias haplotipicas en pacientes totales, pacientes con distintas formas clinicas y
controles estratificados por sexo. Los valores p en negrita indican asociaciones estadisticamente
significativas. @Valores p obtenidos tras la aplicacion del test de correccion de Benjamini-Hochberg.

EMRR/SP son pacientes con comienzo en brote.

Como se puede observar en la Figura 14, los haplotipos de riesgo AGG y
GAA fueron mas frecuentes en formas de EMPP, sobretodo en hombres. Al
representar en un grafico el porcentaje de pacientes de las distintas formas
clinicas portadores de uno de estos haplotipos de riesgo, vimos que un 17% de
los pacientes con EMPP eran homocigotos o heterocigotos para los haplotipos
GAA o AGG, mientras que so6lo un 3,7% de los pacientes con formas de

EMRR/SP o un 0,2% de los controles presentaban esta condicion.
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Figura 14
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Leyenda. Distribucion de los haplotipos de riesgo AGG y GAA en pacientes con EM y controles. A:
Numero de haplotipos de riesgo. La barra negra muestra el nimero total de haplotipos; la barra gris
muestra el numero de haplotipos en hombres; la barra blanca muestra el niumero de haplotipos en
mujeres. B: Porcentaje de pacientes portadores de haplotipos de riesgo. EMRR/SP: pacientes con formas

de inicio en brotes.

5.1.5. Replicacion de los resultados obtenidos para el gen de la
PRF1 en dos poblaciones independientes

Tras la obtencidén de estos resultados significativos, decidimos estudiar el
SNP que presentaba un mayor grado de asociacion, rs10999426, en dos
poblaciones independientes de casos y controles con el fin de intentar replicar
los resultados obtenidos.

La replicacién realizada en poblacién estadounidense mostré resultados
similares a los encontrados en la poblacién espanola (Tabla 16). El alelo A se
asoci6 de forma significativa con la enfermedad (OR=1,4; valor p=0,002) y al
estratificar por sexos la asociacidn se mantuvo unicamente para hombres

(OR=1,8; valor p=0,003). En el caso de la poblacién islandesa la distribucion de
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los alelos fue similar a la de las otras dos poblaciones (Tabla 16), aunque no se
obtuvieron resultados estadisticamente significativos.

Para finalizar, se realiz6 un analisis combinando las tres poblaciones
estudiadas y observamos una asociacién estadisticamente significativa del
SNP rs10999426 con la enfermedad unicamente en hombres (OR=1,5, valor

p=2,4 x 10° en hombres; OR=1,2, valor p=0,06 en mujeres) (Figura 15).

Tabla 16
Datos totales - Poblacion de Estados Unidos
N(%) N(%) OR(95% IC) Valor P
SNP Analisis EM Controles

rs10999426 Alelo

_ A 279 (47,1) 230 (38,3) 1,4 (1,1-1,8) 0,002
_ G 313(52,9) 370 (61,7)

Datos en mujeres — Poblacion de Estados Unidos

rs10999426
180 (46,2) 157 (42,7)
G 186 (50,8) 211 (57,3)

Datos en hombres — Poblacion de Estados Unidos

1,3 (0,9-1,7)

rs10999426

98 (45,0) 73 (31,5)
G 120 (55,0) 159 (68,5)

1,8 (1,2-2,6) 0,003
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Tabla 16 continuacion

Datos totales - Poblacion de Islandia
N(%) N(%) OR(95% IC) Valor P
EM Controles

rs10999426 Alelo
_ A 232 (34,1) 267 (31,5) 1,1 (0,9-1,4) 0,276

G 448 (65,9) 581 (68,5)

Datos en mujeres - Poblacion de Islandia
rs10999426 Alelo
A 169 (35,4) 138 (32,4) 1,1 (0,9-1,5) 0,348
G 309 (64,6) 288 (67,6)

Datos en hombres - Poblacion de Islandia

A 63 (31,2) 129 (30,6) 1,0 (0,7-1,5) 0,875
G 139 (68,8) 293 (69,4)

Leyenda. Validacion de la asociacion de PRF1 mediante replicacion en cohortes independientes. La tabla
16 muestra las frecuencias alélicas en casos y controles, estratificadas por sexo, para el SNP rs10999426
en las cohortes de Estados Unidos e Islandia. Los valores p en negrita muestran valores estadisticamente

significativos.

Figura 15
Analisis combinado para el SNP rs10999426

' 1.3

Todos —&— P=24x10"°
P12

Mujeres ——=®—— P=0,0¢
15

Hombres — }  P=2,4x10°

0.8 1,0 12 1.4 1,6 1.8 20
OR

Leyenda. Grafica que representa las OR y 95% IC del anadlisis combinado para el SNP rs10999426,

incluyendo la cohorte espariola, estadounidense e islandesa.
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5.1.6. Gravedad de la enfermedad y polimorfismos en el estudio de

la PRF1
La gravedad de la enfermedad se midi6 utilizando la escala del MSSS y se
analizé teniendo en cuenta los genotipos obtenidos para cada SNP. Al concluir
el andlisis vimos que los valores medios de gravedad de la enfermedad fueron
similares para los distintos genotipos de los SNPs estudiados y para las
distintas formas clinicas. Al estratificar por sexo tampoco obtuvimos diferencias

significativas.

5.1.7. Estudio de la expresion génica de PRF1 mediante
microarrays
La alta asociacion encontrada entre los haplotipos de riesgo y los pacientes
de sexo masculino que presentaban una forma de EMPP nos llevo a realizar
estudios adicionales en el subgrupo de pacientes portadores de los haplotipos
de interés. Para ello, mediante microarrays, intentamos conocer los patrones
de expresion de los pacientes que expresaban estos haplotipos comparando la
expresion génica entre 6 pacientes de sexo masculino que expresan los
haplotipos AGG y GAA y 4 pacientes con el haplotipo protector AGA. Como se
puede ver en el heatmap de la Figura 16, los genes se distribuyen en dos
grandes grupos. La Tabla Suplementaria Il incluida en el Anexo 2 (en el articulo
Gender-Associated Differences of Perforin Polymorphisms in the Susceptibility
to Multiple Sclerosis) recoge una lista de los genes que presentaron una

expresion diferencial entre ambos grupos.
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Figura 16
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Leyenda. Grupos de genes que se expresan de forma distinta en pacientes con haplotipo protector frente

a aquellos con haplotipo de riesgo.

El estudio de las vias celulares representadas entre los genes con
expresion diferencial incluidos en los dos grupos revela que, los genes con
menor expresion en los pacientes con el haplotipo de bajo riesgo se encuentran
incluidos en la categoria de “killing cells” (Tabla 17). Como ejemplo de genes
incluidos en esta categoria estan: LYST (regulador del trafico de lisosomas),
P2RX7 (receptor de purinas P2X, canal ionico ligando dependiente, 7), y
SLAMF7 (gen de la familia SLAM miembro 7). La expresion de estos tres genes
fue menor en hombres con formas de EMPP homo- y heterocigotos para el
haplotipo de riesgo AGG y GAA al compararlos con hombres con la misma
forma clinica pero homocigotos para el haplotipo protector AGA (p=0,002 para
el gen LYST; p=0,0008 para el gen P2RX7; p=0,0001 para el gen SLAMF7).
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Tabla 17

Categorias GOID

Muerte celular G0:0001906

Regulacion positiva de
G0:0048522
procesos celulares

Respuesta a estimulos
G0:0009605
externos

Regulacion positiva de
. . G0:0048518
procesos biolégicos

Deteccion de estimulos

G0:0009581
externos
Via de senalizacion del

G0:0030521
receptor androgeno
Regulacion positiva del

G0:0051094
proceso de desarrollo
Deteccion de estimulos

o GO0:0009595

bidticos

Activacion de macréfagos [elOHeoZYARIG
Secrecion de [L-1 G0:0050701
Secrecion de IL-1b G0:0050702

Respuesta al estrés G0:0006950

Respuesta a dafo G0:0009611

Via de sefalizacion del
receptor de la hormona G0:0030518

esteroide

Genes

LYST, P2RX7,SLAMF7
LYST, S1PR3, NRG1, IFI16,
ILF3, P2RX7, MED1, TLRA4,
NCOAS3, BCLAF1, THRAPS,
SLAMF7, NLRC4, ZBTB38

LYST, CCR2, S1PR3, F5,
FPR2, TLR4, ABHD2, NLRCA4,
P2RY12
LYST, S1PR3, NRG1, IFI16,
ILF3, P2RX7, MED1, TLRA4,
NCOAS3, BCLAF1, THRAPS,
SLAMF7, NLRC4, ZBTB38,

TLR4, NLRC4

MED1, NCOA3, THRAP3

LYST, NRG1, IFI16, P2RX7,
BCLAF1, SLAMF7, NLRC4

TLR4, NLRC4

TLR4,CD93
P2RX7, NLRC4
P2RX7, NLRCA4
LYST, CCR2, S1PR3, F5,
FPR2, HSPA4, IFI16, TLR4,
ABHD2, CLEC5A, RIF1,
SLAMF7, NLRC4, P2RY12
CCR2, S1PR3, F5, FPR2,
TLR4, ABHD2, P2RY12

MED1, NCOA3, THRAP3

Valor p

Procesos biolégicos sobrerrepresentados en genes con menor expresion

0,00082

0,0012

0,0021

0,0023

0,0026

0,0026

0,0035

0,0051

0,0051
0,0051
0,0051

0,0060

0,0065

0,0074
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Categorias GOID
Via de sefalizaciéon
mediada por receptores G0:0030522

intracelulares

Inmunidad mediada por

G0:0002228
células NK
Citotoxicidad mediada por

G0:0042267
células NK

Comportamiento visual G0:0007632
Aprendizaje visual G0:0008542
NI P21 RN nEInlels -l GO:0007611

Regulacion negativa de la

- G0:0016481
transcripcion
Regulacién negativa de la

o G0:0010629
expresion génica

Regulaciéon negativa del
oJ(elel=T e Ne [Nl CEICN SO GO:0010558
macromoléculas
Regulacion negativa de
G0:0009890
Regulacion negativa de
procesos metabdlicos de
nucleobases, nucleosidos, KEIONe[Z K]
nucledtidos y acidos

nucléicos

G0:0048731

Desarrollo muscular GO:0007517

G0:0048513

Sistema de desarrollo

Desarrollo de 6érganos

Regulacion negativa del
G0:0010605

proceso metabdlico de

macromoléculas

Genes Valor p

MED1, NCOA3, THRAP3 0,0074
LYST, SLAMF7 0,0083
LYST, SLAMF7 0,0083

Procesos biolégicos sobrerrepresentados en genes con mayor expresion

KRAS, ATXN1 0,0007
KRAS, ATXN1 0,0007
EGR1, KRAS, ATXN1 0,0013
EGR1, SMAD4, ATXN1, ZEBT1,
0,0034
TLE1, BCOR
EGR1, SMAD4, ATXN1, ZEB1,
0,0037
TLE1, BCOR
EGR1, SMAD4, ATXN1, ZEBT1,
0,0040
TLE1, BCOR
EGR1, SMAD4, ATXN1, ZEBT1,
0,0044
TLE1, BCOR
EGR1, SMAD4, ATXN1, ZEB1,
0,0048
TLE1, BCOR
BTG1, EGR1, FLT1, KRAS,
SMAD4, NR4A2, TCF12, TLE1,  0,0049
PHLDA2, RNF103, BCL11A
BTG1, KRAS, TCF12 0,0053
BTG1, EGR1, FLT1, KRAS,
SMADA4, TCF12, TLET, 0,0071
PHLDAZ2, BCL11A
EGR1, SMAD4, ATXN1, ZEB1,
0,0094

TLE1, BCOR
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Categorias GOID Genes Valor p

Morfogénesis de
GO:0001763 FLT1, SMAD4 0,0098
estructuras ramificadas

Diferenciacion de células
G0:0042692 BTG1, KRAS 0,0098
musculares

Morfogénesis ramificadas

G0:0048754 FLT1, SMAD4 0,0098
tubulares

5.1.8. Expresion del gen y de la proteina PRF1 en PBMCs de
pacientes de sexo masculino con formas de EMPP
El gen PRF1 se encuentra entre los genes que mostraron un grado de
expresion diferencial significativo entre pacientes de sexo masculino con
formas de EMPP y haplotipos de riesgo y pacientes con formas de EMPP y
haplotipos protectores. Como se muestra en la Figura 17, los niveles de
expresion del ARNm de PRF1 fueron significativamente inferiores en pacientes
con EMPP homo- o heterocigotos para los haplotipos de riesgo AGG y GAA al
compararlos con los pacientes con EMPP que expresan el haplotipo protector
AGA (p=0,014). Con el fin de conocer si la diferencia en los niveles de
expresion del gen PRF1 influia en los niveles de expresion proteica de la PRF1,
realizamos la determinacién de la expresion de PRF1 mediante citometria de
flujo en las dos principales poblaciones celulares sanguineas que expresan
PRF1, las células NK y los linfocitos T CD8*. Tanto los estudios de expresién
génica como los de expresion proteica se realizaron en el mismo grupo de

pacientes de sexo masculino con formas de EMPP (Figura 17).
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Figura 17
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Leyenda. Niveles de expresion de ARNm de PRF1 en funcion de que se exprese el haplotipo de riesgo o

protector.

Aunque las diferencias no fueron estadisticamente significativas (p=0,154;
Figura 18) si se observd una menor expresion de proteina PRF1 en células T
CD8* de pacientes con los haplotipos de riesgo AGG y GAA al compararlos con
aquellos que expresaban el haplotipo protector AGA. Es importante mencionar
que se observd una tendencia hacia una correlacién significativa entre la
expresion del gen de la PRF1 en PBMCs y la expresion de la proteina PRF1 en
células T CD8* [coeficiente de correlacién por rangos de Spearman (r)=0,61;
valor p=0,060]. Por el contrario, la expresion de PRF1 en células NK fue similar
en pacientes que expresaban el haplotipo de riesgo, aquellos con el haplotipo
protector y los controles sanos estudiados. El resultado de la correlacion entre
la expresion del gen PRF1 en PBMCs y la expresion de la proteina por células

NK no alcanzé significacion estadistica (r=0,28; valor p=0,425).
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Figura 18
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Leyenda: Expresion de la proteina PRF1 en células CD8* y NK de pacientes con haplotipo protector o de

riesgo.

5.1.9. Estudio de la carga viral de EBV en pacientes con EMPP

Una de las principales funciones de las células NK y de los linfocitos T
CD8* es eliminar células infectadas por virus. Por este motivo, evaluamos si la
disminucién en la expresion de PRF1, expresada por linfocitos T CD8" y por
células NK, en pacientes con haplotipos de riesgo se asociaba a una
reactivacion de la infeccion viral por EBV. Para ello, realizamos una
determinacion de la carga de ADN del virus EBV, en los mismos pacientes en
los que se estudio la expresion del gen y de la proteina PRF1 (n=10), mediante
PCR cuantitativa. Como resultado vimos que no se detectdé ADN viral de EBV

en las PBMCs de los diez pacientes estudiados.

5.1.10. Estudio de la expresién de PRF1 basal e inducida por
hormonas en hombres y mujeres controles
Debido a las diferencias entre sexos observadas tras el estudio de
asociacion de polimorfismos de PRF1 y EM, decidimos analizar la expresion de
PRF1 en PMBCs de controles sanos estratificados por sexo. El analisis de la
expresion mostré una expresion basal de PRF1 similar entre hombres y

mujeres sanos.
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Por otro lado, cuando las células NK vy los linfocitos T CD8+ se incubaron
en presencia de hormonas sexuales como la dihidrotestosterona, el estradiol o
la progesterona durante 3, 6 y 24 horas, se observaron pequenas fluctuaciones

en la expresion de PRF1 que no llegaron a ser estadisticamente significativas.

5.1.11. Implicaciones funcionales de los haplotipos de riesgo para
PRF1 en pacientes con EMPP
Para evaluar el impacto funcional de los haplotipos observados en el gen
PRF1, se purificaron y estimularon con IL-2 linfocitos T CD8* que provenian de
pacientes de sexo masculino con formas de EMPP y portadores de haplotipos
de riesgo o protectores para PRF1. Estas células se utilizaron como células
efectoras (E) en ensayos funcionales de citotoxicidad y degranulacion. Se
observo que los linfocitos T CD8* que provenian de pacientes con haplotipos de
riesgo (GAA/AGA) presentaron una actividad citotoxica mas baja frente a
células P815 (diana — T) marcadas con Cr®! en presencia de anticuerpo
antiCD3 que aquellas que provenian de pacientes con el haplotipo protector
(AGA/AGA). Los dos protocolos de activacion celular utilizados dieron lugar a
resultados similares. Por el contrario, los porcentajes de respuesta de los
linfocitos T CD8* a las células P815 evaluados mediante un ensayo de
degranulacién de CD107a fueron comparables en todos los pacientes (Figura
19).
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Figura 19
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Leyenda: Disminucién de la citotoxicidad en células T CD8* purificadas de pacientes con EM portadores
de los haplotipos de riesgo (GAA/GAA) para PRF1. Las figuras A y C muestran la actividad citotoxica de
las células T CD8* de hombres con formas de EMPP que portan los haplotipos de riesgo (lineas
discontinuas) y los protectores (lineas continuas) para PRF1, que fue testada mediante ensayos de lisis
redirigida en células P815 para evaluar la liberacion de Cr®' indicada por la ratio E: T (ratio efector: diana).
Las figuras B y D miden la proporcion de células T CD8* que responden a células P815 (E/T 5:1)
mediante un ensayo de degranulacion de CD107 por citometria de flujo. Las células CD8* de Ay B
purificadas a partir de PMBCs se incubaron con IL-2 (1000 U/ml) durante 48 h y fueron usadas como
efectoras. El porcentaje de lisis especifica de células P815 marcadas con anticuerpo control (P815-IgG) y
correspondiente a la ratio mayor (20:1) fue menor del 10% en todos los pacientes. En las figuras C y D las
PBMCs fueron estimuladas con PHA + IL-2 durante 7 dias y se utilizaron células T CD8* como efectoras.
El porcentaje de lisis especifica de células P815 marcadas con el anticuerpo control y correspondiente a

la ratio mayor (20:1) fue menor de un 4% en ambos pacientes. ND: no se determiné. P: paciente.

5.2.CASP8

5.2.1. Equilibrio de Hardy Weinberg y desequilibrio de ligamiento
Los tres polimorfismos estudiados en este trabajo para el gen CASPS8
(rs2037815, rs12990906 y rs13113) se encuentran en equilibrio de Hardy-
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Weinberg con valores p de 0,387, 0,812 y 0,109 respectivamente. Ademas, los
tres polimorfismos estan en desequilibrio de ligamiento con un valor p <10-20
(Tabla 18).

Tabla 18

rs2037815 vs. rs12990906 D'=0,618 r’=0,336
rs2037815 vs. rs13113 D’= 0,255 r2=0,037
rs12990906 vs. rs13113 D’=0,751 r2=0,281

5.2.2. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en la
poblacion estudiada para el gen CASP8

Cuando calculamos las frecuencias alélicas y genotipicas comparando
controles frente a pacientes con EM, observamos que las frecuencias para los
distintos alelos y genotipos fueron similares entre ambos grupos (Tabla 19).
Cuando este mismo analisis se realizé estratificando a los pacientes segun el
curso clinico de la enfermedad, vimos que existia una asociacién significativa
entre el alelo G del polimorfismo rs2037815 y las formas de EMPP al
compararlas con las formas de EMRR/SP (OR=1,6; valor p corregido=0,017) y
con los controles sanos (OR=1,7; valor p corregido=0,002). Cuando analizamos
los genotipos, la presencia del genotipo GG para el SNP rs2037815 se asocio a
las formas de EMPP al compararlas con las formas de EMRR/SP (OR=2,0;
valor p corregido=0,019) y con los controles sanos (OR=2,1; valor p
corregido=0,016). Para el polimorfismo rs72990906 el genotipo CT se asocio
con las formas de EMPP al compararlas con los controles sanos (OR=1,9; valor
p corregido=0,030). Para el SNP rs137113 no se encontré ninguna asociacion
estadisticamente significativa en el analisis realizado (Tabla 20).

Cuando este mismo analisis se realiz6 estratificando a los pacientes segun
el curso clinico de la enfermedad, vimos que existia una asociacién significativa
entre el alelo G del polimorfismo rs2037815 y las formas de EMPP al
compararlas con las formas EMRR/SP (OR=1,6; valor p corregido=0,017) y con

los controles sanos (OR=1,7; valor p corregido=0,002). Cuando analizamos los
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genotipos, la presencia del genotipo GG para el SNP rs2037815 se asocio a las
formas de EMPP al compararlas con las formas de EMRR/SP (OR=2,0; valor p
corregido=0,019) y con los controles sanos (OR=2,1; valor p corregido=0,016).
Para el polimorfismo rs12990906 el genotipo CT se asocidé con las formas de
EMPP al compararlas con los controles sanos (OR=1,9; valor p
corregido=0,030). Para el SNP rs13113 no se encontré ninguna asociacion

estadisticamente significativa en el analisis realizado (Tabla 20).

5.2.3. Distribucién de haplotipos en la poblacion estudiada para el

gen CASPS8
Las frecuencias haplotipicas fueron similares al comparar casos Yy
controles. Sin embargo, cuando los casos fueron estratificados por curso clinico
de la enfermedad, se vio que el haplotipo de riesgo GCA se asociaba con las
formas de EMPP al compararlas con los controles sanos (OR=2,0; valor p
corregido=0,017). Ademas, se encontré un haplotipo con efecto protector, ACT,
al comparar las formas de EMPP con las formas EMRR/SP y controles
(OR=0,4, valor p corregido=0,002; OR=0,4, valor corregido p=0,001

respectivamente)(Tabla 21).
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Tabla 19

Datos totales

_ N(%) N(%) OR(95% IC) Valor P Valor P2
Andlisis EM Controles
rs2037815 Alelo
A 555 (50,82) 608 (55,58) 1,2(1,0-1,4) 0,028 0,144
G* 537 (49,18) 486 (44,42)
_ Genotipo
_ GG 135 (24,73) 113 (20,66) 1,3(1,0-1,7) 0,112 0,391
_ AG 267 (48,9) 260 (47,53) 1,1(0,8-1,3) 0,671 0,867
AA 144 (26,37) 174 (31,81) 0,8(0,6-1,0) 0,053 0,224
rs12990906 Alelo
C 507 (56,0) 623(59,9) 1,0(0,9-1,2) 0,664 0,871
T* 469 (44,0) 471 (43,1)
_ Genotipo
_ TT 97 (17,1) 100 (18,3) 0,9(0,7-1,3) 0,632 0,843
CT 287 (53,8) 271(49,5) 1,2(0,9-1,5) 0,161 0,479
ccC 155 (29,1) 176 (32,2) 0,9(0,7-1,1) 0,291 0,596
rs13113 Alelo
A* 444 (40,7) 414 (37,8) 1,1(1,0-1,3) 0,188 0,503
T 648 (59,3) 680 (62,2)
Genotipo
TT 178 (32,6) 202 (36,9) 0,8(0,6-1,1) 0,144 0,461
AT 292 (53,5) 276(50,5) 1,1(0,9-1,4) 0,332 0,619
AA 76 (13,9) 69(12,6) 1,1(0,8-16) 0,533 0,762

Leyenda. Distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas en casos de EM y controles. OR: Odds ratio.
95% IC: Intervalo de confianza del 95%. *Alelos que denotan riesgo. @Valores p obtenidos tras la
aplicacion del test de correccion de Benjamini-Hochberg.

La Figura 20 representa la distribucion de los haplotipos protectores y de
riesgo, teniendo en cuenta si son homocigotos o heterocigotos para estos
haplotipos, para los controles y las diferentes formas clinicas de la EM. Se
puede ver que el porcentaje de homocigotos y heterocigotos para el haplotipo

de riesgo GCA es significativemente mayor en pacientes con formas de EMPP
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al compararlos con los pacientes con formas EMRR/SP (OR=1,8; valor

p=0,015) y con los controles sanos (OR=2,1; valor p=0,001) (Figura 20a). Por

el contrario, el porcentaje de homo- y heterocigotos para el haplotipo protector

ACT fue significativemente menor en pacientes con formas de EMPP al

compararlos con pacientes con formas EMRR/SP (OR=0,4; valor p=0,0001) y

controles (OR=0,4; valor p=0,0002) (Figura 20b). Destacar que ninguno de los

pacientes con EMPP estudiados fue homocigoto para el haplotipo ACT.

Tabla 20

Datos estratificados por forma clinica

SNP
rs2037815

Analisis
Alelo
A
G*
Genotipo
GG
AG
AA
Alelo
C*

T
Genotipo
TT
CT
cC
Alelo
A*

T
Genotipo
TT
AT
AA

rs12990906

rs13113

N (%)
EMRR/SP
446 (53,6%)
386 (46,4)

89 (21,4)
208 (50,0)
119 (28,6)

475 (57,1)
357 (42,9)

73 (17,6)
211 (50,7)
132 (31,7)

326 (39,2)
506 (60,8)

145 (34,9)
216 (51,9)
55 (13,2)

N (%)
Controles
608 (55,6)
486 (44,4)

113 (20,7)
260 (47,5)
174 (31,8)

623 (57,0)
471 (43,1)

100 (18,3)
271 (49,5)
176 (32,2)

414 (37,8)
680 (62,2)

202 (36,9)
276 (50,5)
69 (12,6)

OR(95% IC) Valor P ValorP?

1,1 (0,9-1,3)

1,0 (0,8-1,4)
1,1 (0,9-1,4)
0,9 (0,6-1,1)

1,0 (0,8-1,2)

1,0 (0,7-1,3)

1,0 (0,8-1,4)

1,0 (0,7-1,3)

1,1 (0,9-1,3)

0,9 (0,7-1,2)

1,1 (0,8-1,4)
1,1(0,7-1,5)

0,405

0,810
0,474
0,289

0,963

0,799

0,745

0,889

0,570

0,542

0,696
0,846

0,649

0,888
0,729
0,610

0,987

0,901

0,863

0,923

0,786

0,760

0,844
0,902

125



Tabla 20 continuacion

Datos estratificados por forma clinica

OR(95% IC) Valor P Valor P2

SNP

rs2037815

Analisis
Alelo
A
G*
Genotipo
GG

T*

TT

Alelo

Genotipo
TT
AT
AA

N (%)
EMPP
109 (41,9)
151 (58,1)

46 (35,4)
59 (45,4)
25 (19,2)

122 (52,1)
112 (47,9)

18 (15,4)
76 (65,0)
23 (19,7)

118 (45,4)
142 (54,6)

33 (25,4)
76 (58,5)
21 (16,2)

N (%)
Controles
608 (55,6)
486 (44,4)

113 (20,7)
260 (47,5)
174 (31,8)

623 (57,0)
471 (43,1)

100 (18,3)
271 (49,5)
176 (32,2)

414 (37,8)
680 (62,2)

202 (36,9)
276 (50,5)
69 (12,6)

1,7 (1,3-2,3)

2,1 (1,4-3,2)
0,9 (0,6-1,4)
0,5 (0,3-0,8)

1,2 (0,9-1,6)

0,8 (0,5-1,4)

1,9 (1,3-2,9)

0,5 (0,3-0,8)

1,4 (1,0-1,8)

0,6 (0,4-0,9)

1,4 (0,9-2,0)
1,3 (0,8-2,3)

0,0001

0,0008
0,696
0,005

0,002

0,016
0,844
0,046

0,494

0,737

0,030

0,054

0,152

0,084

0,393
0,612
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Tabla 20 continuacion

Datos estratificados por forma clinica

rs2037815

rs12990906

rs13113

Analisis
Alelo
A
G*
Genotipo
GG
AG
AA
Alelo
Cc
T™
Genotipo
1T
CT
cC
Alelo
A*

T
Genotipo
T
AT
AA

N (%)
EMPP
109 (41,9)
151(58,1)

46 (35,4)
59 (45,4)
25 (19,2)

122 (52,1)
112 (47,9)

18 (15,4)
76 (65,0)
23 (19,7)

118 (45,4)
142 (54,6)

33 (25,4)
76 (58,5)
21 (16,2)

N (%)

EMRR/SP
446(53,6)
386 (46,4)

89 (21,4)
208 (50,0)
119 (28,6)

475 (57,1)
357 (42,9)

73 (17,6)
211 (50,7)
132 (31,7)

326 (39,2)
506 (60,8)

145 (34,9)
216 (51,9)
55 (13,2)

OR(95% IC)

1,6 (1,2-2,1)

2,0 (1,3-3,1)

0,8 (0,6-1,2)

0,6 (0,4-1,0)

1,2 (0,9-1,6)

0,9 (0,5-1,5)

1,8 (1,2-2,8)

0,5 (0,3-0,9)

1,3 (1,0-1,7)

0,6 (0,4-1,0)

1,3 (0,9-1,9)
1,3 (0,7-2,2)

Valor P

0,001

0,001

0,367

0,039

0,180

0,677

0,006

0,011

0,082

0,053

0,226
0,387

Valor P?

0,017

0,019

0,639

0,176

0,498

0,846

0,052

0,074

0,314

0,224

0,549
0,659

Leyenda. Distribucién de frecuencias alélicas y genotipicas en formas clinicas de EM y controles. OR:

Odds ratio. 95% IC: Intervalo de confianza del 95%. *Denotan alelos riesgo. En negrita se indican los

valores p estadisticamente significativos. 2Valores p obtenidos tras la aplicacion del test de correccion de

Benjamini-Hochberg.
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Tabla 21

Datos totales y estratificados por formas clinicas

H
123
GCA
GTT
GTA
ACA

C

>

il
0O
= 4

GCA
GTT
GTA

ACA
ACT
GCT
ATT
ATA

GCA

GTA
ACA
ACT
GCT
ATT
ATA

N (%)
EM
122 (11,2)
346 (31,7)
47 (4,3)
270 (24,7)
197 (18,0)
22 (2,0)
83 (7,6)
5 (0,5)
EMRR/SP
82 (9,9)
254 (30,5)
35 (4,2)
206 (24,8)
172 (20,7)
15 (1,8)
65 (7,8)
3(0,4)
EMPP
40 (15,4)
92 (35,4)
12 (4,6)
64 (24,6)
25 (9,6)
7(2,7)
18 (6,9)
2(0,8)

N (%)
Controles
92 (8,4)
328 (29,9)
38 (3,5)
281 (25,7)
222 (20,3)
28 (2,6)
102 (9,3)
3(0,3)
Controles
92 (8,4)
328 (29,9)
38 (3,5)
281 (25,7)
222 (20,3)
28 (2,6)
102 (9,3)
3(0,3)
Controles
92 (8,4)
328 (29,9)
38 (3,5)
281 (25,7)
222 (20,3)
28 (2,6)
102 (9,3)
3(0,3)

OR(95% IC)

1,4 (1,0-1,8)
1,1 (0,9-1,3)
1,2 (0,8-1,9)
1,0 (0,8-1,2)
0,9 (0,7-1,1)
0,8 (0,4-1,4)
0,8 (0,6-1,1)
1,7 (0,4-7,0)

1,2 (0,9-1,6)
1,0 (0,8-1,3)
1,2 (0,8-2,0)
1,0 (0,8-1,2)
1,0 (0,8-1,3)
0,7 (0,4-1,3)
0,8 (0,6-1,1)
1,3 (0,3-6,5)

2,0 (1,3-3,0)
1,3 (1,0-1,7)
1,3 (0,7-2,6)
0,9 (0,7-1,3)
0,4 (0,3-0,7)
1,1 (0,5-2,4)
0,7 (0,4-1,2)
2,8 (0,5-17,0)

Valor P

0,030
0,404
0,321
0,622
0,192
0,474
0,166
0,506

0,297
0,802
0,402
0,672
0,864
0,280
0,253
1,000

0,001
0,100
0,363
0,752
3,5x10°
0,830
0,274
0,246

Valor P?

0,145
0,660
0,613
0,843
0,480
0,716
0,475
0,750

0,594
0,891
0,670
0,853
0,909
0,606
0,579
1,000

0,017
0,366
0,646
0,859
0,001
0,897
0,608
0,579
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Tabla 21 continuacion

Datos totales y estratificados por formas clinicas

H
123
GCA
GTT
GTA

ACA
ACT
GCT
ATT
ATA

N (%)
EMPP
122 (11,2)
346 (31,7)
47 (4,3)
270 (24,7)
197 (18,0)
22 (2,0)
83 (7,6)
5(0,5)

N (%)
EMRR/SP
82 (9,9)
254 (30,5)
35 (4,2)
206 (24,8)
172 (20,7)
15 (1,8)
65 (7,8)
3(0,4)

OR(95% IC)

1,7 (1,1-2,5)
1,2 (0,9-1,7)
1,1 (0,6-2,2)
1,0 (0,7-1,4)
0,4 (0,3-0,6)
1,5 (0,6-3,7)
0,9 (0,5-1,5)
2,1 (0,4-12,9)

Valor P

0,017
0,147
0,729
1,000
2,8 X10°
0,446
0,689
0,342

Valor P?

0,100
0,453
0,858
1,000
0,002
0,700
0,848
0,621

Leyenda. Analisis de las frecuencias de haplotipos en total y segun las formas clinicas de la EM. H:

haplotipos. OR: Odds ratio. 95% IC: Intervalo de confianza del 95%. En negrita se indican los valores p

estadisticamente significativos. @Valores p obtenidos tras la aplicacion del test de correccion de Benjamini-

Hochberg.
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Figura 20

Haplotipo de riesgo Haplotipo protector (ACT)

80.8%
81.5% 8.9%
71.5% 62.5% 63.8%

e+ +H- ++ - - +H+ - -

EMPP EMRR/SP Controles

EMRR/SP Controles

Leyenda. Frecuencia de los haplotipos de riesgo y protector en las formas clinicas de EM y controles. Los
haplotipos fueron reconstruidos computacionalmente y enfrentados por parejas. (A) El porcentaje del
haplotipo de riesgo GCA se encuentra incrementado en pacientes con formas de EMPP. +/+: GCA/GCA;
+/- GCAlotro haplotipo; -/-: otro haplotipo/otro haplotipo. *Para formas EMRR/SP [OR (intervalo de
confianza 95%); valor p: 1,8 (1,1-2,8); p=0,015]. Para controles: 2,1 (1,3-3,2); p=0,001. (B) El porcentaje
de haplotipos protectores (ACT) esta disminuido en pacientes con formas de EMPP. +/+: ACT/ACT; +/-:
ACTlotro haplotipo; —/—: otro haplotipo/otro haplotipo. *Para formas EMRR/SP: 0,4 (0,2-0,6); p=0,0001.
Para controles: 0,4 (0,3-0,7); p=0,0002.

5.2.4. Gravedad de la enfermedad y polimorfismos de CASP8

Con el fin de conocer el papel de CASP8 como gen modificador de la
gravedad de la enfermedad, se compar¢ la gravedad de la enfermedad, medida
con la escala MSSS, entre los distintos genotipos de los polimorfismos. En la
Figura 21 se puede ver la media de los valores obtenidos en la escala del
MSSS asociados con los distintos genotipos posibles para los SNPs
rs2037815, rs12990906, y rs13113 en pacientes con EMRR/SP y con EMPP.
Se observa que los pacientes con formas de EMPP que presentan el alelo G
para el polimorfismo rs2037815 padecen un curso mas agresivo de la
enfermedad, y si el paciente es homocigoto GG para este SNP se observa una
tendencia a que la enfermedad progrese mas rapidamente al compararlo con
los pacientes homocigotos AA para el SNP (puntuacién media: 7,9 frente a 6,6
respectivamente; p=0,056). Para el resto de comparaciones, la media de las
puntuaciones obtenidas con la escala del MSSS fue similar entre los diferentes
genotipos del SNP rs2037815 en pacientes con EMRR/SP, y para los SNPs
rs12990906 y rs13113 tanto en pacientes con formas EMRR/SP como para los

que presentan formas de EMPP.
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Figura 21
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Leyenda. Puntuaciones en la escala del MSSS asociadas a los diferentes genotipos para la CASP8 que
presentan los pacientes con formas de EMRR/SP y EMPP. Las barras de los gréaficos representan la

media de las puntuaciones obtenidas con la escala para los diferentes genotipos y SNPs estudiados.

5.2.5. Estudio de la expresién génica de CASP8 asociada a los
haplotipos de riesgo y protector

Se compararon los niveles de expresion de CASP8 entre pacientes con EM
homocigotos para el haplotipo protector (ACT/ACT) y pacientes homocigotos
para el haplotipo de riesgo (GCA/GCA) usando para ello un cultivo celular
sometido a distintas condiciones.

Se incubaron PBMCs sin ningun tipo de estimulo y células del mismo tipo
pero activadas con PHA durante 24 horas. Se extrajo ARN de las células sin y
con PHA. Los niveles de expresion génica en las células sin activar fueron
similares al comparar pacientes con el haplotipo protector y el de riesgo
(incremento: 1,2; p=0,235 — test t de Student). Sin embargo, se observé una
disminucion en la expresiéon de CASPS8 tras la activacion celular con PHA en
ambos grupos siendo esta disminucion similar en pacientes con haplotipos de
riesgo y protector (disminucion: 0,3; p<0.01 para ambos grupos - test t-

pareado) (Figura 22).
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Figura 22
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Leyenda. Niveles de expresion génica de CASP8 asociados al haplotipo de riesgo y al protector. (A)
Células en condiciones basales. (B) Células tratadas 24 horas con PHA. Las células pertenecian a 11
pacientes; 7 con el haplotipo protector (ACT/ACT) y 4 con el haplotipo de riesgo (GCA/GCA). (A)
Resultados expresados en incremento en veces de la expresion del gen en homocigotos GCA/GCA frente
a homocigotos ACT/ACT, y (B) en PBMCs activadas frente a PBMCs sin estimulo. En (B) las barras

blancas representan células sin activar y las barras negras células activadas.

5.3.BTG1

5.3.1. Equilibrio de Hardy-Weinberg y desequilibrio de ligamiento
Los SNPs rs731652 y rs12694 del gen BTG1 se encuentran en equilibrio
de Hardy-Weinberg (p=0,914 y p=0,602 respectivamente) y estan en
desequilibrio de ligamiento (D'= 0,85; R?>=0,23).

5.3.2. Distribucién de las frecuencias alélicas y genotipicas en la
poblacion estudiada para el gen BTGL1.

En primer lugar, se analizaron las frecuencias alélicas y genotipicas
teniendo en cuenta todos los casos y todos los controles. Como resultado
obtuvimos que el calculo de las frecuencias alélicas para el SNP rs731652
mostraba una tendencia a una asociacién significativa del alelo T con la

enfermedad (OR=1,3; valor p corregido=0,067). Tras el estudio de las
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frecuencias genotipicas vimos una asociacion negativa del genotipo
homocigoto CC para el SNP rs731652 (OR=0,7; valor p corregido=0,019) con
la enfermedad, y una asociacion positiva entre el genotipo heterocigoto CT y la
EM (OR=1,6; valor p corregido=0,008) (Tabla 22).

No se encontraron asociaciones estadisticamente significativas a nivel
alélico y genotipico para el polimorfismo rs12694 al comparar controles y

pacientes.

En segundo lugar, realizamos el analisis de las frecuencias alélicas y
genotipicas teniendo en cuenta las diferentes formas clinicas de la enfermedad.
Al comparar las formas de EMRR/SP con los controles observamos una
asociacion del alelo T con la enfermedad (OR=1,4; valor p corregido=0,021).
Cuando estudiamos las frecuencias genotipicas comparando los mismos
grupos vimos que el genotipo CC homocigoto para el polimorfismo rs731652 se
asociaba de forma negativa a la enfermedad (OR=0,6; valor p
corregido=0,005), y el genotipo CT se asociaba de forma positiva (OR=1,7;
valor p corregido=0,005) (Tabla 23).

El resto de comparaciones realizadas entre controles y formas de EMPP y
entre formas de EMPP y formas de EMRR/SP no mostraron resultados

significativos (Tabla 23).
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Tabla 22

Datos totales

rs731652

Leyenda. Distribucidn de frecuencias alélicas y genotipicas en casos y controles. OR: Odds ratio. 95% IC:

Alelo
C
T*
Genotipo
cC

G*
Genotipo
AA
AG
GG

N (%)
EM
868 (79,2)
228 (20,8)

338 (61,7)
192 (35,0)
18 (3,3)

639 (58,1)
461 (41,9)

185 (33,6)
269 (48,9)
96 (17,5)

N (%)
Controles
904 (83,4)
180 (16,6)

383 (70,6)
138 (25,5)
21 (3,9)

638 (58,5)
452 (41,5)

183 (33,6)
272 (49,9)
90 (16,5)

OR(95% IC)

1,3 (1,1-1,6)

0,7 (0,5-0,7)

1,6 (1,2-2,1)

0,8 (0,4-1,6)

1,0 (0,9-1,2)

1,0 (0,8-1,3)

1,0 (0,8-1,2)
1,1 (0,8-1,5)

Valor P  Valor P2

0,012

0,002
6 x 10
0,628

0,834

0,984

0,741
0,678

0,067

0,019
0,008
1,000

1,000

1,000

1,000
1,000

Intervalo de confianza del 95%. *Denotan alelos de riesgo. En negrita se indican los valores

estadisticamente significativos. @Valores p obtenidos tras la aplicacion del test de correccion de Benjamini-

Hochberg.
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Tabla 23

Datos estratificados por forma clinica
Anélisis N (%) N (%) OR(95% IC) Valor P Valor P2
rs731652 Alelo EMRR/SP  Controles
C 667 (77,9) 904 (83,4) 1,4(1,1-1,8) 0,002 0,021
T 189 (22,1) 180 (16,6)
Genotipo
cC 254 (59,3) 383(70,7) 0,6(0,5-0,8) 2x10* 0,005
CT 159 (37,1) 138(25,5) 1,7(1,3-2,3) 1x10* 0,005
TT 15 (3,6) 21 (3,8) 0,9 (0,5-1,6) 0,865 1,000

A 499 (58,0) 638(58,5) 1,0(0,9-1,2) 0,821 1,000
G* 361 (42,0) 452 (41,5)
Genotipo

AA 144 (33,5) 183(33,6) 1,0(0,8-1,3) 0,977 1,000
AG 211 (49,1) 272(49,9) 1,0(0,8-1,3) 0,795 1,000
GG 75(17,4) 90 (16,5) 1,1(0,8-1,5) 0,701 1,000
rs731652 Alelo PPMS Controles

c* 201 (83,8) 904 (83,4) 1,0(0,7-1,5) 0,754 1,000
T 39 (16,2) 180 (16,6)
Genotipo

cC 84 (70,0) 383(70,7) 1,0(0,6-1,4) 0,885 1,000

CT 33(27,5) 138(25,5) 1,1(0,7-1,7) 0,644 1,000

TT 3(2,5) 21 (3,8) 0,6 (0,2-2,2) 0,466 1,000
rs12694 Alelo

A 140 (58,3) 638(58,5) 1,0(0,8-1,3) 0,954 1,000
G* 100 (41,7) 452 (41,5)

. 41 (34,2) 183(33,6) 1,0(0,7-1,6) 0,912 1,000

AA
AG  58(483) 272(49,9) 0,9(0,6-1,4) 0,741 1,000
GG  21(17,5) 90(16,5) 1,1(0,6-1,8) 0,799 1,000
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Tabla 23 continuacion

Datos estratificados por forma clinica
Anélisis N (%) N (%) OR(95% IC) Valor P Valor P2
rs731652 Alelo EMPP EMRR/SP

c* 201 (83,8) 667 (77,9) 1,5(1,0-2,1) 0,049 0,212
T 39 (16,2) 189 (22,1)
Genotipo

cC 84 (70,0) 254 (59,3) 1,6(1,0-2,5) 0,033 0,172
CT 33 (27,5) 159 (37,1) 0,7(0,4-1,1) 0,056 0,201
TT 3(2,5) 15 (3,6) 0,7 (0,2-2,5) 0,585 1,000
Alelo

A* 140 (58,3) 499 (58,0) 1,0(0,8-1,4) 0,931 1,000
G 100 (41,7) 361 (42,0)
Genotipo

AA 41 (34,2) 144 (33,5) 1,0(0,7-1,6) 0,889 1,000

- AG 58 (48,3) 211 (49,1) 1,0(0,7-1,4) 0,886 1,000

GG  21(175) 75(17,4) 1,0(06-1,7) 0,988 1,000

Leyenda. Distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas en casos segun forma clinica y controles. OR:
Odds ratio. 95% IC: Intervalo de confianza del 95%. *Denotan alelos de riesgo. ?Valores p obtenidos tras

la aplicacion del test de correccién de Benjamini-Hochberg.

5.3.3. Distribucién de haplotipos en la poblacion estudiada para el
gen BTG1
Como se puede ver en la Tabla 24, se reconstruyeron mediante un
programa informatico cuatro haplotipos. Al comparar controles y pacientes se
observé una asociaciéon del haplotipo TA con la EM (OR=2,8; valor p
corregido=0,041). Cuando se analizaron las frecuencias haplotipicas
estratificando por forma clinica se vio que esta asociacién se mantenia sélo en
pacientes con formas EMRR/SP al compararlos con controles (OR=2,9; valor p
corregido=0,038).

136



Tabla 24

Datos totales y estratificados por formas clinicas

G

—4 4| o]l o -4 4l o] o -4 4l o] o -4 4l 9] o
IHH!IHHH!IHHH!IHHHHEH

N (%)
EM
613 (55,9)
255 (23,3)
25 (2,3)
203 (18,5)
EMRR/SP
478 (55,8)
189 (22,1)
20 (2,3)
169 (19,7)
EMPP
135 (56,3)
66 (27,5)
5(2,1)
34 (14,2)
EMPP
135 (56,3)
66 (27,5)
5(2,1)
34 (14,2)

N (%)
Controles
624 (57,8)
277 (25,6)

9 (0,8)
170 (15,7)
Controles
624 (57,8)
277 (25,6)

9(0,8)
170 (15,7)
Controles
624 (57,8)
277 (25,6)

9 (0,8)
170 (15,7)
EMRR/SP
478 (55,8)
189 (22,1)

20 (2,3)
169 (19,7)

OR(95% IC)

1,0 (0,9-1,2)
0,9 (0,8-1,2)
2,8 (1,3-6,1)
1,2 (0,9-1,5)

1,0 (0,8-1,2)
0,9 (0,7-1,1)
2,9 (1,3-6,4)
1,3 (1,0-1,7)

1,0 (0,8-1,3)
1,1 (0,8-1,5)
2,6 (0,9-7,8)
0,9 (0,6-1,4)

1,0 (0,7-1,3)
1,2 (0,8-1,7)
0,9 (0,3-2,4)
0,7 (0,5-1,1)

Valor P

1,000
0,531
0,005
0,099

1,000
0,302
0,006
0,036

1,000
0,562
0,084
0,708

1,000
0,219
0,810
0,108

Valor P2

1,000
1,000
0,041
0,347

1,000
0,846
0,038
0,168

1,000
1,000
0,315
1,000

1,000
0,646
1,000
0,336

Leyenda. Andlisis de las frecuencias de haplotipos en total y segun las formas clinicas de EM. H:
haplotipos. OR: Odds ratio. 95% IC: Intervalo de confianza del 95%. 1y 2 representan los SNPs rs731652
y rs12694. @Valores p obtenidos tras la aplicacion del test de correccion de Benjamini-Hochberg.
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5.3.4. Replicacion de los resultados obtenidos para el gen BTG1 en

una poblacion independiente
El SNP rs731652 se genotipd en una poblacion caucasica independiente
de origen estadounidense. Tras el analisis de las frecuencias alélicas y
genotipicas se observo una distribucion similar de ambas frecuencias en casos

y controles (Tabla 25).

Tabla 25

Datos totales

N\ Anaélisis N (%) N (%) OR(95% IC) Valor P

rs731652 Alelo EM Controles
c* 492 (82,0) 477 (81,7) 1,0 (0,8-1,4) 0,886
T 108 (18,0) 107 (18,3)

Genotipo

cC 194 (66,4) 200 (66,7) 0,9 (0,7-1,4) 0,953
CT 89 (30,5) 92 (30,7) 0,9 (0,7-1,4) 0,961
TT 9(3,1) 8 (2,7) 1,2 (0,4-3,1) 0,762

Leyenda. Distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas en EM y controles en la cohorte de pacientes
estadounidenses. OR: Odds ratio. 95% IC: Intervalo de confianza del 95%. *Alelo de riesgo.

5.3.5. Gravedad de la enfermedad y polimorfismos del gen BTG1
Con el fin de conocer si la presencia de alelos o genotipos concretos para
el gen BTG1 alteraban el curso de la enfermedad, se compararon las medias
de gravedad de la enfermedad obtenidas con la escala del MSSS con los
distintos genotipos posibles para cada polimorfismo. Tras el analisis no se
obtuvieron resultados estadisticamente significativos para ninguno de los

genotipos de los dos SNPs estudiados.

5.3.6. Estudio de la expresién génica de BTGl asociada a los
genotipos del SNP rs731652

Para el estudio de expresion, debido a que la asociacion del SNP rs731652

con la enfermedad venia sobretodo determinada por el alelo T, y debido a la

baja presencia de homocigotos TT (3,3%), los genotipos TT y CT se agruparon
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a la hora de realizar el analisis. Asi, los niveles de expresion del gen BTG1 se
compararon entre los grupos formados por individuos con genotipos TT/CT y
aquellos que presentaban el genotipo CC. Para la determinacién de la
expresion de BTG1, las PBMCs se incubaron en condiciones basales y tras
estimulacion con PHA durante 4 horas.

Como se puede ver en la Figura 23, los niveles de expresion del gen fueron
similares al comparar pacientes con formas de EMRR/SP y genotipos CT/TT y
aquellos con genotipos CC tanto en condiciones basales (incremento: 1,3;
p=0,211; test de Mann-Whitney) como tras activacion con PHA (incremento:
0,8; p=0,328) (Figuras 23A y 23B).

Figura 23
A PMBCs sin B PMBCs estimuladas
29 estimulo P con PHA
= L)
U @
T c T c
= o e
E ﬂ 14 E 8 14
2 g S
7] ﬁ @ 5
S S
£ £
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CcT/TT Ccc CT/TT
(n=11) (n=6) (n=9)

Leyenda. Niveles de expresion del gen BTG1 asociados con los distintos genotipos del SNP rs731652. El
ARN total fue extraido de PBMCs en condiciones basales (A) y tras la incubacién con PHA durante 4
horas (B) tal y como se describe en el apartado de Material y Métodos. Resultados expresados en
incremento en veces de la expresion del gen en CT heterocigotos + TT homocigotos frente a CC

homocigotos (calibradores).
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DISCUSION GENERAL
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6. DISCUSION GENERAL

Como queda recogido en apartados anteriores, este trabajo se basa en el
estudio de tres genes (PRF1, CASP8 y BTG1) con el fin de conocer su

implicacion en la susceptibilidad a padecer EM en diferentes poblaciones.
La seleccion de estos genes se realizo en base a:

a) La implicacion de los tres genes estudiados en el mecanismo de muerte
celular por apoptosis, el cual juega un papel importante en la patogenia
de la EM.

b) Los resultados obtenidos a partir del proyecto GAMES para poblacién
espafnola que, una vez analizados mediante el método de las ventanas
deslizantes, dieron lugar a la delimitacion de regiones genomicas
asociadas a la susceptibilidad de padecer EM. Los genes estudiados se
encuentran dentro o cerca de estas regiones.

c) Los resultados de estudios de expresion previos realizados en muestras
biolégicas humanas o en el modelo animal, la EAE, en los que se
observo, entre otros resultados, diferencias en la expresion de los genes

aqui estudiados.

6.1.PRF1y susceptibilidad a la EM

Como ya se ha comentado, los estudios realizados previamente nos
indicaban una elevada probabilidad de que el gen PRF1 participara en la
susceptibilidad a padecer EM, incluso mostraban que ciertas mutaciones en el
gen PRF1, como la A91V, podrian estar implicadas en el desarrollo de la

enfermedad (Cappellano y cols., 2008).

Uno de nuestros resultados mas sorprendentes, tras la estratificacion por
sexos, fue la clara asociacion del gen en poblacién espanola con la
susceptibilidad de padecer EM en pacientes de sexo masculino. Estos
resultados se observaron a nivel de alelo, genotipo y haplotipo. Ademas, tras

elegir el SNP que mostraba una mayor asociacion a EM (rs10999426) y

143



genotiparlo en dos poblaciones independientes, islandesa y estadounidense,

los resultados se replicaron para la poblacién estadounidense.

Sumado a esto, los analisis combinados de los resultados para las tres
cohortes estudiadas mostraron una fuerte asociacion entre el gen y la

susceptibilidad a la enfermedad en pacientes de sexo masculino.

Otro importante hallazgo de este estudio fue la asociacion en hombres
de los haplotipos de riesgo minoritarios AGG y GAA, en homo- y heterocigosis,
con la forma de EMPP. A pesar de la baja frecuencia de estos haplotipos en
general, mas del 16% de los pacientes con EMPP mostraron estos haplotipos,
de los cuales la gran mayoria eran pacientes del sexo masculino. El porcentaje
de enfermos con formas de EMRR o de controles sanos que mostraban estos

haplotipos fue mucho menor que en las formas de EMPP.

Tras obtener estos resultados, se compararon pacientes de sexo
masculino con formas de EMPP que portaban los dos haplotipos de riesgo
minoritarios, AGG y GAA, en homo- y heterocigosis, con pacientes con formas
de EMPP que portaban el haplotipo protector AGA en homocigosis. Este
estudio se realiz6 mediante microarrays de expresion. Los resultados obtenidos
mostraron que aquellos pacientes con los haplotipos de riesgo presentaron una
expresion disminuida de genes como LYST, SLAMF7 y P2RX7, todos ellos
relacionados con la principal funcion de la perforina. Aunque la expresiéon del
gen de PRF1 también fue menor, no se incluyd dentro de este grupo ya que el
valor p no alcanzé el valor necesario para ser incluido en la categoria de

muerte celular.

La relacién entre el gen de PRF1y el gen LYST es muy interesante. Las
mutaciones en el gen de PRF1 aparecen en un 15-50% de los casos de
linfohistiocitosis hemofagocitica familiar (FHLH) (Online Mendelian Inheritance
in Man #267700, #603553) (Katano y Cohen, 2005), una enfermedad
multisistémica rara. Esto da lugar a una activacion y proliferacion de linfocitos T
CD8* incontrolada que produce una activacion excesiva de macrofagos y altos
niveles de citoquinas proinflamatorias provocando lo que se conoce como
sindrome hemofagocitico. Este sindrome es también caracteristico de

deficiencias inmunoldgicas como el sindrome de Chédiak-Higashi (Online
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Mendelian Inheritance in Man #214500), provocado por mutaciones en el gen
LYST, que codifica una proteina intracelular que regula el trafico de proteinas
que entran y salen del lisosoma (Janka, 2007; Filipovich, 2006; Ward y cols.,
2002; Nagle y cols., 1996).

En el caso del gen P2RX7, éste codifica un receptor que funciona como
canal ionico dependiente de ligando y es responsable de la lisis ATP
dependiente de macréfagos a través de la formacion de poros en la membrana

que la hacen permeable a moléculas largas (North y Surprenant, 2000).

El gen SLAMF7 es un miembro de la familia de receptores relacionados
con SLAM, la cual regula la funcion celular de las células NK (Bouchon y cols.,
2001, Claus y cols., 2008).

Estos resultados podrian indicar un defecto generalizado en la expresién
de genes que codifican proteinas involucradas en la muerte celular en
pacientes de sexo masculino con formas de EMPP que portan los haplotipos de

riesgo minoritarios AGG y GAA.

Otros genes que también mostraron una disminucion en su expresion
fueron los que participan en las vias de sefalizacion de los receptores de
androgenos. Uno de éstos fue el gen MED1 que tiene un papel importante en la
produccion de andrégenos adrenales (Nakamura y cols., 2009). Otro gen con
expresion disminuida fue NCOA3, que es un coactivador transcripcional que
interactua con el receptor de andrégenos para mejorar su funcion de activacion
transcripcional (Tien y cols., 2009). Y, por ultimo, el gen THRAP3 que podria
jugar un papel co-regulatorio en la expresion de genes mediada por el receptor
de andrégenos (Wang y cols., 2002).

Aunque estos resultados son muy interesantes, se desconoce si la via
de senalizacion del receptor de androgenos esta relacionada con las
diferencias en EM asociadas al sexo encontradas en este estudio. El
transcriptoma de hormonas sexuales androgénicas programadas ha sido
definido en leucocitos humanos con raices en embriogénesis temprana,
dependencia de exposicion fetal a andrégenos, y no modificacion de la

exposicion postnatal a esteroides (Holterhus y cols., 2009).
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Son necesarios mas estudios para conocer la regulacion de la expresion

de estos genes a través de otro u otros genes.

La disminucidn en la expresion de ARNm de PRF1 observado en
pacientes de sexo masculino con formas de EMPP que portan los haplotipos de
riesgo AGG y GAA, nos llevo al estudio de la expresion de la proteina PRF1 en
linfocitos T CD8" y células NK pertenecientes a estos pacientes. Como
resultado obtuvimos una disminucion de la expresion de la proteina PRF1 por
parte de los linfocitos T CD8%, paralelamente a la disminucion observada en la
expresion de ARNm en PBMCs; sin embargo, no conseguimos un valor
estadisticamente significativo probablemente debido al pequefio tamafo de la

muestra.

Estudios funcionales sugieren que los linfocitos T CD8* que provienen de
pacientes del sexo masculino con formas de EMPP que portan los haplotipos
de riesgo de PRF1 muestran una actividad citotoxica reducida comparada con
las células de pacientes que portan los haplotipos protectores, a pesar de su
similar capacidad de responder a la activacién de receptores de las células T.
Esta disminucion de la citotoxicidad no parece ser secundaria a una exocitosis
deficiente de los granulos que contienen PRF1. El uso de dos protocolos de
activacion diferentes para linfocitos T CD8* dio como resultado diferencias
similares entre grupos con datos de actividad citotdxica reducida asociada con
los haplotipos de riesgo para PRF1; sin embargo, se necesitan estudios en

cohortes mas numerosas de pacientes para confirmar estos hallazgos.

Otro parametro que también evaluamos, mediante PCR cuantitativa, fue
si la baja expresion de PRF1 en pacientes con haplotipos de riesgo estaba
asociada con la reactivacion de una infeccion viral por EBV. Sin embargo, no
detectamos genoma viral en PBMCs de pacientes con haplotipos de riesgo o

protectores.

Por tanto, mediante el estudio de la relacion entre el gen PRF1 y la

susceptibilidad a la EM:
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1- Hemos confirmado los resultados anteriores, no soélo en poblacion
espafnola sino también en estadounidense, obteniendo resultados que
ademas indican una asociacion con formas de EMRR/SP y EMPP.

2- Ademas, hemos identificado un subgrupo de pacientes con formas de
EMPP, principalmente del sexo masculino, que portan haplotipos de
riesgo que ademas de producir una baja expresion de PRF1 por parte de
PBMCs tienen una expresion deficiente de otros genes que codifican
para proteinas involucradas en la muerte celular por linfocitos T CD8" y
células NK, usando mecanismos efectores similares al de la PRF1.
Estos resultados podrian apuntar a fallos en la deleccion apoptdtica de
células patogénicas entre pacientes con formas EMRR/SP o pacientes
con formas esencialmente progresivas.

3- Finalmente, relacionado con el punto anterior, también proponemos una
correlacion funcional entre los hallazgos genéticos para PRF1 y la
actividad citotoxica reducida en linfocitos T CD8* de pacientes con
formas de EMPP.

6.2. CASP8 y susceptibilidad a la EM

Otro de los genes que tenia una elevada probabilidad de participar en la
susceptibilidad a la EM, segun estudios previos, es el gen CASPS8. Este gen,
situado en la regién cromosdmica 2q33-34, codifica para una proteasa de la
familia de las CASPs que tiene un importante papel en la muerte celular por
apoptosis (Barnhart y cols., 2003; Lee y cols., 2006). Como ya se ha descrito
anteriormente, la apoptosis juega un papel muy importante en otros procesos
como la homeostasis que segun estudios previos podria estar involucrada en la

prevencion de enfermedades inmunes como la EM (Chervonsky, 1999).

En nuestro estudio, las asociaciones genéticas se observaron para el
grupo de pacientes con formas de EMPP al compararlos con los pacientes con
formas de EMRR/SP y con los controles sanos. En concreto, se asocio a
aquellos pacientes que mostraron el genotipo homocigoto GG en el SNP
rs2037815 y el genotipo heterocigoto CT para el SNP rs712990906 con una OR
entre 1,9y 2,1.
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Tras los estudios de inferencia de haplotipos, en linea con los hallazgos en
los genotipos, se identificd un haplotipo de riesgo GCA y un haplotipo protector
ACT asociados a las formas de EMPP. Cabe destacar que la reconstruccion de
los pares de haplotipos reveld una baja representacion de heterocigotos para el
haplotipo protector y una ausencia de pacientes con haplotipo en estado

homocigotico en pacientes con formas de EMPP.

La media de la puntuacion para la escala del MSSS fue mayor en
pacientes con formas de EMPP que portaban el alelo G para el SNP
rs2037815. Ademas, se vio que la enfermedad progresé mas rapido en los
pacientes homocigotos GG que en los pacientes homocigotos AA. Estos
hallazgos muestran que los polimorfismos en el gen CASP8 no s6lo aumentan
la susceptibilidad a padecer EM sino que también podrian influir en la

progresion de la enfermedad de esta forma clinica.

No se pudieron realizar estudios de comparaciones de puntuacién en el
MSSS entre pacientes con formas clinicas de EMPP que portaban haplotipos
de riesgo y protectores, debido al bajo numero de pacientes contenidos en la

muestra con el haplotipo homocigoto protector.

Con el fin de conocer mejor los mecanismos por los cuales los
polimorfismos en el gen CASP8 se asociaban con el incremento del riesgo para
padecer EM y con la mas rapida progresion de la enfermedad, se realizd un
estudio de expresion del gen CASPS8 incluyendo un numero pequefio de
pacientes que portaban el haplotipo de riesgo o el protector. Como la apoptosis
es inducida en la célula tras una activacion celular, estos experimentos se
realizaron en PBMCs con y sin estimulacion. La estimulacién de las células se
llevé a cabo utilizando PHA. Asi, mientras la activacion celular se asocié con
una disminucién significativa de la expresion de CASPS8, los niveles de
expresion del gen antes y después de la estimulacién fueron similares en
pacientes que portaban el haplotipo de riesgo y el protector. Aunque los
resultados estan basados en un numero pequefio de pacientes, éstos no
confirman una alteracion funcional de la CASP8 asociada con los haplotipos de
riesgo y protectores, al menos a nivel del ARNm. Sin embargo, no pueden

descartarse un efecto especifico a nivel celular debido a los haplotipos de

148



riesgo o protector, o diferencias a nivel de proteina debido a modificaciones

tras la transcripcion.

Por tanto, nuestros hallazgos sugieren un defecto en la deleccién
apoptotica de linfocitos autorreactivos en pacientes con formas de EMPP.
Apoyando esta hipétesis, el grupo de Comi y cols. (2000), publicé un estudio
donde se incluyé un importante numero de lineas celulares de linfocitos T de
pacientes con formas progresivas estimuladas con PHA, que fueron resistentes
a la apoptosis mediada por Fas comparado con células de pacientes con

formas de EMRR y con células de controles sanos.

En un estudio mas reciente, un polimorfismo localizado en el complejo
B7/CD28 perteneciente a la superfamilia de moléculas coestimulatorias con
funciones inhibitorias de linfocitos T, en concreto el gen PD1 (programmed
death 1), se encontré asociado a pacientes con formas de EMPP. Sin embargo,

estos resultados hay que interpretarlos con precaucion (Kroner y cols., 2005).

Tras el analisis de los resultados obtenidos, creemos que seria
necesario realizar mas estudios en cohortes independientes de pacientes con
EM que permitan confirmar la participacion del gen CASP8 como modificador

genético del riesgo y progresiéon de la enfermedad.

6.3.BTG1 y susceptibilidad a la EM
Combinando datos genéticos y gendmicos previamente publicados por
nuestro grupo y por otros grupos, identificamos una region cromosoémica de
interés que incluia el gen BTG1. Estudios de expresidn con microarrays
muestran diferencias en la expresion de BTG1 en pacientes con EM y en el
modelo animal de la enfermedad. De esta forma, en los estudios de Bomprezzi
y cols. y Mandel y cols., (2003 y 2004, respectivamente), se vio una
disminuciéon en la expresion de este gen en PBMCs de pacientes con EM al
compararlos con controles sanos. Por otro lado, estudios de expresion
realizados en EAE mostraron un aumento de la expresion del gen en tejido
procedente de SNC durante la enfermedad (/brahim y cols., 2001; Carmody y
cols., 2002; Paintlia y cols., 2004; Spach y cols., 2004; Baranzini y cols., 2005;
Jelinsky y cols., 2005).
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En nuestro estudio el SNP rs731652, situado en el intron 1 del gen, se
asocio a EM tanto a nivel alélico como genotipico. Sin embargo, el SNP
rs12694, que se encuentra en desequilibrio de ligamiento con rs731652 no
mostro asociacion. En el caso del SNP rs731652 el alelo que confiere riesgo a
la enfermedad, segun nuestros resultados, seria el alelo T y el genotipo CT.
Ademas, el estudio de inferencia de haplotipos revela una asociacién del
haplotipo TA con la EM. Aunque la asociacion genética se observo al realizar
comparaciones entre pacientes y controles sanos, esta sélo se confirmé en

pacientes con formas de EMRR/SP y no en pacientes con formas de EMPP.

La expresion de BTG1 es dependiente del ciclo celular y sus maximos
niveles se producen en la fase G0/G1 del mismo y disminuyen cuando las
células progresan en la fase G1 (Rouault y cols., 1992). BTG1 es regulado de
forma negativa por Bcl-2 y se ha visto que es capaz de inducir apoptosis in vitro
(Corjay y cols., 1998; Nahta y cols., 2006). Ademas, existen evidencias de que
BTG1 participaria en la muerte celular inducida por activacion de la microglia
(Lee y cols., 2003). Estimulos inflamatorios como lipopolisacaridos o IFNy
podrian disminuir el umbral para la apoptosis de la microglia con la expresion
de mediadores inducibles como el BTG1, incrementando asi la sensibilidad de
las células de la microglia a la apoptosis inducida por acido nitrico y

controlando la activacion de la microglia.

Estos datos podrian sugerir un papel importante de BTG7 en la EM ya
que, como se menciond anteriormente, la apoptosis representa un mecanismo
clave en la patogenia de la enfermedad para eliminar células autorreactivas y
en el que la microglia activada contribuye al dano neuronal (Nelson y cols.,
2002). Sin embargo, se desconoce si BTG1 podria jugar un papel de riesgo o

protector en la enfermedad.

Con el fin de intentar correlacionar los resultados genéticos con la
expresion del gen, en un subgrupo de pacientes con formas de EMRR/SP se
determinaron los niveles de expresion de BTG17 asociados a los diferentes

genotipos para el SNP rs731652. Debido a que la expresion del gen BTG1 es
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dependiente de las fases del ciclo celular, los niveles de expresion se
determinaron en PBMCs en condiciones basales y tras estimulacion con PHA.
Como resultado, obtuvimos una expresién de BTG1 similar, tanto en pacientes
con genotipo CC como en pacientes con genotipos CT/TT en ambas
condiciones. Aunque estos resultados no avalan una alteracion funcional de
BTG1 asociada con los genotipos de riesgo, al menos a nivel del ARNm, no se
puede descartar un efecto especifico a nivel celular del SNP rs731652, o

diferencias a nivel de proteina debido a modificaciones post-transcripcionales.

Con el fin de confirmar nuestros resultados, se realizd un estudio de
replicacibn en una cohorte independiente de poblacion caucasica
estadounidense en la cual se genotipé el SNP rs731652. Como resultado
obtuvimos frecuencias alélicas y genotipicas similares entre pacientes vy
controles sanos. Sin embargo, debido a que hay diferencias en la prevalencia
de EM en las distintas poblaciones genotipadas y que los alelos que confieren
susceptibilidad para la EM en poblacion espafola pueden no tener la misma
prevalencia en la poblacion estadounidense caucasica, la no asociacion de
este SNP en la cohorte de replicacion no puede utilizarse para la confirmacién
de la asociacion negativa del gen con la enfermedad. Asi, el SNP rs731652
podria representar una region potencial de susceptibilidad para la EM en
poblacion espafiola. Habria que realizar mas estudios de replicacion para

confirmarlo.

Como conclusion podemos decir que, los resultados obtenidos en este
estudio apoyan la hipétesis de que polimorfismos del gen BTG1 podrian influir
en la susceptibilidad genética en pacientes con formas de EMRR/SP. Sin
embargo, son necesarios mas estudios en cohortes independientes de
pacientes para implicar el gen BTG1 en la susceptibilidad a padecer la
enfermedad asi como, para definir mejor el papel protector o de riesgo del gen

en la patogénesis de la enfermedad.
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7.

CONCLUSIONES

Las principales conclusiones que se derivan de estos tres estudios son las

siguientes:

En cuanto al gen PRF1.:

1.

Se confirma la asociacién del gen PRF1 con la susceptibilidad a padecer
EM en poblaciones independientes de pacientes.

Existe una asociacion entre el gen PRF1 y la susceptibilidad a padecer
EM en pacientes del sexo masculino que presentan formas de
EMRR/SP o formas de EMPP.

Los pacientes con formas de EMPP portadores de haplotipos de riesgo
AGG y GAA presentan una expresion baja de la proteina PRF1 junto a
una expresion deficiente de otros genes que codifican proteinas
implicadas en la muerte celular mediada por linfocitos T CD8*y células
NK.

Existe una correlacién funcional entre los resultados de los haplotipos
del gen PRF1 y la reduccion en la actividad citotéxica de linfocitos T

CD8" en pacientes con formas de EMPP.

En cuanto al gen CASPS:

5.

Se confirma la asociacion del gen CASP8 con la susceptibilidad a
padecer EM.
Existe una asociacién entre el gen CASPS8, la susceptibilidad a padecer

EM y la progresion de la enfermedad en pacientes con formas de EMPP.

En cuanto al gen BTGT:

7.

Se confirma la asociacion del gen BTG1 con la susceptibilidad a padecer
EM.
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8. Existe una asociaciéon entre el gen BTG1 y la susceptibilidad a padecer

EM en pacientes con formas de EMRR/SP.
En general:

9. La EM es una enfermedad poligénica en la que los genes PRF1, CASP8

y BTG1 podrian participar de forma moderada en su susceptibilidad.
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8. COMENTARIO FINAL

Los resultados de estos estudios permitieron la redaccion de tres articulos
cientificos, listados a continuacion y adjuntados al final de la tesis, que fueron
aceptados en revistas internacionales con sistema de revisidbn por expertos
(peer-reviewed jounals). El desarrollo de estos tres articulos constituye el

nucleo principal de la presente tesis doctoral.

Publicaciones:

Camina-Tato M, Morcillo-Suarez C, Bustamante MF, Ortega |, Navarro A,
Muntasell A, Lopez-Botet M, Sanchez A, Carmona P, Julia E, Tortola MT, Audi
L, Oksenberg JR, Martin R, Montalban X, Comabella M. Gender-associated
differences of perforin polymorphisms in the susceptibility to multiple sclerosis. J
Immunol. 2010;185(9):5392-404.

Camina-Tato M, Fernandez M, Morcillo-Suarez C, Navarro A, Julia E, Edo MC,
Montalban X, Comabella M. Genetic association of CASP8 polymorphisms with

primary progressive multiple sclerosis. J Neuroimmunol. 2010;222(1-2):70-5.

Camina-Tato M, Morcillo-Suarez C, Navarro A, Fernandez M, Horga A,
Montalban X, Comabella M. Genetic association between polymorphisms in the
BTG1 gene and multiple sclerosis. J Neuroimmunol. 2009 Aug 18;213(1-2):142-
7.
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ANEXO 1

APARTADO 1-EXTRACCION DE ADN GENOMICO

Reactivos, material y equipamiento

Reactivos

Tampon para la lisis de hematies

144 mM NH4ClI Merck
1TmM NaHCO3 Merck
Na2EDTA (pH 8,2) Sigma-Aldrich

N
=
<

Tampon Nuclei Lysis

NaCl Fluka
Tris-HCI (pH=8,2) Merck
Na:EDTA (pH=8,2) Sigma-Aldrich
SDS Sigma-Aldrich
Proteinasa K Sigma-Aldrich

Tampon Tris-EDTA (TE) _

Ambas soluciones fueron filtradas, autoclavadas y guardadas a temperatura
ambiente. Proteinasa K (10 mg /ml) se almacené a -20°C y se preparé en el
momento de usarse anadiendo 1 ml de proteinasa K a 9 ml de Tampodn
Nuclei Lysis.

Material
Tubos BD Vacutainer SST BD Diagnostics
Tubos BD Falcon 50 mi BD Diagnostics

Pipetas Pasteur de polietileno 3,5 ml Labclinics
Filtro (0,22 mm) Millipore S.A.
Pipetas seroldgicas (5, 10, 25 ml) Corning

Pipetas Pasteur de vidrio Labclinics
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Equipamiento

Autoclave JP Selecta
Centrifuga RT 6000 D Sorvall
Agitador Basculante “Movil Tube” JP Selecta

Agitador vibrador de tubos Heidolph

Bafo para agua JP Selecta

Pipeteador de mano Integra-Bioscience

Protocolo

A continuacion, se describe el protocolo utilizado para la extraccion del
ADN genomico. Se entendera que los pasos de este proceso se realizaron a

temperatura ambiente en caso de que no se especifique otra cosa.

Se extrae la muestra de sangre del paciente y se somete a una
centrifugacion de 10 minutos a 700 g. Después, con ayuda de una pipeta
Pasteur, descartamos el plasma y recogemos la interfase, aproximadamente
1,5 - 2,0 ml, en la que se concentran las células blancas (“buffy coat’) y que se
transfiere a un tubo BD Falcon de 50 ml. Afadimos al tubo que contiene la
interfase tampodn para la lisis de hematies hasta alcanzar un volumen de 50 ml
con el fin de eliminar la posible contaminacién de la muestra recogida con
hematies. Posteriormente, agitamos lentamente el contenido del tubo durante
20 minutos usando para ello un agitador basculante y, después, centrifugamos
a 1.700 g durante 20 minutos. Se descarta el sobrenadante, dejando un
volumen residual en el que se resuspende el precipitado. Ailadimos, de nuevo,
al tubo tampon para la lisis de hematies hasta alcanzar un volumen de 50 ml y
agitamos lentamente el contenido del tubo durante 5 minutos y, después,
centrifugamos a 1.700 g durante 10 minutos. Descartamos el sobrenadante,
dejando el precipitado que contiene las células blancas y durante 20 segundos
lo sometemos a una fuerte agitacion con el fin de resuspender este precipitado.
Anadimos 10 ml de tampdn Nuclei Lysis, que entre sus componentes contiene

proteinasa K, con el fin de romper las células y las membranas nucleares.
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Agitamos y después incubamos la muestra en un bafo durante 3 horas a 50°C
moviéndola manualmente cada 30 minutos. Finalizada la incubacion, para una
optima precipitaciéon de las proteinas, la muestra se guarda en una nevera a
4°C durante 10 minutos. Después se le afiaden 3,5 ml de acetato de amonio
7,5 M, se mezcla bien el contenido del tubo y se vuelve a guardar a 4°C en este
caso durante 15 minutos. Centrifugamos a 2.700 g durante 10 minutos y
recogemos el sobrenadante, que contiene el ADN, incorporandolo a un tubo BD
Falcon de 50 ml con 25 ml de etanol 95% y descartamos el precipitado.
Invertimos el tubo lentamente varias veces para ver como el ADN va
precipitando. Centrifugamos a 1.700 g durante 10 minutos, descartamos el
sobrenadante y afiadimos 10 ml de etanol 95% dejando el tubo en el agitador
basculante para que la muestra de ADN se lave. Centrifugamos durante 10
minutos a 1.700 g, extraemos el sobrenadante e invertimos el tubo sobre papel
de filtro para permitir la completa evaporacion de los restos de etanol que
pudieran quedar. Tras este paso, resuspendemos el ADN en 4 ml de tampdn
Tris-EDTA (TE) y dejamos la muestra en el bafio a 50°C durante toda la noche.

Tras la incubacion medimos la concentracion y pureza de la muestra.
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APARTADO 2- DETERMINACION DE LA CONCENTRACION Y
LA PUREZA DEL ADN GENOMICO

Reactivos y equipamiento

Reactivos
NaOH 1M Merck
HCI 1M Merck
Tampon Tris-EDTA (TE) Sigma-Aldrich

Equipamiento

Espectrofotometro GENEQUANT Amersham Pharm

Cubeta de cuarzo (10 mm de grosor) Amersham Pharm

Microcentrifuga para tubos de 1,5 mi Eppendorf Iberica

Protocolo

Para medir la concentracion y la pureza de las muestras de ADN obtenidas,
se utilizd una cubeta de cuarzo que, antes de ser usada fue tratada con una
solucién de NaOH a una concentracion de 1M vy, posteriormente, se limpi6é con
agua MilliQ. Para ajustar el espectrofotometro a cero se utilizé6 agua MiliQ y
para calibrarlo se utilizaron 10 pl de tampon TE diluidos en 190 ul de agua
MilliQ. La longitud de onda a la que se midi6 la densidad oOptica fue de 260 nm.
Se realizaron tres mediciones de cada muestra de ADN para, posteriormente,
obtener la concentracion de la muestra con la media de estas tres medidas.
Para conocer la pureza de la muestra se calcul6 el cociente entre la medida de
densidad éptica obtenida a una longitud de onda de 260 nm y la obtenida a 280
nm. Fueron excluidas o reprecipitadas aquellas muestras con valores de
pureza por debajo de 1,5 o por encima de 1,9. Para la reprecipitacion se utilizo
acetato de amonio al 7,5M y lavados con etanol al 95% hasta conseguir la
pureza necesaria. Una vez extraidas y medidas las muestras, una parte de la
muestra, 1,5 ml, fue almacenada a -80°C en un tubo de 1,5 ml con la
concentracion original y con el resto de la muestra se hicieron alicuotas de

trabajo a una concentracion de 20ng/ul que se almacenaron a -20°C.
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APARTADO 3-GENOTIPADO DE SNPs

Reactivos, material y equipamiento

Reactivos y Material

TagMan® Universal PCR Master Mix, Applied Biosystems
No AmpErase UNG 2000 reacc

Assay-on-demand, SNP products/probes Applied Biosystems

MicroAmp Optical 96-well reaction plate with Barcode Applied Biosystems
(Code 128)

Optical Adhesive Cover Started kit Applied Biosystems
Agua para biologia molecular Sigma

Tubos 1.5 ml Eppendorf

Equipamiento
Centrifuga RT 6000 D Sorvall
ABI PRISM® 7000 Sequence Detection System Applied Biosystems

Centrifuga 5417 R (con refrigeracion) Applied Biosystems
Agitador vibrador de tubos Heidolph
Pipetas Research (volumen variable) Eppendorf
Puntas con Filtro ART (varios volumenes) VWR International

Software SDS 2.1 Applied Biosystems

Protocolo

El genotipado se realiz6 mediante la técnica de discriminacion alélica. Para
ello las muestras del estudio de los SNPs en cada uno de los genes, se
distribuyeron en placas de 96 pocillos. En cada pocillo se pipetearon
manualmente la muestra y los reactivos necesarios para la reaccion. Las
cantidades utilizadas en cada caso fueron de 6,25 ul de TagMan Universal
PCR Master Mix no AmpErase UNG, 0,625 ul de la sonda TagMan especifica,
20 ng de ADN genomico y 4,625 ul de agua MilliQ. ElI volumen final de la
reaccion fue de 12,5 ul en cada pocillo. En todas las placas se incluyd un
control negativo que consistié en pipetear los mismos reactivos que en el resto

de pocillos, pero sustituyendo la muestra de ADN por agua. Una vez preparada
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la placa se sellaron los pocillos utilizando Optical Adhesive Cover Started, se
centrifugd a 500 g durante 1 minuto para concentrar el volumen de reaccion en
el fondo del pocillo y tras este paso la placa se introdujo en un sistema de
deteccion de secuencia ABI PRISM 7000. Después, seleccionamos en el
programa los marcadores fluorescentes unidos a las sondas que ibamos a
utilizar y le indicamos a qué alelo correspondia cada marcador. Antes del
comienzo de la PCR, se realiz6 una lectura de la fluorescencia inicial que
presentaba cada muestra, generada por la sonda afiadida a cada uno de los
pocillos. Esta lectura se realiz6 a 60°C durante 2 minutos (etapa pre-read), y
tras la misma se llevdé a cabo una PCR de amplificacion bajo las siguientes
condiciones especificas: Como paso inicial la muestra fue sometida a 95 °C
durante 10 min; tras este primer paso se realizaron 40 ciclos de 15 segundos a
95 °C y 1 minuto a 60 °C (Figura A). Una vez finalizada la PCR se someti6é de
nuevo la placa a una lectura final de la fluorescencia en cada pocillo (etapa
post-read) a 60°C durante 2 minutos. En esta ultima lectura se recoge la
fluorescencia que emite cada pocillo una vez acabada la PCR de amplificaciéon
y a este dato se le resta la fluorescencia emitida por cada pocillo antes de
realizar la PCR, de esta forma obtenemos soélo la fluorescencia producida

durante la amplificacién.

Figura A
Paso 1 Paso 2
95.0 95.0
10:00 0:15
B860.0
1:00
40 ciclos

Leyenda. Condiciones de la PCR de amplificacién. Modificado de ABI PRISM 7000 User Guide.
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APARTADO 4-PROTOCOLO DE SEPARACION DE PBMCs
MEDIANTE GRADIENTE DE DENSIDAD CON FICOLL-ISOPAQUE

Reactivos, Material y Equipamiento

Reactivos y Material

Tubos BD Vacutainer SST BD Diagnostics

Tubos 1,5 ml Eppendorf

Tubos Falcon de 50 mi BD Diagnostics
Suero Fisiolégico Braun
Ficoll-Hypaque 500 ml Pharmacia Biotech
Medio de cultivo RPMI 1640 Gibco

Solucién Azul Tripano Sigma

Pipetas Pasteur Deltalab

Pipetas serologicas graduadas estériles Deltalab

Pipetas Pasteur de vidrio Deltalab

Equipamento

Centrifuga RT 6000 D Sorvall

Agitador vibrador de tubos Heidolph
Regulador de vacio Lagoon600 vasi Air Liquide
Microscopio invertido Leica

Software SDS 2.1 Applied Biosystems

Pipeteador Integra Biosciences

Protocolo

Las PBMCs pueden ser separadas del resto de las células de la sangre
utilizando para ello un gradiente de densidad de Ficoll. El Ficoll es una
sustancia liquida que tiene una densidad mayor que la de las PBMCs pero

menor que el resto de células que conforman la sangre completa. Al afadir
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sangre completa a un tubo con Ficoll y centrifugar conseguimos una interfase
en la que se concentran las PBMCs por debajo de la interfase tendriamos el
resto de componentes celulares y el Ficoll, y por encima estaria el plasma de la

sangre.

La técnica de separacion de PBMCs se describe a continuacion:

Partiendo de 40 ml de sangre completa recogida en cuatro tubos con
anticoagulante EDTA-Ks, se diluyéo toda la sangre en suero fisioldgico
enriquecido hasta alcanzar un volumen final de 60 ml. Después, separamos las
PBMCs mediante un gradiente de densidad con Ficoll-lsopaque, utilizando para
ello tres tubos Falcon de 50 ml a los que previamente se les habia afadido 10
ml de Ficoll-lsopaque (el Ficoll-lsopaque debe de estar a una temperatura de
19°C en el momento de realizar el gradiente). Sobre él se incorporaran
lentamente 20 ml de sangre diluida para alcanzar un volumen final en cada
tubo de 30 ml. Posteriormente, se centrifugaron los tubos durante 25 minutos a
700 g a 19°C, se recogio con una pipeta Pasteur estéril la banda de PMBCs de
cada uno de los 3 tubos y estas células fueron traspasadas a un tubo Falcon de
50 ml nuevo. Se centrifugd el contenido del tubo a 600 g durante 10 minutos a
19°C y se elimind el sobrenadante con ayuda de una pipeta de vidrio estéril
conectada a un sistema de vacio hasta dejar un volumen residual de 5-10 ml.
Se resuspendio el precipitado celular con ayuda de una pipeta Pasteur estéril y
se afadio suero fisiolégico enriquecido hasta alcanzar un volumen de 25 ml.
Centrifugamos de nuevo a 600g, durante 10 minutos, a 4°C. Y, por ultimo,
eliminamos el sobrenadante totalmente y resuspendimos el precipitado en 1 ml

de RPMI completo.
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APARTADO 5-RECUENTO DE PBMCs EXTRAIDAS A PARTIR
DE SANGRE COMPLETA

Protocolo

El recuento de PBMCs se hizo utilizando una camara de
recuento y un microscopio invertido. En primer lugar, separamos 10 pl
de células resuspendidas en RPMI completo y le afiadimos 90 pl de
suero fisiolégico. De esta dilucion tomamos 10 ul y le anadimos 10 pl
de solucién de azul tripano. Hechas estas diluciones recogimos 10 ul y
contamos 16 campos en una camara de recuento. Tras el recuento y
para conocer el numero total de PBMCs aplicamos la siguiente

formula:

N° total de PBMCs = ~ PBMC 16 campos contados x 1 x 10 x 2 x 10.000

Donde:
1: es el volumen de RPMI completo en el cual hemos diluido las células
10: es la dilucion realizada con el suero fisiolégico
2: es la dilucion realizada con la solucién de azul tripano

10.000: es el volumen de la camara de recuento
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APARTADO 6-ACTIVACION DE PBMCs CON PHA

Protocolo

Para la activacion de las PBMCs se anadido PHA, a una concentraciéon de
1 mg/ml, a un cultivo de dichas células y se incubaron a 37 °C en una

atmodsfera con el 5% de CO2 durante 24 horas.
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APARTADO 7- PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ARN A PARTIR

DE PBMCs

Reactivos, material y equipamiento

Reactivos y Material

RNeasy Mini Kit
Tubos Falconde 15 ml
Pipetas seroldgicas graduadas estériles
Pipetas Pasteur de vidrio
Medio de cultivo RPMI 1640

Agua para biologia molecular

Tampon fosfato salino (PBS)
2-mercaptoetanol

Etanol 70%

Equipamiento

Qiagen
BD Diagnostics
Deltalab
Deltalab
Gibco
Sigma
GIBCO
Sigma

Panreac

Agitador vibrador de tubos
Regulador de vacio Lagoon600 vasi
Pipeteador

Centrifuga 5417 R (con refrigeracion)

Puntas con Filtro ART (varios volumenes)

Pipetas Research (volumen variable)

Espectrofotometro GENEQUANT

Protocolo

Heidolph
Air Liquide
Integra Biosciences
Applied Biosystems
VWR International
Eppendorf

Amersham Pharm

Para extraer el ARN tanto de las células en condiciones basales como

de aquellas que fueron tratadas con PHA, utilizamos el kit de extraccién

RNeasy (Qiagen) que contiene pequefas columnas rellenas de silica con
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capacidad selectiva para unirse a moléculas, centrifugacion a elevada
velocidad y soluciones con altas concentraciones salinas para extraer el ARN

total de las células.

Las muestras biolégicas son lisadas y homogeneizadas con un tampdn
desnaturalizante que contiene guanidina-tiocianato que, ademas, inactiva
inmediatamente las ARNasas asegurandonos asi un ARN de buena calidad.
Posteriormente, el etanol crea las condiciones adecuadas que permiten la
unién. La muestra se pone en contacto con la columna y es en este paso en el
que el ARN total se une a la membrana de silica y el resto de componentes son
eluidos mediante soluciones. Con estas reacciones nos aseguramos la
obtencién de un ARN total formado por moléculas de mas de 200 pb con lo que
ARN ribosémicos como el 5,8S o el 5S o el ARN de transferencia con un

tamano menor a las 200 pb son eliminados.

De cada muestra se extrajo el ARN total de 5 x 106 PBMCs y para ello

se siguio el protocolo recomendado por el fabricante.
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APARTADO 8-DETERMINACION DE LA CONCENTRACION Y
LA PUREZA DEL ARN

Protocolo

Para la medida de la concentracion y la pureza de las muestras de ARN
obtenidas se utilizé una cubeta de cuarzo, que antes de ser usada fue tratada
con una solucién de NaOH a una concentracion de 1M y, posteriormente, se
limpié con agua MilliQ. Para ajustar el espectrofotdmetro a cero se utilizé agua
MiliQ y para calibrarlo se utilizaron 7 ul de agua libre de ARNasas diluidos en
63 ul de agua MilliQ. La longitud de onda a la que se midi6 la densidad 6ptica
fue de 260 nm. Se realizaron tres mediciones de cada muestra de ARN para
posteriormente obtener la concentracion de la muestra realizando una media
de estas tres medidas. Para conocer la pureza de la muestra se calculd el
cociente entre la medida de densidad Optica obtenida a una longitud de onda
de 260 nm y la obtenida a 280 nm.

Para los calculos se tuvo en cuenta que cada unidad de densidad éptica (D.O.)

equivale a 40 ug de ARN/ml.
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APARTADO 9-CONVERSION DEL ARNm A ADN
COMPLEMENTARIO

Reactivos, material y equipamiento

Reactivos y Material

Termociclador GeneAmp PCR System 9700 Applied Biosystems

Protocolo

Para el paso de ARNm a ADN complementario utilizamos el High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) que basa su
reaccion en el uso de una enzima retrotranscriptasa inversa (MultiScribe

Reverse Transcriptase).

Partimos de 60 ng de ARN total en 10 pl a los que afadimos las
cantidades de reactivos indicadas por el fabricante hasta alcanzar un volumen
final de 20 ul. Ademas de las muestras que queremos transcribir, también
incluimos un tubo con los mismos reactivos, pero cambiando la cantidad de
ARN por agua y que actuara como control negativo. Para las reacciones de
paso de ARN a ADN complementario utilizamos tubos de 0,2 ml que se
centrifugaron a 500g durante 1 minuto para concentrar todo el volumen en el

fondo del tubo. Posteriormente los introducimos en un termociclador
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GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems) y las sometemos a las

siguientes condiciones:

Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4

Temperatura (°C) 25 37 85 4
10 min 120 min 5 sec %

Una vez finalizada la reaccion de retrotranscripcion el ADN

complementario se guardo a -20°C hasta su uso.

221



APARTADO 10-PROTOCOLO DE DETERMINACION DE LA
EXPRESION GENICA DE BTG1 Y CASP8

Reactivos, material y equipamiento

Reactivos y Material

TagMan Universal PCR Master Mix, Applied Biosystems
No AmpErase UNG 2000 reacc

Tagman Gene Expression Assay

Applied Biosystems

Eukaryotic 18S rRNA Tagman Endogenous Control
Applied Biosystems

MicroAmp Optical 96-well reaction plate with Barcode Applied Biosystems
(Code 128)

Optical Adhesive Cover Started kit
Applied Biosystems

Agua para biologia molecular Sigma

Tubos 1.5 ml

Eppendorf

Equipamiento

Pipetas Research (volumen variable) Eppendorf
Puntas con Filtro ART (varios volumenes) VWR International

Software SDS 2.1 Applied Biosystems
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Protocolo

Para ello en primer lugar preparamos en un tubo la cantidad necesaria
de la mezcla de reactivos que vamos a utilizar, teniendo en cuenta el numero
de muestras, controles negativos y controles endégenos que vamos a incluir en
la placa y anadiendo todos los reactivos menos las muestras de ADN. Para

cada reaccion pipetearemos las cantidades mostradas en la Tabla A.

Tabla A

Cantidad por

Reactivo .
reaccion

TagMan Gene Expression Assay (20x) o Tagman Endogenous
Control 2,5 ml

Muestra de ADN complementario + H20 libre de ARNasas 2,9 ml + 19,6 ml

TagMan Universal PCR Master Mix (2x) (with or without AmpErase 25.0 mi

UNG)

Volumen final 50 ml

En la placa incluimos ademas de las muestras y los controles
endogenos, un control negativo para confirmar que no existen
contaminaciones. Cada una de las muestras, endégenos y controles negativos
se repitié por triplicado y la cantidad de ADN complementario que se pipeted en
todos los pocillos, excepto en aquellos que contenian el control negativo, fue lo
generado a partir de 20 ng de ARN total aislado.

Una vez pipeteado el contenido en cada uno de los pocillos, las placas
fueron selladas con Optical Adhesive Cover (Applied Biosystems) vy
centrifugadas a 500g durante 1 minuto. Posteriormente se introdujeron en un

ABI PRISM 7000 Sequence Detection System para llevar a cabo la PCR a
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tiempo real y para ello se sometieron a las condiciones que se muestran en la

siguiente figura (Figura B)

Figura B

Stage 1

[950

“Thermal Cycler Pratogol
Mode: f‘Fast 9600 Emulation

Thermal Profile I Auto Incrementl Ramp Ratel Data Collection

|10:00

Leyenda. Condiciones de la PCR a tiempo real. ABI PRISM 7000 User Guide.

Stage 2
Repeats IE
| 95.0
|0:15
| B0.0
1:00

Sample Yolume (5.|
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APARTADO 11-DETERMINACION DE LA EXPRESION GENICA
DE PRF1

Reactivos, material y equipamiento

Reactivos y material

Puntas con Filtro ART (varios volumenes) VWR International
Pipetas Research (Volumen variable) Eppendorf

Equipamiento

Bioanalyzer 2100 Agilent Technologies

Affimetrix GeneChip Hyb Oven 640 Affymetrix
Fluidic Station 450 Affymetrix

Agilent G3000 Gene Array Agilent Technologies

Protocolo

La obtencion de PMBCs a partir de sangre completa y la extraccion del
ARN total de estas células se hicieron con los mismos protocolos, materiales,
kits y equipamiento que en el caso de los genes BTG1 y CASPS.

El ARN total, extraido a partir de las PBMCs, se utilizé para sintetizar ADN

complementario de doble cadena usando para ello el kit Two Cycle cDNA
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Synthesis. Para la obtencién de ARN complementario de sentido opuesto
marcado con biotina, se utilizé el mismo kit y 5 ng de ARN total junto con el
cebador oligodT 5 GGCCAGTGA-ATTGTAATACGACTCACTATAGGGA
GGCGG-(dT) 24. Después 20 ug del ARN complementario fue fragmentado a
94°C durante 30 minutos en 40 ul de 40 mM Tris-acetate, pH 8,1, 100 mM
KOAc, y 30 mM Mg(OAc)2. Se verifico la calidad de las muestras fragmentadas
utilizando para ello el Bioanalyzer 2100 y después se les afiadio la mezcla de
hibridacién compuesta por el oligonucleétido control B2 (50 pM) y controles de
hibridacién eucariéticos (BioB, BioC, BioD, cre) a 1,5, 5, 25 y 100 pM de
concentracion final respectivamente incluidos en el kit GeneChip Eukaryotic
Hybridization Control; también se afadi® ADN de esperma de arenque (0,1
mg/ml) y BSA acetilado (0,5 mg/ml). ElI microarray fue equilibrado a
temperatura ambiente y fue pre-hibridado con tampdén de hibridaciéon 1x
(100mM MES, 1M [Na+], 20mM EDTA, 0,01% Tween 20) a 45°C durante 10
minutos en rotacion. Por otro lado, la muestra de hibridacion se calenté a 99°C
durante 5 minutos en un bloque térmico y luego fue transferida a otro bloque
térmico durante 5 minutos que estaba a 45°C y se centrifugd en una
microcentrifuga a maxima velocidad durante 5 minutos. Tras extraer el tampon
de hibridacion del microarray se le afnadié 200 ul de mezcla de hibridacién para
rellenarlo. Cada uno de los microarrays fue hibridado a 45°C durante 16 horas
en rotacion utilizando el horno de Affymetrix GeneChip Hyb Oven 640. Tras
este periodo y usando el protocolo EukGE-WS2-v5 proporcionado por
Affymetrix los chips fueron lavados y marcados con ficoeritrina-estreptavidina
en una Fluidics Station 450. Por ultimo, los chips fueron escaneados en un

escaner Agilent G3000 GeneArray.
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APARTADO 12-PROTOCOLO DE DETERMINACION DE LA

EXPRESION DE PRF1 MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO

Reactivos, material y equipamiento

Reactivos y material

PerCP-conjugated mouse anti-human CD3

FITC-conjugated mouse anti-human CD8

FITC-conjugated mouse anti-human CD16

FITC-conjugated mouse anti-human CD56

PE-conjugated mouse anti-human perforin

FITC-conjugated mouse IgG1 isotype control

PE-conjugated mouse IgG1 isotype controls

PerCP-conjugated mouse IgG1 isotype control

Tubos BD Vacutainer SST

FACS Lysing solution

D-PBS

Intrastain

Tubo para citometro

Dispensador de liquidos

Puntas con Filtro ART (varios volumenes)

Pipetas Research (volumen variable)

Becton Dickinson

Becton Dickinson

Becton Dickinson

Becton Dickinson

Becton Dickinson

Becton Dickinson

Becton Dickinson

Becton Dickinson

BD Diagnostics

Becton Dickinson

Invitrogen

Dako

Becton Dickinson

Pressmatic

VWR International

Eppendorf
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Tubos 1.5 ml Eppendorf

Equipamiento

Citometro FACS Canto Becton Dickinson

Programa DIVA Becton Dickinson

Agitador vibrador de tubos Heidolph

Centrifuga RT 6000 D Sorvall

Protocolo

Para el estudio de la expresién de la proteina PRF1 se prepararon 12
reacciones distintas. Ocho de las reacciones se utilizaron para la
compensacion del citbmetro ya que, al utilizar mas de un anticuerpo para el
marcaje celular, algunos de los fluorocromos que van unidos a estos
anticuerpos solapan parte de su espectro de emision con otros fluorocromos y

esto debe de ser corregido para no perder informacion durante el estudio.

Para realizar las 12 reacciones se utilizaron 12 tubos para citometria y
se distribuyeron los anticuerpos necesarios bien para la compensacion de la
maquina o bien para la determinacién de la cantidad de PRF1 en linfocitos T

CD8" y en células NK de la siguiente forma:
Compensacion del citémetro:

Tubo 1. Tubo sin anticuerpos

Tubo 2. IgG1 FITC + IgG2 PE + IgG1 percP + IgG1 APC
Tubo 3. CD4 FITC

Tubo 4. CD8 PE

Tubo 5. CD3 PerCP

Tubo 6. CD4 APC

Tubo 7. CD4 FITC + CD8 PE + CD3 PerCP

Tubo 8. CD8 PE + CD3 PerCP + CD4 APC
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Determinacion de la PRF1 en linfocitos T CD8 y en células NK:

Tubo 9. CD3 + CD8

Tubo 10.CD3 + CD8 + CD4
Tubo 11.CD3 + CD16 + CD56
Tubo 12. CD3 + CD16 + CD56

El volumen de anticuerpo que se afiadi6 a cada tubo fue de 5 pul a
excepcion del anticuerpo anti-CD4 APC del que afadimos 2,5 pl.

Tras este paso, afadimos a cada tubo 100 ul de sangre completa e
incubamos los tubos durante 25 minutos en oscuridad a temperatura ambiente.
Trascurrida la incubaciéon, mezclamos bien el contenido de los tubos y
afiadimos 2,5 ml de FACS flow en cada tubo. Centrifugamos durante 5 minutos
a temperatura ambiente a 500 g y decantamos el contenido del tubo
quedandonos aproximadamente con 50 ul de volumen. Mezclamos bien el
contenido de los tubos y afadimos 100 ul de la solucion A fijadora
permeabilizadora (Dako), mezclamos bien el contenido e incubamos durante 15
minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Posteriormente, mezclamos el
contenido de los tubos, anadimos 2,5 ml de FACS flow y centrifugamos 5
minutos a 500 g a temperatura ambiente. Decantamos los tubos quedandonos
con un volumen aproximado de 50 ul y afadimos 100 pl de la solucién B
permeabilizadora fijadora (Dako). Mezclamos el contenido de los tubos y
afiadimos los anticuerpos intracelulares necesarios. A los tubos 9 y 11 le
afiadimos 10 pl de isotipo de la PRF1 y a los tubos 10 y 12 le afiadimos 10 pl
de anticuerpo antiperforina. Mezclamos e incubamos los tubos 20 minutos a
temperatura ambiente en oscuridad. Mezclamos de nuevo, ainadimos 2,5 ul de
FACS flow y centrifugamos a 500 g durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Decantamos los tubos conservando un volumen de 50 pul y afadimos 300 ul de

PBS mezclando antes de pasar el contenido de los tubos por el citémetro.
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APARTADO 13-LECTURA DE LOS MARCAJES EN EL
CITOMETRO

Protocolo

En primer lugar, se paso el tubo 1 (sin marcaje) con el fin de identificar
las diferentes poblaciones celulares, teniendo en cuenta el tamafio y la
rugosidad. Una vez ajustados todos los parametros, seleccionamos mediante
una ventana la poblacidon de linfocitos. Una vez seleccionada esta poblacion
realizamos el proceso de compensacion con el fin de no perder informacién por
el solapamiento de los espectros de emision de los fluorocromos. Para este fin,
creamos los tubos que incluyen un solo fluorocromo. Para verificar que los
valores obtenidos para la compensacion eran correctos y que las poblaciones
positivas estaban bien compensadas utilizamos los tubos 7 y 8 que contienen
varios fluorocromos. Una vez realizada la compensacion, hicimos el estudio de
la siguiente forma. Los linfocitos fueron seleccionados teniendo en cuenta su
tamafio y rugosidad, y una vez seleccionados nos quedamos con los linfocitos
T gracias al marcaje con CD3. Para la seleccién los linfocitos T CD8* que
expresan PRF1 utilizamos un marcaje CD3* CD8" PRF1* y cuando lo que
queriamos era seleccionar las ceélulas NK que expresan PRF1 el marcaje
utilizado fue CD3-CD16* CD56"PRF1*. El numero de linfocitos adquiridos para
el estudio fue de 200.000. El numero de células que expresaron PRF1 se
calculo restando a la sefal producida por el anticuerpo anti-perforina la senal

emitida por el isotipo de la PRF1.
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APARTADO 14-ENSAYOS FUNCIONALES DE LA PRF1

Reactivos y Material

Kit para aislamiento de células T CD8*
humanas

IL-2 Sigma-Aldrich

Miltenyi Biotec

I
>

Thermo Fisher
Is6topo Cr®' Sigma-Aldrich
Anticuerpo anti-CD3 clon SPvT3b Becton Dickinson
Anticuerpo anti-CD7 clon 3A1 Becton Dickinson
Anticuerpo anti-CD107 anti-FITC Becton Dickinson
Monensina Sigma-Aldrich

Anticuerpo anti-CD8 PE Immunotools
Equipamiento

Centrifuga RT 6000 D Sorvall
Contador de radiacion gamma Perkin Elmer

Estufa Selecta

Pipetas Research (volumen variable) Eppendorf

Protocolo

Se obtuvieron células T CD8* de cinco pacientes con formas de EMPP
portadores de los haplotipos de riesgo (GAA/AGA; n=2) o protectores
(AGA/AGA; n=3) para PRF1. Para su obtencion se utilizaron dos protocolos

diferentes.

Con el primer protocolo se aislaron PBMCs frescas mediante
centrifugacion utilizando el protocolo con Ficoll-lsopaque explicado en el
apartado anterior y, posteriormente, fueron purificadas utilizando el kit de
purificacion para células T CD8* humanas de Miltenyi Biotec mediante dos

rondas de seleccion negativa. La pureza de las células humanas T CD8"
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recuperadas fue de entre un 80-97%. Las células fueron estimuladas durante
48 horas con 1000 U/ml de IL-2 y directamente utilizadas como células

efectoras en el ensayo funcional.

En el segundo protocolo, se utilizaron PBMCs congeladas de muestras
extraidas de pacientes del sexo masculino con formas de EMPP que portaban
haplotipos para PRF1 de riesgo (GAA/AGA; n=1) o protectores (AGA/AGA;
n=3). Las PMBCs fueron activadas con PHA a una concentracion de 2mg/ml
durante tres dias y después crecieron durante seis dias en presencia de IL-2
(250 U/ml). Las células T CD8" fueron obtenidas mediante seleccion negativa,

con una pureza del 93%, y utilizadas como células efectoras.

La actividad citolitica de las células T CD8* activadas mediante IL-2 fue
evaluada mediante un ensayo de lisis en células CD3*, usando para ello
células P815 de mastocitoma murino tal y como describié Guma y cols., 2005.
De forma resumida, se utilizaron 5 x 103 células P815 marcadas con Cr®',
recubiertas con anticuerpo anti-CD3 (0,2 ug/ml, clon SPvT3b) o con anticuerpo
control anti-CD7 (0,2 pg/ml, clon 3A1). Después fueron incubadas junto a
células T CD8" (E:T ratios 20:1 a 1,25:1) durante 4 horas. La radioactividad
presente en el sobrenadante se midid mediante un contador de radiacion

gamma.

Todos los ensayos fueron realizados por triplicado y de forma ciega. El

Cr®'liberado fue calculado utilizando la siguiente ecuacion:

(Muestra liberada — Liberacidon espontanea)
x 100

(Maximo liberado — Liberado espontaneo)

Paralelamente, las muestras fueron testadas utilizando un ensayo de
degranulacién descrito previamente por Muntasell y cols., 2010. De forma

resumida, se trata de un ensayo en el que las células T CD8" fueron incubadas
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junto a células P815 marcadas con el anticuerpo anti-CD3 (E:T ratio 5:1) en
presencia de 1 ug de anticuerpo anti-CD107/anti-FITC y 5 ng/ml de monensina
durante 4 horas a 37°C con 5% de COa2. Después, las células fueron tefidas
utilizando un anticuerpo anti-CD8-PE y se analizaron por citometria de flujo.
Para detectar la degranulacion espontanea se leyé también la muestra de
células P815 marcada con anticuerpo control anti-CD7, 3A1.
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APARTADO 15-DETECCION DEL GENOMA DEL EBV

Reactivos, material y equipamiento

Reactivos y Material

Equipamiento

Agitador vibrador de tubos Heidolph
Centrifuga RT 6000 D Sorvall
NucliSens easyMAG™ Biomerieux-diagnostics

Smartcycler |l Cepheid

Protocolo

Se aislo el ADN de 1x10® PBMCs de los 10 pacientes incluidos en el
estudio de citometria usando para ello el sistema automatico NucliSens
easyMAG. Una vez extraido el ADN, se realiz6 una PCR cuantitativa utilizando
el kit Artus EBV RG PCR con el fin de conocer la carga de genoma viral de los
pacientes gracias a la amplificacion especifica de una zona de 97 nucledtidos
incluida en el genoma del EBV. Se utilizaron 10 ul de las muestras de ADN que
se mezclaron con 15 pul de master mix que contenia dNTPs, cebadores,
sondas, MgCl2, ADN Taq polymerase, y un control interno necesario para

identificar la posible inhibicion de la PCR. Acto seguido se realizé la
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amplificacion utilizando para ello el Smartcycler Il real-time PCR. Ademas se
prepard una curva estandar, con soluciones estandar calibradas comerciales,

para 50.000, 5.000, 500, 50, y 5 copias. El limite de deteccion del ensayo se
establecié en 5.000 copias/ml.
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APARTADO 16-EXPRESION EN PBMCs DE PRF1 POR SEXOS

EN CONDICIONES BASALES E INDUCIDAS MEDIANTE

HORMONAS SEXUALES

Reactivos, material y equipamiento

Reactivos y material

PerCP-conjugated mouse anti-human CD3

FITC-conjugated mouse anti-human CD8

FITC-conjugated mouse anti-human CD16

FITC-conjugated mouse anti-human CD56

PE-conjugated mouse anti-human perforin

FITC-conjugated mouse IgG1 isotype control

PE-conjugated mouse 1gG1 isotype controls

PerCP-conjugated mouse IgG1 isotype control

Tubos BD Vacutainer SST

FACS Lysing solution

D-PBS

Intrastain

Medio phenol-red-free RPMI 1640

Charcoal Stripped FBS

Dihidrotestosterona

Estradiol

Becton Dickinson
Becton Dickinson
Becton Dickinson
Becton Dickinson
Becton Dickinson
Becton Dickinson
Becton Dickinson
Becton Dickinson
BD Diagnostics
Becton Dickinson
Invitrogen

Dako

Gibco

Gibco

Sigma

Sigma
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Panreac
Etanol 70%

" Becton Dickinson
Tubo para citometro

Dispensador de liquidos Pressmatic
Puntas con Filtro ART(varios volumenes) VWR International

Equipamiento

Protocolo

La tincion para la deteccion de proteina PRF1 en células T CD8* y
células NK mediante citometria de flujo se hizo de la misma forma y utilizando
los mismos anticuerpos marcados que en el estudio de citometria explicado
previamente. Para disminuir la variacidn producida por las hormonas
endodgenas de los individuos incluidos, todos los estudios de determinacion de
PRF1 en mujeres se hicieron en PBMCs de sangre periférica recogida durante

los primeros 10 dias del ciclo menstrual.
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ANEXO 2
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