Objectiu

Determinar la concentracio plasmatica de TNF-« i dels seus receptors en
nounats amb signes d’infeccio i analitzar si la determinacio d’aquestes
citocines pot ser utilitzada com un marcador de sépsia neonatal precog i

factor pronostic de I’evolucio clinica
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4.2.1. Caracteristiques de la poblacio d’estudi

L’estudi va incloure 170 nounats els quals es van dividir en tres grups diferents:

controls sans, nounats amb s¢psia clinica o provada i nounats amb xoc septic.

El grup control va constar de 126 nadons amb una mediana d’edat gestacional de 38
setmanes (rang de 22 a 42 setmanes) i una mediana de pes al naixement de 2.960 g (rang
de 750 a 4.150 g). Dels nounats d’aquest grup, 38 varen ser prematurs i 78 a terme. No es
van trobar diferéncies quant a les concentracions de TNF-a i dels seus receptors solubles

entre nounats control preterme i nounats control a terme.

El grup de sepsia va incloure 38 nounats dels quals, 15 van ser prematurs i 23 a
terme. La mediana d’edat gestacional d’aquest grup va ser de 39 setmanes (rang de 29 a 42
setmanes) 1 la mediana del pes de naixement va ser de 3.150 g (rang de 1.200 a 4.350 g).
L’hemocultiu va ser positiu en 19 pacients, principalment per Streptococcus agalactiae.
Listeria monocitogenes, un microorganisme intracel-lular grampositiu, va ser el
responsable d’un cas de xoc séptic. D’altra banda, 9 nounats amb s¢psia confirmada i xoc
séptic van presentar concentracions extremament altes de TNF-o mentre que els nivells de
PCR van ser normals (inferiors a 12 mg/l). Cal afegir que en tres nounats amb bacteriemia
sense signes ni simptomes d’infeccid, els valors de TNF-a van ser similars als dels
controls. Tots 6 pacients amb xoc septic van ser prematurs i van morir per un fracas
multiorganic irreversible. Les dades cliniques dels 6 nadons amb xoc séptic i dels 13 que

van presentar sépsia confirmada es mostren a la taula 4.10.
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Taula 4.10. Dades cliniques del grup de pacients amb hemocultiu positiu.

Pacients amb sepsia bacteriologicament positiva

Pacient EG PN Sexe WBC T PCR Hemocultiu
(setm) (2) (cel/mm’) ratio (mg/l)
1 32 1.330 f <12 H. influenzae
2 40 3.900 m 30.100 0,14 >12 S. agalactiae
3 34 2.400 m 3.900 0,37 <12 S. pneunoniae
4 39 3.350 m 28.019 0,13 24 S. agalactiae
5 39 3.050 f 2.857 0,43 218 S. agalactiae
6 38 3.100 f 4.700 0,4 <12 S. agalactiae
7 38 2.800 f 25.294 0,06 159 S. agalactiae
8 32 1.700 m 16.200 0,25 4 Enterobacter
9 29 1.275 m 6.601 0,04 <12 Enterobacter
10 41 3.050 m 12.718 0,48 61 S. agalactiae
11 38 3.370 m 32.200 0,05 2 S. agalactiae
12 41 3.500 m 17.524 0,04 81 S. agalactiae
13 41 4.350 m 22.800 0,1 49 S. agalactiae

Pacients amb xoc séptic

Pacient EG PN Sexe WBC T PCR Hemocultiu
(setm) (g) (cél/mm’) ratio (mg/l)

1 26 700 m 17,9 E. coli
2 30 1.300 f 3.400 0,08 <12 Klebsiella
3 36 2.590 f 4.149 0,72 <12 S. agalactiae
4 30 1.550 m 5.740 0,44 >12 Listeria
5 36 2.350 f 4.000 0 <12 S. agalactiae
6 25 810 f 3.333 0,2 > 12 H. influenzae

EG, edat gestacional; PN, pes de naixement; WBC, recompte leucocitari; I/T, ratio neutrofils
immadurs/totals; PCR, proteina C reactiva. Els valors de la PCR expressats com a > o < 12 van ser
determinats amb un métode semiquantitatiu.
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4.2.2. Determinacio de les concentracions plasmatiques de TNF-a

La concentraci6 plasmatica de TNF-a es va analitzar en els 170 nounats distribuits

en els tres grups anteriorment descrits.

La concentracié en plasma del TNF-a es va determinar mitjangant un assaig

immunoradiomeétric, tal com es descriu en 1’apartat de materials 1 metodes.

Els resultats obtinguts van mostrar que les concentracions de TNF-a estan
incrementades en els nounats amb sepsia (n = 38; mediana, 33,2 pg/ml; rang, 9 a 593,6)
respecte del grup control (n = 126; mediana, 10,3 pg/ml; rang, 0,6 a 46,2). Les
concentracions plasmatiques més elevades es van trobar en el grup de pacients amb xoc
septic (n = 6; mediana, 624,3 pg/ml; rang 124,1 a 3.204). Aquests resultats van mostrar
diferéncies significatives respecte del grup control (P < 0,0000) i al grup de nounats amb

sépsia (P < 0,0002).

Dels 12 nounats amb sépsia que van presentar concentracions de TNF-o > 100
pg/ml en les primeres 24 hores de vida, només van sobreviure 6 (50% de superviveéncia).
Inversament, tots els pacients amb nivells plasmatics de TNF-a < 100 pg/ml van presentar

una bona evolucio clinica.

4.2.3. Determinacio de les concentracions plasmatiques dels receptors

solubles sSTNFR-p55i p75

Les concentracions plasmatiques d’ambdos receptors solubles es van determinar

mitjancgant la técnica d’ELISA tal com es descriu en I’apartat de materials i metodes

A causa de la limitacid en ’obtencidé de sang dels neonats, la determinacio dels
receptors solubles es va fer en 88 nounats i els resultats obtinguts es descriuen a la taula

4.11.

L’analisi estadistica va mostrar que les concentracions plasmatiques d’ambdos
receptors solubles estan incrementades en els nounats amb sépsia en comparaciéo amb el
grup control (p55: P < 0,0000; p75: P < 0,003). Les concentracions plasmatiques d’aquests

receptors estaven marcadament augmentades en els pacients amb xoc septic respecte de les
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del grup control (p55: P < 0,003; p75: P < 0,003) 1 de les dels nounats amb sepsia (p55:
P <0,006; p75: P <0,008) (figura 4.5). Addicionalment, no es van trobar diferéncies entre
els pacients amb sépsia gramnegativa 1 grampositiva en les seves concentracions

plasmatiques de TNF-a i de sSTNFR-p55 o p75.

Taula 4.11. Concentracions plasmatiques dels receptors solubles sSTNFR-p55 i del sSTNFR-p75 (ng/ml).

sTNFR-p55 sTNFR-p75
" mediana rang mediana rang
(ng/ml) (ng/ml)
Controls 66 39 (1,6 - 10,7) 9,2 (2,2-18,2)
Nounats amb sépsia 19 10,2% (5,5-22,2) 20* (8,2-35,2)
Nounats amb xoc séptic 3 31,2% (26,5 -32,5) 50* (35-162,5)

*P<0,05

Els nivells plasmatics del sSTNFR-p55 es van correlacionar amb els del sSTNFR-p75
(r = 0,82, P < 0,000; Spearman p). Les dades obtingudes també van mostrar I’existéncia
d’una correlaci6 lineal positiva entre la concentraci6 de TNF-a i els nivells, mesurats
simultaniament, de sTNFR-p55 (» = 0,9, P < 0,000; Spearman p) i de sTNFR-p75
(r=0,85, P <0,000; Spearman p). Tanmateix, aquesta correlacio entre els valors de TNF-
a 1 els dels seus receptors solubles es perdia quan la concentracié de TNF-a era superior a
100 pg/ml. D’altra banda, es va analitzar la relacié entre el recompte leucocitari, la ratio de
neutrofils immadurs/totals, la PCR, el TNF-a, el sSTNFR-p55 i el sSTNFR-p75, si bé, no es

va trobar cap correlaci6 significativa entre aquests parametres.
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Figura 4.5. Concentracions plasmatiques individuals dels receptors solubles sSTNFR-p55i p75 en els tres
grups de pacients.
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La linia discontinua (---) representa el valor del punt de tall per a cada STNFR. Les medianes de les
concentracions dels receptors STNFR-p55 i p75 estan representades per linies curtes.

L’excés molar dels receptors solubles respecte del TNF-a en els nounats amb xoc
septic va ser 44 vegades superior (rang de 37 a 230) per al STNFR-p55 1 230 vegades (rang
de 70 a 250) per al sSTNFR-p75, comparat amb 285 (rang de 185 a 475) 1 445 (rang de 250
a 1190) respectivament en el grup control, la qual cosa indicava un descens substancial en
I’excés molar en els pacients amb xoc séptic (p55: P < 0,02; p75: P < 0,009). L’excés
molar calculat en els nounats amb sépsia sense xoc (STNFR-p55: mediana, 210, rang de
160 a 550; sSTNFR-p75: mediana, 385, rang de 240 a 660) no va diferir del presentat en el
grup control (figura 4.6).

Figura 4.6. Grdfic de I’excés molar dels sSTNFR respecte del TNF-a en cadascun dels grups de
pacients.

BSTNFR-p55
S OSsTNFR-p75
s
)
g 300
\§ 200
2 100 " STNFR-p75
o STNFR-pS5
GRUP CONTROL GRUP SEPSIA GRUP XOC SEPTIC
B sTNFR-p55 285 210 44
OSsTNFR-p75 445 385 230

103



resultats -2-

4.2.4. Analisi de la sensibilitat i de ’especificitat de les concentracions del
TNF-a i dels seus receptors solubles com a factor predictiu de sépsia

neonatal

A fi d’establir un llindar de normalitat per a les concentracions plasmatiques de
TNF-o 1 de sSTNFR es va determinar el punt de tall que millor discriminava entre pacients

amb sepsia i controls sans.

Els resultats van mostrar que una concentraci6 plasmatica de TNF-a superior a 30
pg/ml és altament indicativa d’infeccid en nounats durant les primeres 24 hores de vida.
Com a predictor de sépsia, aquest valor de 30 pg/ml tenia una especificitat del 96%, un
valor predictiu positiu del 85% 1 un valor predictiu negatiu del 89%, tanmateix, la

sensibilitat només era del 66%.

Addicionalment, es van determinar els valors del punt de tall per a cadascun dels
receptors que millor discriminava entre pacients infectats i controls sans. El punt de tall per
a I’STNFR-p55 va ser de 8 ng/ml, 1 va resultar en una sensibilitat del 77,3% 1 una
especificitat del 91%, el valor predictiu positiu va ser del 74% 1 el valor predictiu negatiu
del 92,3%. Per a ’sTNFR-p75, un valor igual o superior a 12 ng/ml, proporcionava una
sensibilitat del 86,4% 1 una especificitat del 71,2%. El valor predictiu positiu va ser del

50% 1 el valor predictiu negatiu, del 94%.

Utilitzant un valor de TNF-a igual o superior a 30 pg/ml conjuntament amb un
valor igual o superior a 8 ng/ml pel sTNFR-p55 o de 12 ng/ml pel sTNFR-p75, la
sensibilitat 1 ’especificitat resultant del test va ser del 100% 1 del 82%, respectivament.
Quan el test era positiu la probabilitat de sépsia neonatal va ser del 70% i el valor predictiu

negatiu, del 100% (taula 4.12).
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Taula 4.12. Valor diagnostic del TNF-a i dels sTNFR.

Test Sensibilitat Especificitat VPP* VPN*
* TNF-a 230 pg/ml 66% 96% 85% 89%
=  STNF-p55 > 8 ng/ml 77,3% 91% 74% 92,3%
* STNF-p75 212 ng/ml 86,4% 71,2% 50% 94%

* TNF-a = 30 pg/ml i
sTNF-p55 > 8 ng/ml

0 100% 82% 70% 100%

TNF-o > 30 pg/ml i
sTNF-p75 > 12 ng/ml

*VPP, valor predictiu positiu; ¥*VPN, valor predictiu negatiu.

4.2.5. Analisi de la correlacio entre la modulacio dels receptors solubles

STNFR-p55ip75il’evolucio clinica de la sépsia neonatal

En un grup de 7 pacients amb sepsia i 10 nounats controls es va determinar de
forma simultania la concentracié plasmatica de STNFR-p55 i de sSTNFR-p75 al car de 24,
48 1 72 hores de vida (figures 4.7 i 4.8). Els resultats van mostrar que en pacients amb
sépsia, les concentracions del receptor sTNFR-p75 van romandre significativament
augmentades durant les primeres 48 hores de vida i es van normalitzar després del tercer
dia de tractament en paral-lel amb la millora clinica. Les concentracions plasmatiques del
receptor STNFR-p55 van disminuir més rapidament, i van retornar als valors normals al

cap de 48 hores.

La valoracié clinica dels nadons es va realitzar utilitzant I’Score for Neonatal Acute
Physiology (SNAP), metode validat com a index de severitat de malaltia neonatal. Les
concentracions plasmatiques d’ambdoés receptors del TNF-a en pacients amb se€psia es van
correlacionar amb la gravetat de la malaltia (p55-SNAP: » = 0,80, P < 0,000; p75-SNAP:
r=0,87, P <0,003).
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Figura 4.7. Determinacions seriades del receptor sTNFR-p55.
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Evoluci6 de les concentracions plasmatiques d’sTNFR-p55 en nounats amb sépsia (n = 7) i en
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Figura 4.8. Determinacions seriades del receptor sTNFR-p75.
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Objectiu

Analitzar la influéncia del polimorfisme —308 pb del gen del TNF-a en la

prematuritat idiopatica i en la ruptura prematura de membranes
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4.3.1. Caracteristiques de la poblacio d’estudi

Tal com es comenta a I’apartat de “Material i metodes”, per caracteritzar
’associaci6 del part preterme, de la ruptura prematura de membranes (RPM) preterme i de
la preeclampsia amb el polimorfisme —308 pb del gen del TNF-a, vam fer un estudi de
cohorts amb dones admeses a la Unitat de Ginecologia i Obstetricia des de 1’any 1997 fins
I’any 2000. Per a la caracteritzacié d’aquest polimorfisme en la poblacié espanyola es van

recollir mostres de donants de sang del nostre hospital durant el mateix periode de temps.

L’estudi es va realitzar amb un total de 381 mostres que es van dividir en els grups

seguents:

= Un grup control de la poblacio general espanyola, constituit per un total de 101 mostres

corresponents a 45 homes 1 56 dones.

* Un grup control de 127 dones que van tenir un part a terme després d’una gestacio

sense complicacions.

= Un grup de 126 pacients que havien presentat parts prematurs precedits per una RPM o
amenaca de part preterme (APP). Per a I’analisi, aquest grup de pacients es va

subdividir atenent els criteris que es detallen a continuacio:
= Un grup de 37 dones que van presentar RPM amb part preterme.

= Un grup de 89 dones que van presentar APP amb membranes integres. De
forma addicional, 1’analisi dels resultats d’aquest grup es va realitzar
estratificant les pacients segons la seva resposta al tractament tocolitic inhibitori

del part:

= Un grup de 66 dones sense resposta al tractament tocolitic i que per tant

van presentar un part preterme.

= Un grup de 23 dones amb bona resposta al tractament amb part diferit a

terme.

» Un grup de 27 dones amb preeclampsia. Dels 27 casos inclosos en aquest grup, 10 van

presentar un part preterme 1 17, a terme.
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Com a causes d’exclusi6 es va tenir en compte: gestacions multiples,
malformacions fetals, retard de creixement intrauteri, diabetis mellitus 1 diabetis
gestacional, drogaaddiccid, obesitat morbida i1 haver presentat despreniment de placenta.
En el grup control de parts a terme es van eliminar tots els casos que havien presentat un
part preterme amb anterioritat. En el grup d’APP amb parts preterme es van excloure

també tots els casos on es va induir el part o es va practicar una cesaria electiva.

A la taula segiient es mostra un resum de les caracteristiques demografiques i

cliniques principals de cada grup:

Edat materna (anys) Edat gestacional (setm.) N° embarassos

(mediana, rang) (mediana, rang) (mediana, rang)
Controls (n=127) 29,18 (19-42) 39,8 (38-42) 1,4 (1-4)
RPM amb part preterme (n=37) 27,5 (20-37) 34,2 (31-36) 1,5 (1-2)
APP amb part preterme (n= 66) 27 (18-35) 34,7 (27-36) 1,6 (1-3)
APP amb part a terme (n=23) 28 (19-40) 38,9 (37-42) 1,5 (1-3)
Preeclampsia (n=27) 30,4 (25-43) 36,7 (27-41) 1,4 (1-3)

No s’han trobat diferéncies ni amb 1’edat materna ni amb el nombre d’embarassos

entre els diferents grups de pacients i controls.
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4.3.2. Determinacio de la freqiiencia del polimorfisme en la poblacio
espanyola i la seva associacio amb els diferents haplotips del Sistema

Major d’Histocompatibilitat de classe I o de classe II.

4.3.2.1. Analisi de la freqiiéncia dels al-lels TNFA1 i TNFA2

Utilitzant la teécnica de I’AS-PCR es va determinar la freqiiencia al-l¢lica del
polimorfisme —308 pb del gen del TNF-a en la poblacidé espanyola. L’analisi d’aquest
polimorfisme es va realitzar en 101 individus normals donants de sang (45 homes i 56

dones) del nostre hospital.

SCESSFBSEEEE

Figura 4.9. Visualitzacio d’un gel d’agarosa del 0,8% on s’han sotmés a electroforesi diferents
mostres de DNA genomic obtingut pels procediments exposats a Dapartat de “Material i
métodes”.

Segons els resultats obtinguts, en la poblacié espanyola la freqiiéncia al-I¢lica del
TNFAL1 és de 0,84 i de 0,16 per I’al-lel TNFA2 (taula 4.13), i a més a més, la seva

distribucio és consistent amb ’equilibri de Hardy-Weinberg.

Taula 4.13. Fregqiiéncies genotipiques i al-léliques del polimorfisme —308 pb del gen del TNF-« en la
poblacié espanyola.

Poblacié espanyola

(n;=101)
Genotip TNF ny % Freqiiéncies al-l¢liques (n, = 202)
TNFA1/TNFA1 70 70 TNFA1 (n, =170) 0,84
TNFA1/TNFA2 30 29 TNFA2 (n, =32) 0,16

TNFA2/TNFA2 1 1

n; = nombre d’individus analitzats; 7, = nombre de cromosomes
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Figura 4.10. Tipificacio del polimorfisme —308 pb del gen del TNF-c.

Exemple dels productes amplificats per AS-PCR corresponents a tres pacients, analizat en un gel
d’agarosa de 1’1,5% i tenyit amb bromur d’etidi. Els carrils 1, 3 i 5 corresponen a [’amplificacio de
I’al-lel TNF1 (banda de 178 pb) i a la del DNA estandard (banda de 256 pb); els carrils 2, 4i 6 a la de
l’al-lel TNF2 (banda de 178 pb) i a la del DNA estandard (banda de 276 pb). El pacient 1 (carrils 1i2)
és homozigot per a l’al-lel TNF1;. el pacient 2 (carrils 3 i 4) és heterozigot, el pacient 3 (carrils 5 i 6) és
homozigot per a ’al-lel TNF2. El carril M és un marcador de pes molecular (100 pb ladder).

Quan es compara la distribuci6 del polimorfisme en la poblacié espanyola amb les
freqliencies estimades per altres autors en poblacions d’origen caucasic o africa no
s’observen diferencies significatives (taula 4.14). Aixo no obstant, quan les freqiiéncies es
comparen amb les descrites en poblacid asiatica si que hi ha diferéncies significatives ja
que aquesta presenta un increment en la freqliencia de 1’al-lel TNFAT1 i un descens en la

freqiiéncia de I’al-lel TNFA2.

Taula 4.14. Dades de les freqiiéncies al-leliques del polimorfisme —308 pb del TNF-a publicades per altres
poblacions.

al'lel TNFA1 allel TNFA2

Poblacié d’Europa del nord 0.84 0.16
Wilson AG i col-l.. Hum Mol Gen 1992, 1:353 ’ ’

Poblacio turca
Chouchane L i col'l.. Cancer 1997; 80:1489-96 0,84 0,16

Poblacié africana (Gambia) 0.84 0.16
McGuire Wi coll.. Nature 1994; 371:508-11 ’ ’

Poblacio6 xinesa 0.95 0.05
Huang S i col'l.. Am J Respir Crit Care Med 1997, 156:1436-39 ’ ’

Poblacio japonesa 1
Higuchi T'i col'l.. Tissue Antigens 1998; 51:605 0.9 0,09

111



resultats -3-

A

AT AGGTTTTG 26 GGG C A TGEGGEG G A C GGG GETTCCAGC CT CCAGGGT C

oM

AT HA2 G GT TTTG a6 GGGC ATGEGRGGACGGGG T TOC AaGC CT CCOC AGGGT O

f AT A G GT TTTG AG GGGC ATG AGGACGGGGTTOC AGC CTOC CAGGGTC

)

Figura 4.11. Comprovacio per técnica de seqiienciacio dels resultats obtinguts per AS-PCR.. Exemple
de la seqiienciacio d’un pacient homozigot per a 1’al-lel TNFA1 (A), un pacient heterozigot (B) i un
pacient homozigot per a 1’al-lel TNFA2. Les fletxes indiquen la posicié del polimorfisme (G per a I’al-lel
TNFALI i A per a I’al-lel TNFA2). Els resultats de la seqiienciacié van coincidir amb els obtinguts per
AS-PCR.

4.3.2.2. Analisi d’associacio dels al-lels TNFA1 i TNFA2 amb ’HLA

Ja que el gen del TNF-oo mapa a la regi6 de classe III del MHC, 250 Kb
centromeric de ’HLA B i1 850 Kb telomeéric de ’HLA-DR, vam considerar la possibilitat

que hi hagués alguna associacio, deguda a un desequilibri de lligament, entre els al-lels del
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TNF-a i els antigens de I’HLA. Trobar alguna associacid entre determinats al-lels de
I’HLA 1 alguna variant del gen del TNF-a, sobretot si aquesta variant afecta la regulacio
d’aquest gen, podria explicar, almenys en part, per qué¢ determinats haplotips de 'HLA
estan associats a diferents malalties autoimmunes i/o disregulacions de la resposta

immunologica.

L’analisi d’associaci6 dels al-lels TNFA1 i TNFA2 amb els diferents haplotips de
I’HLA de classe I i de classe II s’ha realitzat en 100 individus de la poblaci6 espanyola. Els

resultats obtinguts es detallen en les apartats segiients.

4.3.2.2.1. Descripcié de les freqiiéncies al-leliques de ’HLA en la poblacié espanyola

analitzada
* Freqiiéncies al‘leliques de ’HLA de classe I

Les freqiiencies al-leliques de I’HLA de classe I en la nostra poblacié d’estudi es
descriuen a la taula 4.15. S han trobat 16 al-lels per al locus HLA-A i 24 per al locus HLA-
B. Aquests resultats indiquen 1’existéncia d’un alt grau de polimorfisme tal com s’espera

atesa I’heterogeneitat de la nostra poblacié d’estudi.

Tal com s’ha vist en altres poblacions europees, 1’al-lel A2 va ser el més freqiient
en la nostra poblaci6 (0,2146). Els al-lels A1 (0,1099), A3 (0,0890) i A24 (0,1308) van ser
tamb¢ freqlients amb resultats similars als trobats en poblacié europea (Tsuji K i col-l., 1991;
Cavalli-Sforza LL i col'l,, 1994). Cal destacar que en la poblacio present, 1’al-lel A29 (0,1047)
va mostrar una alta freqiiéncia en comparacié amb altres poblacions europees. Aquest al-lel
¢s molt freqiient a ’oest d’Europa i, en particular, en la peninsula Ibérica. L’al-lel A30
també mostra una alta freqliéncia en la poblacidé de la peninsula Ibérica, especialment pel

que fa a bascos.

Per al locus HLA-B, en la poblacié espanyola analitzada, 1’al-lel B44 (0,1789) és el
més freqiient, igual que en la majoria d’europeus, especialment a I’Europa de 1’oest (Tsuji K
i col'l,, 1991; Cavalli-Sforza LL i col'l., 1994). E1 B51 (0,1211) i el B35 (0,1105) sén els altres dos
al-lels que estan més representats; de fet, aquests al-lels es troben també amb una alta
freqiiéncia en altres poblacions mediterranies, com per exemple la italiana, (B51: 0,4667) 1

la turca (B51: 0,2813).
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* Freqiiéncies al-leliques de ’HLA de classe I1

La distribucio de les freqiiencies al-leliques per a ’'HLA-DRBI en la poblacid
d’estudi es descriuen a la taula 4.15. Els nostres resultats indiquen que ’al-lel més freqiient
¢s el DRB1*07 (0,1631) seguit dels al-lels DRB1*04 i DRB1*03 (0,1316 i 0,1263,
respectivament). Cal destacar que la freqiiencia de I’allel DRBI1*01 (0,1105) ¢és
relativament més alta que la descrita en altres grups estudiats, probablement a causa del
nombre total de mostres. En conclusid, la distribucié de les freqiliencies en la poblacid
estudiada no difereix essencialment de cap de les poblacions descrites de la peninsula

Ibérica (Comas D i col'l., 1998).

Taula 4.15. Fregqiiéncies al‘léliques de I’HLA-A, HLA-B i I’HLA-DRBI1 en la poblacio espanyola
analitzada (n = 100).

Al'lels Freqiiencies Al'lels Freqiiencies Al'lels Freqiiéncies
HLA-A B14 0,0789 HLA-DRB1
Al 0,1099 B18 0,0368 DRB1*01 0,1105
A2 0,2146 B27 0,0211 DRB1*03 0,1263
A3 0,0890 B35 0,1105 DRB1*04 0,1316
All 0,0628 B37 0,0211 DRB1*07 0,1631
A23 0,0209 B38 0,0211 DRB1*08 0,0316
A24 0,1308 B39 0,0105 DRB1*09 0,0158
A25 0,0157 B41 0,0105 DRB1*10 0,0210
A26 0,0366 B44 0,1789 DRB1*11 0,0842
A29 0,1047 B45 0,0053 DRB1*12 0,0158
A30 0,0628 B46 0,0053 DRB1*13 0,1158
A31 0,0314 B49 0,0211 DRBI1*14 0,0368
A32 0,0471 B50 0,0368 DRBI1*15 0,1053
A33 0,0261 B51 0,1211 DRBI1*16 0,0421
A34 0,0052 B52 0,0105
A66 0,0052 BS5S 0,0158
A68 0,0366 B57 0,0316
B58 0,0211
HLA-B B60 0,0316
B7 0,0684 B62 0,0316
B8 0,0789 B63 0,0158
B13 0,0158
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= Analisi dels haplotips

El gran nombre de loci tipificats produeix un gran nombre d’haplotips diferents on
fins i tot els més freqiients es troben en freqliéncies molt baixes, cosa que en dificulta
I’estimacio. Es per aquest motiu que ens hem centrat en I’analisi d’haplotips de classe I.
Posteriorment, s’han analitzat els principals desequilibris de lligament entre els al-lels de

classe I 1 de classe II descrits en poblacid caucasica.

Un resum dels resultats principals derivats de D’analisi de les freqiiéncies

haplotipiques es presenta a la taula 4.16.

Taula 4.16. Freqiiéncies dels haplotips més comuns trobats en la poblacio espanyola analitzada (n = 100).

Haplotips de ’HLA de classe I (HLA-A i HLA-B)

Haplotip Freqiiéncies Haplotip Freqiliéncies
A29-B44 0,0789 A3-B7 0,0210
A2-B44 0,0684 A3-B51 0,0210
A2-B51 0,0684 A30-BI18 0,0210

A1-B8 0,0579 A2-BI15 0,0158
A2-B35 0,0368 A3-B35 0,0105
A30-B35 0,0368 A3-B8 0,0105
A24-B35 0,0316

Haplotips de ’HLA de classe Ii II

Haplotip Freqiiéncies Haplotip Freqiiéncies
BS8-DRB1*03 0,0579 B7-DRB1*02 0,0421
A1-DRB1*03 0,0526 B18-DRB1*03 0,0265
A1-DRB1*07 0,0421 B57-DRB1*07 0,0158

A29-B44-DRB1*07 0,0526 A2-B51-DRB1*11 0,0157
A1-B8-DRB1*03 0,0421 A29-B44-DRB1*03 0,0157
A1-B8-DRB1*07 0,0316 A2-B44-DRB1*11 0,0105

A2-B44-DRB1%*13 0,0263

L’haplotip de classe I A29-B44 va ser el més freqiient en la poblacidé d’estudi
(0,0789). Aquest haplotip es troba també molt representat en poblacio de 1’oest d’Europa, 1
arriba a les freqiiéncies més altes en poblacio ibérica (catalans, bascos, castellans i

portuguesos). Els haplotips més freqiients a Europa, A1-B8 1 A3-B7, s’han trobat a
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freqiiéncies intermedies en la nostra poblaci6 igual que s’ha descrit a la poblaci6 catalana
(0,0402) 1 basca (0,0437) (Comas D i col'l.,, 1998). L haplotip A2-B44 tot i que és freqilient en
poblacions europees, la freqiiencia trobada en la nostra poblacié (0,0684) com també a la
poblacio catalana (0,0632) és de les més altes que s’han descrit (Comas D i coll., 1998).
L’ haplotip A2-B51 és tipic de les poblacions del sud d’Europa: Portugal, Grecia i Italia son
les poblacions amb les freqiiencies més altes. Pel que fa a 1’analisi de les freqiiéncies
haplotipiques entre ’'HLA de classe I i II, els resultats en general també concorden amb els

descrits a la poblacid europea i, en concret, a I’espanyola.

4.3.2.2.2. Analisi d’associacio dels al‘lels TNFA1 i TNFA2 amb IPHLA de classe 1 i de

classe 11

Taula 4.17. Fregqiiéncia dels al-lels TNFAI i TNFA2 en individus tipats per a ’HLA-A (n = 100).

TNFA2- TNFA2+
HLA-A n % n % P OR* 95% IC*
Al 12 57,1 9 42,9 NS
A2 26 63,4 15 36,6 NS
A3 13 76,5 4 23,5 NS
A9 21 72,4 8 27,6 NS
A10 10 83,3 2 16,7 NS
All 10 83,3 2 16,7 NS
A28 7 100 0 0 NS
A29 10 50 10 50 NS
A30 11 91,6 1 8,3 NS
A31 5 83,3 1 16,7 NS
A32 5 55,5 4 444 NS
A33 4 80 1 20 NS

Els al-lels A23 i A24 s’han assignat com a A9. Els al-lels A25, A26, A34 i A66 s’han assignat tots com a
A10. Els al'lels A68 i A69 s’han assignat com a A28. NS, no significatiu; OR* Oportunitat relativa; 95%
IC*, interval de confianga del 95%.
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Taula.4.18. Fregqiiéncia dels al-lels TNFAI i TNFA?2 en individus tipats per a ’HLA-B (n = 100).

TNFA2- TNFA2+
HLA-B n % n % Prowr OR* 95% IC*
BS 20 833 4 16,7 NS
B7 10 76,9 3 23,1 NS
BS 2 13,3 13 86,7 P <0,0001 24,2 (5-117)
B12 19 55,8 16 442 NS
B13 3 100 0 0 NS
B14 15 100 0 0 P<0,03 17,9 (1,9~0)
B15 7 77.8 2 22,2 NS
B16 6 100 0 0 NS
B17 6 60 4 40 NS
B18 7 100 0 0 NS
B21 3 27,3 8 72,7 P<0,01 7,3 (1,8-31)
B22 2 66,7 1 33,3 NS
B27 3 75 1 25 NS
B35 16 76,2 5 23,8 NS
B37 3 75 1 25 NS
B40 5 83,3 1 16,7 NS
B41 2 100 0 0 NS
B46 0 0 1 100 NS

Els al-lels B38 i B39 s’han assignat com a B16. Els al-lels B44 i B45 s’han assignat com a B12. Els al‘lels
B49 i B50 s’han assignat com a B21. Els al-lels B51, B52 i B53 s’han assignat com a BS5. Els al-lels B54 i
B55 s’han assignat com a B22. Els al-lels B57 i B58 s’han assignat com a B17. Els al-lels B60 i B61 s’han
assignat com a B40. Els al-lels B62 i B63 s’han assignat com a B15. NS, no significatiu; OR* Oportunitat
relativa; 95% IC*, interval de confianca del 95%.

Tal com mostren els resultats descrits en les diferents taules d’aquest apartat, 1’al-lel
TNFA2 esta fortament associat amb ’HLA B8 (X2 = 21,7, Peorr < 0,0001; taula 4.18), B21
(x* = 7.6, Peorr < 0,01, taula 4.18) i DRB1*03 (3= 8,5, Peoy < 0,009; taula 4.19). En la
nostra poblacio, no s’ha trobat cap associacio6 entre I’al-lel TNFA2 i ’HLA-A (taula 4.17),
tanmateix, 1’associaci6 entre 1’al-lel A29 i el TNFA2 va ratllar la significaci6 estadistica
(x> = 4,11, P.,< 0.07). Aquesta menor associacié amb I’al-lel A29 probablement és
deguda a la major distancia fisica que hi ha entre ’'HLA-A 1 el locus del TNF-a en

comparacio amb I’HLA-B.
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L’al-lel TNFA1 esta significativament associat amb ’HLA B14 (Xz =6,5, P <
0.03, taula 4.18). L’HLA DRB1*04 i DRB1*06 van ser especificament analitzats a causa
de I’associacid descrita en poblacido de I’Europa del nord amb 1’al-lel TNFA1, aixo no
obstant, en la nostra poblacid d’estudi no es va trobar cap associacid estadisticament

significativa.

Taula 4.19. Fregqiiéncia dels al-lels TNFAI i TNFA2 en individus tipats per ’HLA-DRBI (n= 100).

TNFA2- TNFA2+
HLA-DRBI n % n % Peon OR*  95%IC*
DRB1%01 17 81 4 19 NS
DRB1%02 20 76,9 6 23,1 NS
DRB1%03 10 41,7 14 58,3 P <0,009 4,8 (1,7-13)
DRB1*04 17 68 8 32 NS
DRB1%05 14 77,8 4 22,2 NS
DRB1*06 19 82,6 4 17,4 NS
DRB1*07 19 61,3 12 38,7 NS
DRB1*08 5 83,3 1 16,7 NS
DRB1*09 2 66,7 1 33,3 NS
DRB1*10 2 50 2 50 NS

Els allels DRB1*11 i DRB1*12 s’han assignat com a DRB1*05. Els al-lels DRB1*13 i DRB1*14 s’han
assignat com a DRBI1*06. Els al'lels DRB1*15 i DRB1*16 s’han assignat com a DRB1*02. NS, no
significatiu; OR* Oportunitat relativa; 95% IC*, interval de confianga del 95%.

L’analisi haplotipica va mostrar que 1’al-lel TNFA2 esta associat amb 1’haplotip de
I’HLA Al, B8, DRB1*03 (test de Fisher: P < 0,0001) amb una oportunitat relativa de 55
(95% IC: 5 — o). Addicionalment es va observar una associacid entre 1’al-lel TNFA2 i
I’haplotip HLA B8, DRB1*07 (P = 0,003, OR = 17, 95% IC: 1,8 — 793) i amb I’haplotip
HLA A29, B21 (P <0,007, OR = 23,6, 95% IC: 1,6 — ).
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4.3.3. Analisi de [Passociacio del polimorfiime amb wuna major
susceptibilitat a presentar naixements prematurs espontanis després d’un

part preterme idiopatic o d’una ruptura prematura de membranes fetals

4.3.3.1. Freqiiéncia genotipica del polimorfisme —308 pb del gen del TNF-a

Les freqiiéncies de portadors dels al-lels TNFA1 i TNFA2 en el grup de pacients i

en el grup control de parts a terme es descriu a la taula 4.20.

Taula 4.20. Percentatge de portadors dels al-lels TNFAI i TNFA2 en els controls i en els pacients.

TNFA1/TNFAl TNFA1/TNFA2 TNFA2/TNFA2
n % n % n %

1. Controls de parts a terme (n = 127) 95 74,8 30 23,6 2 1,6
2. Grup de pacients amb RPM 88 69,8 36 28,6 2 1,6
preterme o APP (n = 126)

2.1. Pacients amb RPM o APP 41 85,4 7 14,6 0 0

amb signes d’infeccio (n = 48)

2.2. Pacients amb RPM o APP 47 60,2 29 37,2 2 2,6

sense signes d’infeccio (n = 78)
3. Preeclampsia (n =27) 19 70.4 8 29,6 0 0

L’analisi comparativa entre el grup de pacients i el grup control de parts a terme no
va mostrar cap diferéncia significativa en les freqiiencies genotipiques del polimorfisme

—308 pb del TNF-a.

Dins del grup de pacients hi havia dos grups clarament diferenciables atenent la
preseéncia o abséncia de signes d’infeccié en el moment de I’ingrés o del part. Aquestes
dues poblacions es van analitzar separadament per estudiar quin era ’efecte del
polimorfisme en la ruptura prematura de membranes preterme o en ’amenaca de part

prematur en ambdues situacions.

En el grup de pacients que no van presentar signes d’infeccid, el 39,8% (n = 31/78)

eren portadores almenys d’un al-lel TNFA2, mentre que en el grup control només hi va
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haver un 25,2% de portadores (n = 32/127). L’analisi comparativa de la freqiliencia
genotipica (taula 4.20) entre el grup control i el grup de pacients sense signes d’infeccio,
va demostrar I’existéncia d’una associacio6 entre I’al-lel TNFA2 i la RPM preterme i I’APP
(x> = 4,14, P < 0,031). Les portadores almenys d’un al-lel TNFA2 tenen una Oportunitat
relativa de 2 (95% IC: 1,02 — 3,75) de patir RPM preterme o APP comparat amb les dones
homozigotes per a I’al-lel TNFAL. De les 31 pacients portadores de I’al-lel TNFA2, dues
eren homozigotes per al TNFA2. En el grup control es va observar la mateixa proporcio
d’homozigotes per a ’al'lel TNFA2 (n = 2/32) per la qual cosa no es va trobar cap
associacio entre I’homozigositat per al TNFA2 i la RPM preterme o I’APP.

D’altra banda, en el grup de pacients amb signes d’infeccié es va observar una
disminuci6 de la freqiiéncia de 1’al-lel TNFA?2 respecte del grup control, tot i que aquesta
diferéncia no va ser estadisticament significativa. Aixd no obstant, quan es van comparar
els tots dos grups de pacients, aquell amb signes d’infecci6 va presentar una disminuci6 en
la proporcié de portadores de 1’al-lel TNFA2 (14,6% versus 39,8%; P < 0,003) amb una
Oportunitat relativa de 3,8 (95% IC: 1,4 — 11.,4).

Aquests resultats posen de manifest que en presencia de signes d’infecci6 no es pot
detectar cap associacio entre 1’al-lel TNFA2 i un major risc de patir RPM preterme o APP,
cosa que ens va portar a pensar que aquest no era un grup adequat per analitzar la

contribucio6 del polimorfisme del TNF-a a la RPM preterme o a I’ APP.

Per tots aquests motius, i tal com ja hem comentat, les analisis posteriors de 1’estudi
es van fer comparant unicament els controls a terme amb el grup de pacients sense signes

d’infeccio.

Taula 4.21. Freqiiéncia genotipica del polimorfisme —308 pb del TNF-a en els diferents subgrups de
pacients i en els controls.

TNFA1/TNFA1 TNFA1/TNFA2 TNFA2/TNFA2

n % n % n %
1. Controls de parts a terme (n = 127) 95 74,8 30 23,6 2 1,6
2. RPM preterme (n = 22) 11 50 10 45,5 1 4,5
3. APP (n=56) 36 64,3 19 33,9 1 1,7
4. Preeclampsia (n = 27) 19 70,4 8 29,6 0 0
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L’analisi estratificada dels subgrups de pacients (taula 4.21) va mostrar que 20 de
les 56 pacients (35,7%) amb APP eren portadores de I’al-lel TNFA2, mentre que en el grup
d’RPM preterme el percentatge de portadores de 1’al-lel TNFA2 va ser del 50% (n =
11/22). L’analisi estadistica va mostrar que hi ha una associacio entre I’al-lel TNFA2 i la
RPM preterme (x> = 4,5, P < 0,02). Es va estimar que les portadores de I’al-lel TNFA2
tenien un risc tres vegades superior de patir RPM preterme que les dones homozigots per a
I’al-lel TNFA1 (OR = 3, 95% IC: 1,2 — 7,5). D’altra banda, tot i que la freqiliencia
d’homozigots per a I’al-lel TNFA2 va ser superior en el grup de RPM preterme (4,5%) en

comparacié amb el grup control (1,6%), no es va assolir una significacid estadistica.

D’altra banda, en el grup amb APP no es va trobar cap associacid6 amb I’al-lel
TNFA2. Segons aquests resultats es va dividir el grup d’APP atenent la resposta al
tractament inhibitori amb tocolitics que havien presentat les pacients. En el grup de dones
que no havien respost al tractament i que, per tant, havien presentat un part preterme no es
va trobar cap associacié amb 1’al-lel TNFA2. El grup de dones que havia respost als
tocolitics, diferint el part a terme, tampoc no va mostrar una associacid6 amb 1’al-lel

TNFA2.

L’analisi dels resultats obtinguts en el grup de pacients amb preeclampsia no va

mostrar cap associacio ni amb 1’al-lel TNFA1 ni amb el TNFA2.

4.3.3.2. Freqiiéncia al‘l¢lica del polimorfisme —308 pb del gen del TNF-a

Quan es van comparar les freqiiencies al-leliques del polimorfisme —308 pb del
TNF-a entre casos i controls, 1’al-lel rar TNFA2 es va trobar de forma més freqiient en el
grup de pacients que havien presentat RPM preterme o APP; malgrat aixd, aquesta
comparacio no va assolir una significacié estadistica. La freqiiéncia al-l¢lica del TNFA2 va
ser de 0,21 en el grup de pacients amb RPM preterme o APP, mentre que en el grup control
va ser de 0,14. En el grup de pacients amb preeclampsia les freqiiencies al-leliques van ser

iguals a la dels controls.

En I’analisi dels subgrups de pacients (taula 4.22) la freqiiéncia al-l¢lica del TNFA2
en el grup de dones amb RPM preterme (TNFA2: 0,27) va ser superior a la del grup

control (TNFA2: 0,14), la qual cosa indica una associacio estadisticament significativa
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(P <0,03, OR = 2,3, 95% IC: 1,12 — 4,7). En el grup de pacients amb APP la freqiiéncia
al-lelica del TNFA2 també va ser superior a la del grup control (TNFA2: 0,19 versus 0,14);

aquesta diferéncia, perod, no va ser estadisticament significativa.

Taula 4.22. Freqiiéncia al-lélica del polimorfisme —308 pb del TNF-« en els diferents subgrups de
pacients i en els controls.

TNFAl TNFA2
1. Controls de parts a terme (n = 127) 0,86 0,14
2. RPM preterme (n = 22) 0,73 0,27
3. APP (n=56) 0,81 0,19
4. Preeclampsia (n =27) 0,85 0,15
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4.3.4. En cas que hi hagi una associacio entre el polimorfisme i un major
risc de prematuritat, analitzar si aquesta associacio pot ser atribuida a
un desequilibri de lligament amb algun allel del Sistema Major

d’Histocompatibilitat de classe I o de classe IT

4.3.4.1. Analisi d’associacio dels al-lels TNFA1 i TNFA2 amb I’HLA de classe 1 i de

classe 11

L’analisi d’associacid entre el polimorfisme —308 pb del TNF-a i els al-lels de
I’HLA de classe 1 1 de classe II es va dur a terme en una part de la nostra poblacio d’estudi

corresponent a dones control amb parts a terme (n = 51) 1 a pacients amb RPM preterme i

APP (n = 43).

Taula 4.23. Freqiiéncia dels al-lels TNFAI i TNFA2 en individus tipats per a ’HLA-A (n = 94).

TNFA2- TNFA2+
HLA-A n % n % Peor OR* 95% IC*
Al 9 50 9 50 NS
A2 26 63,4 15 36,6 NS
A3 8 72,7 3 273 NS
A9 16 72,7 6 273 NS
A10 10 66,7 5 333 NS
All 9 69,2 4 30,8 NS
A28 8 100 0 0 NS
A29 6 353 11 64,7  P<0,02 4,9 1,6 - 14,9
A30 8 80 2 20 NS
A31 8 80 2 20 NS
A32 3 50 3 50 NS
A33 3 42,8 4 57,2 NS

Els al-lels A23 i A24 s’han assignat com a A9. Els al-lels A25, A26, A34 i A66 s’han assignat tots com a
A10. Els allels A68 i A69 s’han assignat com a A28. NS, no significatiu; OR* Oportunitat relativa; 95%
IC*, interval de confianga del 95%.
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Taula 4.24. Freqiiéncia dels al'lels TNFAI i TNFA2 en individus tipats per a ’HLA-B (n = 94).

TNFA2- TNFA2+
HLA-B n % n % P OR* 95% IC*
B5S 20 83,3 4 16,7 NS
B7 11 84,6 2 15,4 NS
B8 0 0 13 100 P<0.0001 86.5 (8.6-00)
B12 16 47 18 53 NS
B13 0 0 0 0 NS
B14 11 73,3 4 26,7 NS
B15 7 87,5 1 12,5 NS
B16 3 100 0 0 NS
B17 4 50 4 50 NS
B18 11 91,6 1 8,4 NS
B21 9 60 6 40 NS
B22 2 100 0 0 NS
B27 2 66,7 1 33,3 NS
B35 6 75 2 25 NS
B37 3 100 0 0 NS
B40 4 57,1 3 42,9 NS
B41 3 75 1 25 NS
B46 0 0 1 100 NS

Els al-lels B38 i B39 s’han assignat com a B16. Els al-lels B44 i B45 s’han assignat com a B12. Els al‘lels
B49 1 B50 s’han assignat com a B21. Els al-lels B51, B52 i B53 s’han assignat com a B5. Els al-lels B54 i
B55 s’han assignat com a B22. Els al-lels B57 i B58 s’han assignat com a B17. Els al-lels B60 i B61 s’han
assignat com a B40. Els al-lels B62 i B63 s’han assignat com a B15. NS, no significatiu; OR* Oportunitat
relativa; 95% IC*, interval de confianca del 95%.

Els resultats obtinguts en la poblaciéo d’estudi composta per dones amb parts a
terme 1 pacients que van presentar RPM preterme o APP demostren que hi ha una forta
associacio de 1’al-lel TNFA2 amb I’HLA B8 (test de Fisher: P, < 0,0001, taula 4.24).
Aquests resultats coincideixen amb els trobats en la poblacié general espanyola on també
es va detectar I’associacio entre el TNFA2 i I’al-lel B8 del HLA-B. Addicionalment es va
detectar una associacio entre el TNFA2 i ’HLA A29 (X2 =T7,1; Peorr < 0,02, taula 4.23) la
qual també s’intuia en la poblacido general espanyola, on va ratllar la significacio

estadistica.
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A diferéncia de la poblacio general, I’al-lel B21 no va presentar cap associacio amb
el TNFA2 en la poblacié d’estudi (taula 4.24). Tampoc no es va trobar cap associacid entre

I’al-lel B14 i el TNFAL.

No s’ha trobat cap associacio entre el TNFAZ2 i els al-lels de ’'HLA de classe II, tot

1 que I’associaci6 amb el DRB1*03 va ser propera a la significacid estadistica (Peorr <

0,08, taula 4.25).

Taula 4.25. Freqiiéncia dels al'lels TNFAI i TNFA2 en individus tipats per a ’HLA-DRBI (n = 94).

TNFA2- TNFA2+
HLA-DRBI1 n % n % Peowr OR* 95% IC*
DRB1*01 19 86,4 3 13,6 NS
DRB1*02 18 81,8 4 18,2 NS
DRB1*03 10 45,4 12 54,6 NS
DRB1*04 13 54,2 11 45,8 NS
DRB1%05 12 63,2 7 36,8 NS
DRB1%06 16 84,2 3 15,8 NS
DRB1*07 14 51,8 13 48,2 NS
DRB1*%08 5 100 0 0 NS
DRB1*09 2 100 0 0 NS
DRB1*10 4 66,7 2 33,3 NS

Els al'lels DRB1*11 i DRB1*12 s’han assignat com a DRB1*05. Els al-lels DRB1¥13 i DRB1*14 s’han
assignat com a DRB1*06. Els al-lels DRB1*15 i DRB1*16 s’han assignat com a DRB1*02. NS, no
significatiu; OR* Oportunitat relativa; 95% IC*, interval de confianga del 95%.

L’analisi dels haplotips va mostrar que 1’al-lel TNFA2, igual que en la poblacid
general espanyola, esta associat amb 1’haplotip HLA A1, B8, DRB1*03, (P < 0,003) amb
una OR de 26 (95% IC: 1,99 — ). L’al-lel TNFA2 també va presentar una associacidé amb
els haplotips HLA B8, DRB1*07 (P < 0,01, OR = 20,5, 95% IC: 1,4 — ), HLA A29, B21
(P<0,01,O0R=19,7,95% IC: 1,4 —0) i amb I’HLA A29, B12 (P < 0,007, OR = 6,6, 95%
IC: 1,4 —40,7).
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4.3.4.2. Analisi d’associaci0 de ’HLA amb la ruptura prematura de membranes

preterme

Amb la finalitat de testar la possibilitat que I’increment trobat en la susceptibilitat a
patir RPM preterme en les portadores de 1’al-lel TNFA2 pogués ser atribuit a una
associacido amb algun al-lel de ’'HLA, es van comparar les freqiiencies dels al-lels de
I’HLA que estaven en desequilibri de lligament amb 1’al-lel TNF2 entre controls i pacients

amb RPM preterme.

Tal com s’indica a la taula segiient, els resultats van mostrar que els al-lels Al i B8
estaven associats amb una major susceptibilitat a patir RPM preterme. A més a més, quan
es va analitzar 1’associacié dels haplotips amb aquesta patologia es va observar una forta
associaci6 amb I’HLA Al, B8, DRB1*03. Aquests resultats posen de manifest que
I’associaci6 entre 1’al-lel TNFA2 i la RPM preterme pot ser deguda a un desequilibri de
lligament d’aquest al-lel amb I"haplotip HLA A1, B8, DRB1*03.

Taula 4.26. Freqiiéncies dels al-lels i haplotips de I’HLA associats amb ’al-lel TNFA2.

CONTROLS RPM
n % n % P OR*  95% IC*
HLA-A1 6 11,8 7 41,2 P<0,01 5 1,1-23
HLA-A29 11 21,6 1 5,8 NS
HLA-BS8 5 9,8 6 35,3 P <0,02 5 1,03-24,4
HLA-B12 18 35,3 5 29,4 NS
HLA-B21 7 13,7 2 11,8 NS
HLA- DRB1*03 12 23,5 6 35,3 NS
HLA- DRB1*07 13 25,5 5 29,4 NS
HLA A29-B12 7 13,7 1 5,8 NS
HLA A29-B21 5 9,8 0 0 NS
HLA B8-DRB1*07 2 4 1 5,8 NS
HLA A1-B8-DRB1*03 1 2 4 23,5 P<0,01 15 1,3-757

OR* Oportunitat relativa; 95% IC*, interval de confianga del 95%.
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Una qiiesti6 que ha despertat molt interés en els darrers anys €s el coneixement de
la influéncia de les citocines en la interrelacié maternofetal des de la implantaci6 del zigot
fins al moment del part. Actualment és ben conegut que determinades citocines tenen, per
exemple, una funci6 reguladora del creixement i la diferenciacié del trofoblast en la unitat
maternofetal, a més a més de les funcions immunologiques classicament atribuides a
cadascuna. La preséncia de TNF-a s’ha descrit en placenta, liquid ammniotic i cél-lules
deciduals. Les dades de nombrosos estudis suggereixen que el TNF-a inhibeix la
proliferaci6 de les cel-lules amniotiques, estimula la producci6 de prostaglandines, indueix
apoptosi 1 estimula la produccié d’enzims que degraden la matriu extracel-lular.
Tanmateix, la preséncia de TNF-a a la unitat maternofetal €s, en certa manera, sorprenent
ja que el TNF-a produeix efectes que poden ser considerats perjudicials per al fetus. En
aquest sentit, el TNF-a s’ha relacionat amb el part preterme i ’avortament en estudis amb
animals. En humans, altes concentracions de TNF-a en liquid amnidtic s’han associat amb

infeccions i1 desencadenament del part preterme.

El TNF-a exerceix les seves funcions a través de la interaccid6 amb dos receptors
(TNFR-p55 1 TNFR-p75) que es troben en les cel-lules diana. Cadascun d’aquests
receptors existeix, a més a més, com a molecules solubles que s’originen pel clivatge dels
receptors de membrana. Els receptors solubles s’uneixen al TNF-o. competint amb els de
membrana per la qual cosa poden funcionar com a inhibidors del TNF-a. Les
concentracions plasmatiques d’ambdos receptors solubles son normalment baixes, pero

s’ha demostrat que poden incrementar en diferents patologies.

Els nostres resultats mostren que en el grup de dones amb parts a terme controls, les
concentracions plasmatiques dels receptors solubles p55 1 p75 estan significativament
augmentades en comparacié amb el grup control de dones no embarassades. Aquests
resultats coincideixen amb les dades publicades per R. Autsgulen i col-laboradors (1993).
Els mateixos autors ja havien demostrat en un estudi anterior (1992b) que la concentracio
de receptors solubles en orina de dones embarassades €s superior a la dels controls de
dones no embarassades ja des de la setmana 21 de gestaci6. La preséncia de receptors
solubles en 1I’embaras normal no esta restringida a I’organisme matern exclusivament, ja
que en sang de cordd es detecten, igualment, concentracions elevades de receptors

solubles. El conjunt d’aquests resultats, juntament amb el fet que en liquid amniotic de
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parts normals també s’evidencia la preséncia de receptors solubles, suggereix que el
sistema TNF-TNFR té un paper en el desenvolupament fetal i en el desencadenament del
part. A més a més aixoO estaria recolzat per diferents estudis en els quals s’ha descrit la
presencia de TNF-a i de receptors solubles en liquid amniotic ja des de I’inici de la

gestacio (Autsgulen R i col'l., 1992).

Els nostres resultats juntament amb el conjunt de dades publicades per altres autors
portarien a la conclusid que 1I’embaras normal en humans esta associat amb una major
alliberacio6 dels receptors solubles del TNF-a. Per tant, ’embaras és fins al moment 1’inic
estat fisiologic conegut que esta associat amb un increment de les concentracions

plasmatiques dels receptors solubles del TNF-a.

De les dades obtingudes que demostren la preseéncia de receptors solubles en els
diferents compartiments analitzats no es pot, pero, extreure cap conclusio referent a si els
receptors solubles son clivats a partir de 1’organisme matern, del fetus o de la placenta, ja
que els receptors podrien passar dels teixits placentaris a la circulacié sanguinia materna o
a la del fetus. Basant-se amb el fet que les concentracions de receptors solubles son majors
en liquid amnidtic que en sang periférica materna o en sang de cordd, alguns autors han
suggerit que la principal font d’aquests receptors esta en la cavitat amniotica (Autsgulen R i
col'l,, 1993; Maymon i col-l, 1999). Diferents estudis recolzen aquesta hipotesi ja que han
demostrat que la placenta, la decidua aixi com 1’amni i el cori expressen els receptors
TNFR-p55 1 p75 (Autsgulen R i col-l, 1992; Steinborn A i col-l, 1998b). No obstant aixo, els
resultats del nostre treball no corroborarien aquesta teoria ja que no s’ha trobat cap
correlacidé entre les concentracions dels receptors solubles de compartiments diferents.
Aquesta manca de correlacid6 quan es comparen compartiments diferents, també la va
observar R. Autsgulen i col-laboradors (1993). Existeixen, a més a més, altres estudis que
també qliestionarien aquesta teoria. Aixi, en un treball publicat per A. Abbas i
col-laboradors (1993) es descriu la preséncia de TNF-o en els fetus a partir de la setmana
21 de gestacid. Posteriorment JN. Jarvis i col-laboradors (1995) van demostrar la preséncia
d’mRNA de TNF-a i d’IL-1pB en mostres de sang de mares i de fetus obtingudes per
cordocentesi. Els nivells d’'mRNA d’aquestes citocines en els fetus eren superiors als
detectats en sang materna per la qual cosa van concloure que les citocines presents en sang
fetal s’originen en el mateix fetus. La qliestio sobre 1’origen dels receptors solubles que es

troben en circulacid periférica materna i en sang de cordd quedava, per tant, poc aclarida.
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Per aquest motiu es va procedir a determinar 1’expressié d’aquests receptors en cel-lules de
sang periférica materna i en sang de cordo. L’analisi de I’expressid dels receptors de
citocines en sang de cordd també és important per establir quins receptors i en quina

proporcio s’expressen en els limfocits de sang de cordé normal.

Tant els resultats obtinguts de la citometria de flux com els del Northern blot van
indicar que les cel-lules de sang periferica materna i de sang de cordd expressen
constitutivament ambdods receptors i que, per tant, els receptors solubles plasmatics podrien
originar-se pel clivatge dels receptors de membrana que es troben en aquestes cél-lules. En
les cél-lules de sang de cordo, pero, 1’expressié de I’'mRNA dels receptors TNFR-p55 i p75
va ser en tots els casos inferior a la de les mares. Altres autors també han descrit resultats
similars per a diferents citocines com el GM-CSF, G-CSF, INF-y, IL-6, TNF-a, etc (Cairo i
col-l,, 1992; Weatherstone K i col'l., 1989). La menor expressio d’'mRNA d’aquestes citocines en
nounats podria ser secundaria a un descens de [’activitat transcripcional dels gens
corresponents o bé a alteracions posttranscripcionals. SM. Lee i col-laboradors (1993) van
demostrar que el grau d’activaci6 de la transcripcio dels gens GM-CSF, G-CSF, IL-3 i M-
CSF és igual en cel-lules de sang de cordd i d’adult després d’una estimulacio. Aquests
resultats indicaven que els leucocits de sang de cordd, durant els estats de major demanda
(estimulacio), transcriuen aquest gens amb els mateixos nivells que els adults. Aquestes
dades també suggereixen que la menor expressi6 d’mRNA en leucocits de cordo activats
respecte als adults no és deguda a defectes en la regulacié de la transcripcid sind que
podria ser una conseqiiéncia d’alteracions posttranscripcionals com una desregulacié de
I’estabilitat de I’ mRNA. En aquest sentit s’ha descrit una disminuci6 en la vida mitjana de
I’'mRNA del GM-CSF en c¢l-lules de cordd activades en comparacié amb les d’adult (Cairo
Mi coll, 1991). Es conegut que les seqiiéncies riques en residus AU situades a la regi6 3’ no
traduida dels mRNA de nombroses citocines i1 protooncogens son seqiiéncies de
reconeixement de diferents proteines que actuen determinant 1’estabilitat dels mRNA que
la contenen. Els mRNA dels receptors TNFR-p55 i p75 no contenen aquestes seqiiéncies
AU, aix0 no obstant, en el cas del receptor p55 s’ha descrit que una regio de 18 nucleotids
en la regio codificant del gen és la responsable del control de 1’estabilitat de 'mRNA
(Winzen R i col-l, 1996). Els mateixos autors també determinen que la disminucié de
I’estabilitat de I'mRNA per al TNFR-p55 €s un important mecanisme de regulacié de
’expressio d’aquest gen. Es possible que alteracions en 1’expressié i/o en I’activitat

biologica d’alguna de les proteines que regulen 1’estabilitat dels mRNA en les cel-lules de
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cordo6 pugui ser el mecanisme responsable de la disminuci6o dels mRNA que codifiquen per

als receptors TNFR-p55 1 p75.

Dr’altra banda, es va observar que els receptors de membrana tenen, en la gestacio,
un comportament invers als receptors solubles. Es a dir, en el part normal tant les cél-lules
limfocitaries maternes com les de sang de cordd van presentar un menor percentatge
d’expressi6é d’ambdos receptors respecte al que van presentar les dones no embarassades.
H. Zola 1 collaboradors (1995) en un estudi on analitzen 1’expressio dels receptors de
diferents citocines (IL-4R, IL-2R, IL-6R, IL-7R, TNFR 1 el receptor de I’'INF-y), tamb¢
observen una menor expressio d’aquests en cél-lules limfocitaries de cordd en comparacio
amb els limfocits de sang periferica d’adults. En canvi, els mateixos autors comproven que
no hi ha diferéncies en el patrd d’expressid dels receptors de citocines entre els mondcits
de cordo6 i d’adult. En el nostre estudi també es va analitzar 1’expressio dels receptors
TNFR-p55 1 p75 en mondcits de sang materna i de sang de cordd (dades no presentades en
aquest treball). Tot 1 que no es poden extreure conclusions pel baix nombre de mostres que
es van poder analitzar, a causa de la limitacid en la seva quantitat, els resultats que vam
obtenir concordaven amb els publicats per H. Zola i col-laboradors. Per a aquests autors,
I’expressid selectiva en determinats tipus cel-lulars de cordd de nivells de receptors
comparables amb els dels adults, mentre que d’altres presenten una expressié més reduida,
suggereix que la regulacié dels receptors de les citocines és molt complexa i que els
diferents tipus cel-lulars regulen els seus receptors de forma diferent atenent,
probablement, als requeriments funcionals de la maduracié del sistema immunologic. En
altres estudis s’ha suggerit que en molts casos la menor expressio de citocines i dels seus
receptors en cel-lules limfocitaries de cord6 pot reflectir la manca d’exposicid antigénica
prévia més que no pas una immaduresa (de les cél-lules fetals) en el desenvolupament, ja
que s’ha observat que les cel-lules T d’adult antigénicament naive sén similars a les
cel-lules T neonatals en la seva menor capacitat per produir citocines en comparacié amb

les cel-lules T efectores d’adult.

Tal com ja s’ha comentat, en el nostre estudi s’ha determinat 1’expressio dels
receptors de membrana del TNF-a en mostres de sang d’adults control, mostres de sang de
mares 1 mostres de sang de cord6. L’analisi conjun d’aquests tres grups de poblaci6 ens ha
permes observar que en sang periférica materna I’expressio dels receptors de membrana ¢és,

igual que en sang de cordd, menor que en limfocits periférics de dones no embarassades.
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El paral-lelisme entre els resultats en sang materna i en sang de cordd, quant a 1’expressio
dels receptors TNFR-p55 1 p75, ens porta a pensar que la menor expressio dels receptors en
les cel-lules limfocitaries de cordd, atribuida a priori a una immaduresa seva, pugui ser,
almenys en part, en realitat la conseqiiéncia d’altres mecanismes de regulacio

immunologica que es donen durant la gestacié en la unitat maternofetal.

En resum, el conjunt de resultats indiquen que 1I’embaras normal esta associat amb
un major clivatge dels receptors de membrana que comporta un increment de la quantitat
de receptors solubles en circulacid i en el liquid amniotic. Tal com s’ha comentat
anteriorment, petites quantitats de TNF-o en I’espai maternofetal poden ser necessaries pel
correcte desenvolupament fetal i per al desencadenament normal del part; un excés, pero,
pot causar efectes nocius per al fetus. Sembla, per tant, que durant I’embaras ’activitat del
TNF-a esta molt regulada amb un increment dels receptors solubles cosa que conferiria
una major capacitat de tamponar un excés en la produccié d’aquesta citocina 1 mantindria
la seva acci6 localitzada. Un altre punt de regulacié es basaria en la disminuci6 dels
receptors de membrana de les cél-lules limfocitaries de forma que aquestes serien menys

sensibles a ’accio del TNF-a.

Sén nombrosos els estudis publicats que demostren que en preséncia d’infeccio de
la cavitat amniotica o de part preterme (independentment de si cursa amb infeccid o sense)
es produeix un increment de les concentracions de TNF-a en liquid amniotic. D’altra
banda, la informacidé disponible sobre les concentracions dels receptors solubles sTNFR-
p55 1 p75 és escassa. Cal destacar 1’estudi publicat per E. Maymon i col-laboradors (1999)
on es descriu un increment de les concentracions d’ambdos receptors solubles en liquid
amniotic de parts preterme. L’augment de les concentracions dels receptors solubles era
superior en els casos que anaven acompanyats d’infeccié de la cavitat amniodtica. Els
nostres resultats concorden amb els presentats per aquests autors ja que en preséncia de
signes d’infeccio, i especialment en els casos de corioamnionitis, les concentracions dels
receptors solubles s’incrementen en liquid amniotic. Igualment, en el nostre estudi, els cinc
casos de parts preterme analitzats, cap dels quals no va presentar signes d’infeccio, també

van mostrar nivells de receptors solubles augmentats en liquid amniotic.

Quins so6n, doncs, els mecanismes responsables d’aquest increment en la
concentracio dels receptors solubles del TNF-a? La regulacié de les concentracions dels

receptors solubles no es coneix bé. S’ha descrit que 1’administracié d’endotoxines o de
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TNF-a indueix el clivatge dels receptors de membrana (Girardin E i col-l., 1992). En els parts
amb signes d’infeccid és probable, per tant, que els productes microbians i les citocines
alliberades durant la resposta inflamatoria puguin ser els responsables de 1’augment de les
concentracions dels receptors solubles. S’ha suggerit que en alguns casos el part preterme
que no presenta signes d’infeccio pot reflectir una alteracié en la regulacid de la resposta
immunologica materna a un determinat estimul bacteria. Aquest estimul pot ser
relativament innocu en un hoste normal; aixo no obstant quan hi ha una regulacié aberrant
o inadequada del procés inflamatori, es produeix un excés de citocines proinflamatories,
mentre que les citocines antiinflamatories, o bé no es produeixen o bé estan superades pel
component proinflamatori. En aquest cas, I’agent bacteria pot no ser descobert o detectat
en liquid amniotic o en la flora vaginal. Alguns autors han donat al part preterme que pot
ser causat per una infeccid intrauterina no diagnosticada el terme de sindrome de la
resposta inflamatoria intrauterina (Dudley DJ, 1999). L’augment de les concentracions dels
receptors solubles en liquid amnidtic que hem detectat en els casos de parts preterme
podrien també ser degudes a una activacid del clivatge dels receptors de membrana

causada per la major producci6 de citocines proinflamatories i, en concret, de TNF-c.

Una dada addicional que cal destacar ¢s que el grup de nounats amb risc d’infeccio,
malgrat que no van desenvolupar se€psia, també van presentar una major concentracio de
receptors solubles en plasma respecte als nounats control. L’augment de les concentracions
dels receptors solubles en aquesta poblacié de risc podria ser un indicador de 1’existéncia
d’una resposta inflamatoria sistémica en el fetus durant el periode perinatal. En general, es
considera que la resposta inflamatoria té un paper protector com es demostra pel fet que no
tots els fetus o nounats afectats per un procés inflamatori sistémic desenvoluparan un dany
persitent. En canvi, una resposta inflamatoria molt important comportaria un major risc pel
fetus de desenvolupar les diverses caracteristiques biologiques de la seépsia i també
condicionar lesions tissulars permanents en diferents organs (lesions cerebrals de la
substancia blanca, displasia broncopulmonar i leucomalacia periventricular, entre altres).
Per tant, és necessari investigar els mecanismes involucrats en la proteccio del fetus

enfront dels efectes potencialment deleteris d’una resposta inflamatoria incontrolada.

Durant el curs del part patologic (part amb signes d’infeccid o part preterme)
I’increment en la concentracid de citocines proinflamatories com el TNF-a podria servir

com un senyal per desencadenar el part quan I’ambient intrauteri és nociu (per exemple en
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els casos d’infeccid o altres processos inflamatoris d’origen no infeccios). Tanmateix,
aquesta fita s’ha de dur a terme sense produir un dany permanent als teixits o al mateix
fetus. En aquest sentit, el clivatge dels receptors solubles pot ser un mitja per aconseguir
aquest objectiu tamponant ’excés de TNF-a. D’aquesta manera hi hauria la quantitat
suficient de TNF-o lliure que permetria induir el desencadenament del part, perd seria

insuficient per causar dany als teixits.

El segon objectiu d’aquest treball ha estat determinar les concentracions
plasmatiques de TNF-a en nounats amb sepsia neonatal preco¢ i en nounats controls
durant les primeres 24 hores de vida per tal d’analitzar la implicacié d’aquesta citocina en
la fisiopatogénia de la sépsia neonatal i la seva contribucié al diagnostic d’aquesta
patologia. La sépsia neonatal preco¢ encara és avui dia un problema important per als
neonatolegs a causa de la seva alta morbiditat i mortalitat. En la sépsia neonatal la
mortalitat és elevada i tant el seu diagnostic precog¢ com el seu tractament son critics per tal
de millorar-ne 1’evolucio clinica. Tanmateix, els simptomes clinics inicials sovint son

subtils 1 poc especifics, la qual cosa en retarda el diagnostic apropiat.

Els tests que habitualment s’utilitzen per establir un diagnostic de sépsia en nounats
amb risc d’infecci6 sén el recompte leucocitari amb féormula diferencial i els nivells
plasmatics de proteines de fase aguda com la PCR, la fibronectina, I’haptoglobina, etc.
Malauradament, les variacions d’aquests marcadors no acostumen a observar-se abans de
12 o0 24 hores després de I’inici de la infeccidé neonatal i, per tant, la seva utilitat en el
diagnostic preco¢ ¢és limitada (Mathers NJ and Pohlandt F, 1987). A més a més, aquests
marcadors han mostrat una baixa sensibilitat 1 especificitat, la qual cosa posa de manifest la

necessitat de trobar marcadors especifics i1 precogos per al diagnostic de la s€psia neonatal.

L’activacio de monocits i macrofags és un dels primers events en la resposta
inflamatoria contra la infeccid. Les citocines produides per aquestes cel-lules son les
responsables de la cadena d’esdeveniments que donen lloc al xoc séptic. El TNF-a és una
de les citocines millor conegudes implicades en I’endotoxémia humana i experimental
(Tracey KJ i col'l., 1989; Matchinson JC i col-l., 1988; Michie HR i col‘l., 1988; Calandra T i col‘l., 1990).
Tot aix0 fa que aquesta citocina sigui un bon candidat per ser un marcador de la infeccio

neonatal.
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Aquest 1 altres estudis han demostrat que hi ha un increment de les concentracions
plasmatiques de TNF-o en nounats amb se€psia (Roman J i coll., 1993; Harris MC i col-l., 1994;
Bont ESIM i coll., 1994; Silveira RC and Procianoy RS, 1999; Ozdemir A i col'l., 1994). A fi d’establir
un llindar de normalitat de les concentracions plasmatiques de TNF-a es va calcular la
sensibilitat, I’especificitat, el valor predictiu positiu i el valor predictiu negatiu per a
diferents punts de tall, utilitzant per a aquests calculs els valors dels controls i dels nounats
amb sepsia i xoc septic. El valor optim del punt de tall de la concentracio6 és aquell que ens
permet detectar la majoria de veritables positius amb un baix nombre de resultats positius
falsos. Alguns autors han proposat valors de punt de tall per al TNF-a que van de 12 a 70
pg/ml (Bont ESIM i col'l., 1994; Silveira RC and Procianoy RS, 1999; Ng PC i col'l., 1997). En la nostra
opini6 les variacions en els valors del punt de tall son principalment degudes als diferents
metodes que s han utilitzat en la determinaci6 de les concentracions de TNF-a.. Utilitzant
un metode immunoradiométric, nosaltres hem trobat el valor de punt de tall per al TNF-a
de 30 pg/ml com un bon indicador d’infeccié amb una sensibilitat i1 especificitat del 66% i
del 96%, respectivament. Aix0 no obstant, considerant la important mortalitat associada
amb la infeccié neonatal un bon marcador diagnostic hauria de tenir una sensibilitat i un
valor predictiu negatiu més alts, amb la finalitat d’assegurar la deteccié de tots els nadons

infectats, cosa que no era optima utilitzant la determinacio6 sola de TNF-a..

L’administraci6é d’endotoxina en voluntaris humans o en animals d’experimentacid
indueix un increment de les concentracions de TNF-a en sérum després de 2-3 hores 1
disminueix rapidament als nivells basals. Addicionalment, el TNF-o es degrada
rapidament amb una vida mitjana estimada aproximadament de 6 minuts (Beutler B i col-l.,
1985b). La dificultat per detectar el TNF-a pot explicar la baixa sensibilitat que hem trobat
en el nostre estudi i també altres autors (Bont ESIM i col-l., 1994; Silveira RC and Procianoy RS,

1999; Ng PC i col'l., 1997).

Nosaltres vam hipotetitzar que la determinacié simultania dels receptors solubles i
del TNF-a podria obviar aquest problema; en primer lloc perqué els receptors solubles
s’incrementen en les primeres fases de la infeccid neonatal i, en segon lloc, perque
I’augment de les concentracions de receptors solubles persisteix durant més temps en
plasma. A més a més, la determinaci6 de les concentracions de receptors solubles podria
tenir interés ja que la relacido entre el TNF-a 1 els seus receptors solubles pot tenir

conseqiiencies cliniques. De fet, quan es van combinar els valors del TNF-a i els dels
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receptors STNFR-p55 o sTNFR-p75, la sensibilitat i el valor predictiu negatiu van ser del
100%. Aquests valors asseguren que tots els nens veritablement infectats poden ser
diagnosticats correctament i al mateix temps permet als clinics tenir la seguretat que el
tractament amb antibiotics en un nounat amb un resultat del test negatiu és innecessari.
D’altra banda en aquest mateix test es va assolir una especificitat del 82%. Partint d’una
maxima sensibilitat es pot acceptar una menor especificitat ja que els nounats amb un
resultat del test positiu fals no moriran de sepsia. Quin és, doncs, el minim valor
d’especificitat acceptable? Si bé no hi ha un consens, es pot assumir que un test amb una
especificitat < 50% sera poc util, ja que més del 50% dels nounats no infectats serien
tractats innecessariament amb antibiotics. Per tant, el valor optim del punt de tall per a un
marcador d’infeccid6 en nounats és el que manté la maxima sensibilitat amb una

especificitat, com a minim, de més del 50%.

D’altra banda, en el nostre estudi s’ha detectat un increment significatiu de les
concentracions plasmatiques d’ambdos receptors solubles en pacients amb sepsia, en
comparacié amb el grup control de nadons sense infeccid. Aquests resultats indiquen que
els receptors solubles tenen una funcid protectora, ja que atenuen els efectes nocius de
I’excessiva activitat del TNF-o durant la seépsia. Tanmateix, quan es van analitzar les
concentracions dels receptors solubles en termes d’excés molar, es va detectar un marcat
descens en els pacients amb xoc se€ptic en comparacié amb els controls o amb els pacients
amb sepsia. El descens de I’excés molar en nounats amb xoc septic pot ser un indicador del
fracas dels mecanismes que controlen la resposta inflamatoria induida pel TNF-a, la qual
cosa dona lloc a un xoc refractari. En altres paraules, la major alliberacié de sTNFR
sembla ser inadequada per neutralitzar la citotoxicitat deguda a 1’excessiva produccio de
TNF-a durant el xoc séptic. Aquesta idea estaria d’acord amb les dades publicades per Van
Zee i col-laboradors (1992), els quals demostren la necessitat d’un excés molar superior a
300 vegades el receptor soluble sSTNFR-p55 per inhibir el 80% de la citotoxicitat causada
per una dosi d’1,5 ng/ml de TNF-a.

La correlacié que hem trobat entre el TNF-a i els seus receptors solubles recolzaria
I’existéncia d’un mecanisme de control del clivatge i/o de la sintesi dels receptors del TNF-
o per tal d’assegurar, probablement, el tamponament apropiat del TNF-a. Girardin 1
col-laboradors (1992) van descriure 1’existéncia de dos tipus de correlacions entre el TNF-

a 1 els seus receptors solubles en pacients amb meningococcemia. Igual que nosaltres,
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aquests autors van observar una correlaci6 lineal entre concentracions baixes de TNF-a i
les concentracions sériques dels receptors solubles. No obstant aix0, quan les
concentracions de TNF-a excedeixen un valor de 500 pg/ml, les concentracions d’ambdos
receptors solubles no incrementen proporcionalment en la fase inicial de la malaltia, 1 els
autors suggereixen que el desequilibri resultant pot ser de gran importancia en la
fisiopatologia del xoc. Efectivament, en la nostra poblacio d’estudi, tots els nadons amb
concentracions plasmatiques de TNF-a inferiors a 100 pg/ml van sobreviure, mentre que
concentracions plasmatiques superiors a 100 pg/ml en les primeres 24 hores de vida van

correlacionar amb un mal pronostic, sent la mortalitat del 50%.

En poblacié adulta s’ha investigat extensament en la cerca de marcadors ttils per a
la monitoritzacié de I’evoluci6 clinica en la sepsia (Van der Poll T i col'l, 1993; Calvano SE i
col-l, 1996). En un estudi fet per Ertel i col-laboradors (1994) es va demostrar que les
concentracions plasmatiques elevades de forma persistent dels receptors solubles STNFR-
p55 1 p75 es correlacionaven amb un pitjor pronostic en pacients amb s€psia. En el nostre
estudi, s’han mesurat per primera vegada les concentracions seriades dels receptors
solubles del TNF-a en plasma de nounats. Tal com ja s’ha comentat, els resultats mostren
que les concentracions plasmatiques dels receptors solubles estan significativament
augmentades en nounats amb sepsia i xoc septic respecte dels controls en les primeres 24
hores de vida. L’avaluaci6 longitudinal en un grup de pacients amb sépsia ha mostrat que
la progressiva normalitzacié de les concentracions dels receptors solubles, principalment
del receptor sTNFR-p75, es correlaciona amb un curs clinic favorable dels pacients.
Tanmateix, a causa de I’escas nombre de casos analitzats, principalment per la limitaci6 en
la quantitat de sang que es pot obtenir dels neonats, seria necessaria la inclusié de més
pacients per obtenir conclusions definitives al voltant d’aquests resultats. A més a més, la
incorporacié de les determinacions seriades de les concentracions de TNF-o permetria
tenir un millor coneixement de la cinética del TNF-a 1 dels receptors solubles plasmatics

en nounats amb sepsia.

En conclusi6 els inhibidors naturals del TNF-a poden tenir una funcié important
com a moduladors de I’activitat biologica del TNF-a. A partir dels nostres resultats
s’observa que quan les concentracions plasmatiques de TNF-a excedeixen un determinat
llindar (100 pg/ml), es perd la linealitat entre les concentracions de TNF-a. i les dels seus
receptors solubles. La progressi6 cap al xoc refractari és, almenys en part, una
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conseqiieéncia resultant del desequilibri entre el lligand i els seus inhibidors. Les dades que
hem obtingut indiquen ’existéncia d’una implicaci6é precog del sistema TNF/sTNFR en la
infeccid neonatal, la qual cosa afavoreix la hipdtesi que els receptors solubles
recombinants del TNF-a o els anticossos anti-TNF-a poden ser utils en el tractament de la
sépsia neonatal. Tanmateix, els assaigs clinics en adults amb sépsia han donat resultats
contradictoris. Mentre que el tractament amb el receptor soluble STNFR-p55 ha mostrat ser
protector (Abraham E i col-l, 1997), el tractament amb el receptor soluble STNFR-p75 1 amb
els anticossos monoclonals anti-TNF-a incrementen la mortalitat (Fisher CJ i col-l., 1996;
Abraham E i col'l,, 1995). Aquesta major mortalitat associada a la terapia amb anticossos
monoclonals anti-TNF-a s ha atribuit al bloqueig total de ’activitat del TNF-a., cosa que
interferiria amb els efectes protectors que proporcionen baixes concentracions de TNF-a
durant una infecci6. També s’ha observat un increment en la mortalitat i en la
simptomatologia de la resposta sistémica inflamatoria després del tractament amb sTNFR-
p75. Aquest fenomen s’ha atribuit a les propietats cinetiques del complex TNF-o/sTNFR-
p75, el qual permetria la generacié d’un reservori de TNF-a que prolongaria 1’activitat
biologica d’aquesta citocina, i d’aquesta manera se’n potenciarien els efectes deleteris.
D’altra banda, els guanys obtinguts utilitzant inhibidors del TNF-o en malalties com ara
I’artritis reumatoide o la malaltia de Crohn encoratgen a considerar aquest plantejament

terapéutic en el tractament de la sépsia neonatal.

Malgrat els progressius avengos técnics dels darrers anys, el percentatge de parts
prematurs, associats o0 no a RPM, no ha disminuit de forma significativa. Existeixen
nombroses evidéncies que ens permeten postular 1’existéncia d’una predisposicid genética
per al part prematur. En primer lloc, un dels principals factors de risc per al part preterme
¢s haver tingut un part anterior prematur. A més, el risc s’incrementa si el nombre de parts
preterme anteriors son dos o més. En segon lloc, esta ben descrit que hi ha diferéncies
racials associades a un major risc de part prematur, per exemple, les dones de raca negra
tenen el doble de risc de tenir parts prematurs en comparaci6 amb dones de raga blanca
(Wang X i col'l, 1995). Finalment, hi ha diferents malalties genétiques, com la distrofia
miotonica o la malaltia de d’Ehlers-Danlos que estan freqiientment associades a parts

preterme.

Actualment, les técniques moleculars de qué disposem ens donen 1’oportunitat

d’investigar gens candidats que podrien ser responsables del part prematur. Amb tot, hi ha
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pocs estudis publicats que analitzin les influéncies genétiques responsables d’aquesta
patologia. En aquest sentit, I’ultim dels objectius del treball que presentem pretén analitzar
I’associaci6 amb el part preterme d’una variant polimorfica del gen candidat TNF-a.. La
finalitat, per tant, és obtenir marcadors genetics que ens permetin definir grups de risc pel
que fa al desenvolumentar de parts preterme o RPM preterme. Aquests coneixements ens
permetrien identificar els pacients amb risc i alhora ens poden ajudar a desenvolupar

programes de prevenci6 i millors régims terapeutics.

El gen del TNF—a mapa a la regié de classe III del MHC, aproximadament a 250
kb centromeric del locus HLA-B i 850 kb telomeric de I’'HLA-DR. A partir dels efectes
biologics anteriorment comentats d’aquesta citocina i la seva localitzacid genica, s’ha
especulat que els polimorfismes situats en aquest locus podrien contribuir a les
associacions conegudes de I'MHC amb malalties autoimmunes o infeccioses,
particularment aquelles en les quals el TNF—a estda implicat en la iniciacié o el
manteniment de la resposta inflamatoria com ara [’artritis reumatoide o en els casos on
I’increment plasmatic del TNF-a es relaciona amb un pitjor prondstic, com per exemple la
malaria. Tot aix0 esta recolzat per les diferents associacions descrites d’haplotips
especifics de ’'MHC amb diferents fenotips del TNF-a: individus amb els haplotips
DRB1*03 i DRBI1*04 produeixen alts nivells de TNF-a, mentre que els haplotips
DRB1*02 estan associats a una baixa produccid, la qual cosa suggereix I’existéncia

d’algun polimorfisme funcional en les regions reguladores del gen del TNF-a..

Dr’altra banda, existeixen diferents trets que dificulten la determinaci6é de si una
variant d’DNA concreta de ’MHC és directament la responsable de I’associacié amb una
malaltia. Per exemple, aquesta és la regié més polimorfica del genoma i conté diversos
gens que codifiquen per a proteines que participen en la resposta immunologica i
inflamatoria. Una altra caracteristica important és el fort desequilibri de lligament que hi ha
entre els allels de 'MHC. Per tant, els fenotips del TNF-a poden no ser deguts a
polimorfismes en el mateix gen del TNF-a, sind a variacions en un gen lligat que reguli
I’expressio d’aquesta citocina per les associacions que hi ha amb els haplotips del MHC.
En conseqiiencia, és important demostrar un efecte funcional directe per a cada
polimorfisme, ja que 1’associacid6 amb una malaltia pot ser completament causada per un
desequilibri de lligament amb el veritable gen etiologic. Es per aquest motiu que

qualsevulla analisi d’associaci6 entre variants genétiques d’aquesta regio i una determinada
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patologia hauria d’incloure el tipatge de IHLA dels pacients per demostrar que
veritablement 1’associacidé correspon a la variant analitzada i no a un altre locus amb

desequilibri de lligament.

El polimorfisme que hem analitzat mapa en una regi6é del gen del TNF-a important
en la regulaci6 de la seva transcripcio. Tanmateix, la rellevancia d’aquest polimorfisme in
vivo €s encara un motiu de controversia. Diferents autors han demostrat que I’al-lel TNFA2
¢s un activador transcripcional més potent que 1’al-lel TNFAL, tot i que els mecanismes
moleculars d’aquesta diferéncia no estan completament aclarits ja que no s’han trobat
evidéncies de diferéncies en I’afinitat de proteines d’unié al DNA amb les dues formes
al-leliques del promotor del gen del TNF-a (Braun N i col-l, 1996; Kroeger KM i coll., 1997;
Wilson AG i col'l,, 1997; Wu WS i McClain KL, 1997). Tanmateix, altres estudis no han trobat cap
efecte de la substitucié G/A —308 pb en la produccié de TNF-a (Pociot F i col'l., 1993; Stuber F
i col'l,, 1995; Uglialoro AM i col-l, 1998). En suport de la importancia de 1’al-lel TNFA2 els
estudis d’estimulaci6 cel-lular han mostrat que 1’al-lel TNFA2 esta associat a una major
producci6 de TNF-a in vitro (Bouma G i col'l., 1996; Louis E i col'l., 1998). A més a més, 1’al-lel
TNFAZ2 s’ha associat també amb un major risc de malaria cerebral (McGuire W i col'l., 1994),
leishmaniosi mucocutania (Cabrera M i col'l., 1995) 1 més recentment amb diverses alteracions
com I’asma (Moffatt MF and Cookson WO, 1997), la leucémia limfocitica cronica (Demeter J i

col'l,, 1997) i fins 1 tot amb 1’obesitat (Herrmann SM i col'l., 1998) entre altres.

En aquest estudi hem descrit per primera vegada les freqiliencies al-leliques del
polimorfisme —308 pb del gen del TNF-a en poblacid espanyola i s’han comparat amb les
freqliencies descrites en altres grups. Quan es comparen les freqiiéncies al-leliques del
polimorfisme —308 pb de la nostra poblacié amb altres poblacions caucasiques o africanes
no es troben diferéncies significatives. Aix0 no obstant, quan les freqiiéncies es comparen
amb poblacio oriental la distribuci6 de 1’al-lel varia, principalment, per la disminuci6 en la
freqliencia de I’al-lel TNFA2. La baixa freqiiencia de 1’al-lel en els orientals pot ser deguda
al fet que aquest al-lel hagi estat seleccionat negativament per la major secrecio de TNF-a
associada. Alternativament, podria estar relacionat amb la baixa freqiiencia de I’haplotip de
I’HLA AI1-B8-DRB1*03 en poblacié oriental (Al: 0.7%, B8: 0% i DRB1*03: 0.2%)
(Imanishi T i col-l, 1991). L’al-lel TNFA2 esta en desequilibri de lligament amb aquest

haplotip en caucasics (Wilson AG i col'l., 1993).
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S’ha hipotetitzat que els polimorfismes que es troben en les regions promotores
poden conferir flexibilitat a la resposta immunologica la qual cosa permet una produccid
diferencial de citocines. La preséncia de certs al-lels pot influir en 1’evolucié d’algunes
malalties 1 per tant, poden haver estat seleccionats en poblacions especifiques.
Addicionalment, si es demostrés que els polimorfismes dels gens de les citocines influissin
en la resposta immune enfront de diferents situacions, llavors les diferéncies de les
freqliencies entre grups de poblacions, tal com s’ha descrit en aquest estudi, podrien tenir
una rellevancia clinica. Un exemple podria ser el trasplantament, on s’ha analitzat la
influéncia dels polimorfismes en els gens de diferents citocines. Aixi, per exemple, s’ha
observat que el polimorfisme —308 pb del TNF-a no té un efecte substancial en el rebuig
del trasplantament de cor (Turner DM i col'l., 1995); no obstant aixo s’ha observat un major
risc de rebuig en els receptors del trasplantament que son portadors de 1’al-lel TNFA2 en
combinacié amb 1’al-lel —1082A del gen de I’IL-10 en homozigosi (Turner DM i col'l.,, 1997).
En el trasplantament renal, la combinacié de manca de 1’al-lel —1082A i ser portador del
TNFA2 doéna un major risc per multiples episodis de rebuig quan donant i receptor

difereixen en ’HLA-DR (Sankaran P i col'l., 1999).

Tal com ja s’ha comentat, en un estudi amb poblacioé de I’Europa del nord Wilson i
col-laboradors (1993) troben una forta associacid de 1’al-lel TNFA2 amb I’haplotip HLA
A1-B8-DRB1*03 (HA 8.1). Igualment, els resultats presentats en aquest treball confirmen
que, en poblacid espanyola, 1’al-lel TNFA2 també presenta un fort desequilibri de
lligament amb aquest haplotip. Segons 1’associacié que presenta 1’al-lel TNFA2 amb I’HA
8.1 és interessant especular que el polimorfisme del TNF-a pot contribuir de forma causal
en algunes de les malalties associades amb 1’haplotip 8.1. Tanmateix, no queda clar si
aquestes associacions son degudes al producte d’aquests al-lels directament o a gens que es

troben en desequilibri de lligament amb ells.

L’associaci6 que hem trobat en poblacid espanyola entre 1’al-lel TNFA2 1 el
DRB1*03 explicaria I’associacié coneguda des de fa uns quants anys entre el fenotip d’alta
produccié de TNF-a 1 I’haplotip DRB1*03. D’altra banda, en el nostre estudi no s’ha
trobat cap associacio entre els dos al-lels del TNF i els haplotips DRB1*04 i DRB1*02 i,
per tant, les associacions descrites entre DRB1*04 i DRB1*02 amb alta i baixa produccio
de TNF, respectivament, no es poden explicar a partir dels nostres resultats.

Contradictoriament, AG. Wilson i col-laboradors (1993) en un estudi amb poblaci6é del
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nord d’Europa descriuen una associacio entre 1’al-lel TNFAT i I"haplotip DRB1*04. Per
tant, sembla raonable especular que altres polimorfismes, que hi poden haver en altres
zones reguladores del gen del TNF-o o en gens lligats, tindrien també una funcio
reguladora del TNF-o.. Seria possible que aquestes variants polimorfiques estiguin en

desequilibri de lligament amb els haplotips DRB1*04 i DRB1*02.

Una observacio interessant és que els malalts amb malaria cerebral tenen una major
concentracié plasmatica de TNF-o que els pacients amb malaria. En un estudi amb
poblaci6 de Gambia s’ha demostrat que I’homozigositat per a I’al-lel TNFA2 esta
associada amb un major risc (4 vegades) de patir malaria cerebral i amb un increment de
7,7 vegades en el risc de mort o de patir complicacions neurologiques severes (McGuire W i
col-l, 1994). Malgrat els efectes adversos de I’homozigositat en la malaria, 1’al-lel TNFA2 es
manté en una freqiiéncia similar a les de poblacions com les de ’est d’Africa, la d’Europa
del nord o la turca. El manteniment d’aquest polimorfisme en el promotor del TNF-a en
arees on la malaria és endémica suggereix que la produccid d’uns nivells basals
relativament alts de TNF-a en els heterozigots seria beneficiosa per a I’hoste en la seva
lluita contra la malaria. Tanmateix, aix0 també podria reflectir 1’existéncia de pressions
compensatories a I’Africa per mantenir aquest al-lel, per exemple, podria tenir efectes
beneficiosos en altres malalties importants com el xarampid, la malaltia meningococcica,
la lepra o la tuberculosi. També ¢s possible que els homozigots presentin avantatges

selectius enfront d’altres malalties diferents de 1la malaria.

Tal com ja s’ha comentat amb anterioritat, el polimorfisme —308 pb del TNF-a s’ha
associat amb uns nivells constitutius i induibles majors de transcripcid d’aquest gen. La
nostra hipotesi €s que a partir de 1’associacié descrita de concentracions més elevades de
TNF-a amb el part preterme, les dones amb parts prematurs tindran una freqiiéncia més
alta de l’al-lel TNFAZ2. Els resultats obtinguts en I’estudi de 1’associacio del polimorfisme
—308 pb del gen del TNF-a amb el part preterme assenyalen que 1’al-lel TNFA2 esta
representat en una freqiiéncia més alta en la poblacié de dones amb ruptura prematura de
membranes preterme, 1 aix0 demostra que hi ha una susceptibilitat genética a aquesta

patologia.

Cal destacar que aquesta associacié només es va trobar en el grup de pacients que

no van presentar signes d’infeccié en 1’ingrés o en el moment del part. A més a més, el
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grup de pacients amb signes d’infeccid6 va mostrar una disminuci6 en la freqiiéncia de
portadors de I’al-lel TNFA2 que va ser estadisticament significativa quan es va comparar

amb el grup de pacients sense signes d’infeccio.

Aquests resultats demostren que en preséncia de signes d’infeccid no es detecta cap
associacio entre 1’al-lel TNFA2 i un major risc a patir RPM preterme o APP. Aixo posa de
manifest que aquest no és un grup adequat per analitzar la contribucio del polimorfisme del
TNF-a. a la RPM preterme o a I’APP. Possiblement, quan es produeix una infeccio
important el grau d’estimulacio i produccié de TNF-a en ambdods al-lels €s ja tan elevada
que no permetria distingir I’efecte que pot determinar el polimorfisme en 1’expressio
d’aquest gen. En canvi, tal com s’ha comentat anteriorment, en el grup de pacients que no
presentaven signes d’infeccid si que es va demostrar 1’existéncia d’una associaciod entre
I’al-lel TNFA2 i una major predisposicié a patir RPM preterme. Aquests resultats estarien
d’acord amb la nostra hipotesi que davant un estimul infecciés minim les portadores de
I’al-lel TNFA2 produirien una resposta inflamatoria augmentada que alhora comportaria un
major risc de desenvolupar RPM preterme. D’altra banda, el fet que el grup de pacients
amb signes d’infeccio presenti una menor proporcid de portadores de 1’al-lel rar del TNF-a
suggereix que, dins del grup de pacients amb RPM preterme o APP, I’al-lel TNFA2 estaria
associat amb un menor risc a desenvolupar malalties infeccioses. Aquests resultats es
podrien explicar com que I’increment en la produccid6 de TNF-a, en els portadors de
I’al-lel TNFAZ2, estaria relacionat amb una resposta inflamatoria augmentada capag, bé de
combatre els agents patogens de forma més eficient, bé de desencadenar el part abans que
la infeccido pugui progressar suficientment per produir signes clinics, 1 aixd igualment
recolza de forma indirecta la nostra hipotesi inicial. Finalment, cal destacar que d’aquests
resultats no es pot concloure que 1’al-lel TNFA2 tingui un paper protector enfront de les
infeccions. Per fer-ho caldria haver fet un disseny de la poblacié d’estudi diferent, si bé

aixo seria motiu d’un altre estudi.

D’altra banda, no s’ha trobat cap associacid entre 1’al-lel TNFA2 i una major
susceptibilitat a I’APP. L’analisi estratificada d’aquest grup de pacients tampoc no va
mostrar cap associacio de 1’al-lel ni amb el subgrup de dones que no van respondre al
tractament i que, per tant, van presentar un part prematur idiopatic, ni amb aquelles on els
tocolitics van aconseguir diferir el part a terme. Tant el part preterme idiopatic com I’'RPM

preterme comparteixen el mateix conjunt de factors etiologics i ambdues patologies es

143



discussio

caracteritzen per una activacio de la cascada de citocines, la qual indueix la produccié de
prostaglandines que promouran la contractibilitat uterina. Malgrat aquestes similituds,
recentment s’ha evidenciat que ambdues patologies presenten vies moleculars divergents.
Aixi, ’'RPM es caracteritza per un increment de 1’expressié de metal-loproteinases de
matriu extracel-lular, un descens dels seus inhibidors i una activacié de les vies d’apoptosi
mitjancades per p53/bax i1 pel TNF/Fas en les membranes fetals. En el part preterme
aquests processos no estan presents i predominen 1’expressio de gens antiapoptotics com el
Bcl-2 (Fortunato SJ and Menon R, 2001a). Els desencadenants de cadascuna de les vies no es
coneixen ni tampoc els factors que determinen que una pacient expressi risc a RPM, i una
altra, a part preterme. Per tant, és dificil explicar per que 1’associacié del polimorfisme del
TNF-a que hem analitzat es presenta només en I’RPM 1 no en el part preterme. Una
possible explicaci6 seria I’existéncia dels dos receptors del TNF-a amb capacitat d’activar
vies de senyalitzacié diferents i que, a més, presenten diferent afinitat pel TNF-a. Aixi,
I’activacid del receptor TNFR-p55 requereix de nivells més alts de TNF-a, els quals
vindrien determinats per la presencia de 1’al-lel TNFA2. La uni6 del TNF-oo amb el
receptor TNFR-p55 activa vies de senyalitzacid que condueixen a 1’apoptosi cel-lular. En
canvi, a baixes concentracions el TNF-a s’uneix preferentment amb el receptor d’alta
afinitat TNFR-p75. L’activacio d’aquest receptor inicia una via de transducci6 de senyal a
través de TRAF que condueix a I’activacié del NFkB i que déna lloc a una resposta més
citotoxica i1 proinflamatoria en comparacidé amb la resposta apoptotica iniciada pel
TNF-a/TNFR-p55. Es pot especular que en el part preterme pot existir aquesta via

inflamatoria més que 1’apoptotica.

Si bé els nostres resultats demostren una associaci6 entre I’RPM preterme 1 I’al-lel
TNFA2, aquesta associacid, pero, no ¢és independent de ’'HLA-A1, B8 I DRB1*03. A
partir del desequilibri de Iligament present entre 1’al-lel TNFA2 i I’haplotip HA 8.1 no
podem afirmar, perd tampoc descartar, que el polimorfisme —308 pb del TNF-a tingui un
efecte directe en I’'RPM preterme. Igualment, en altres estudis amb poblacié caucasica 1
oriental, 1’al-lel TNFA2 també s’ha trobat associat amb susceptibilitat a 1’enteropatia
sensible al gluten, a lupus sistémic eritematds, a dermatitis herpetiforme i altres malalties
associades amb I’haplotip HA 8.1. Aixd no obstant, cada estudi ha conclos que aquestes
associacions poden ser explicades pel desequilibri de lligament amb [’haplotip HA 8.1

(Wilson AG i col'l., 1995; McManus R i col-l. 1996; Chen C i col'l,, 1997). En canvi, en poblacio
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africana, I’al-lel TNFA2 es troba en individus que no son portadors d’elements de ’HA 8.1
1 es correlaciona, tal com ja s’ha comentat, amb susceptibilitat a la malaria cerebral la qual
cosa suggereix una funcié directa per a aquest polimorfisme. Si bé aquestes dades indiquen
que el polimorfisme —308 pb del TNF-a pot ser actiu in vivo, no en constitueixen una

prova definitiva ja que es coneix molt poc sobre els efectes d’altres haplotips africans.

Dizon-Townson i col-laboradors (1997) no van poder demostrar una diferéncia en
la freqiiéncia de I’al-lel TNFA2 entre un grup de dones amb parts preterme i el grup control
de dones amb part a terme. Aquests autors, perd, no van diferenciar els casos de
prematuritat idiopatica d’aquells que van presentar RPM preterme, no van descartar
aquelles dones amb historia prévia de parts prematurs o RPM en el grup control, ni tampoc
van analitzar les dades atenent els diferents grups &tnics que componien la poblacio
d’estudi. En canvi, Roberts i col-laboradors (1999) van observar una associacidé entre
I’al-lel TNFA2 i un major risc per RPM preterme en poblacié afroamericana, igual que els
nostres resultats en poblacié caucasica. Cal remarcar que en aquest estudi no es va
analitzar si aquesta associacio era independent d’un desequilibri de lligament amb algun

haplotip de I’HLA.

L’haplotip ancestral (HA) 8.1 (HLA-A1, CW7, B8, Bfs, C44Q0, C4B1, DR3, DQ?2)
¢€s un haplotip caucasic comu del qual sén portadors la majoria d’individus amb I’HLA-BS.
S’anomenen haplotips ancestrals aquells que defineixen haplotips altament conservats que
semblen derivar d’un ancestre comull. S’ha demostrat que el 88% dels caucasics australians
que son portadors de I’al-lel B8 tenen tots els altres al-lels de I’'HA 8.1 entre ’'HLA-B i el
DR; en canvi, el grau de conservacio és menor (57%) en poblacid italiana (Degli-Esposti i
col'l.,, 1992a; D’Alfonso S i col'l,, 1994). En el nostre estudi no es van tipificar tots els al-lels de
I’HLA i, per tant no podem saber quin ¢és el grau de conservacio de I’HA 8.1 en la poblacio
analitzada. Aixo no obstant, en 25 individus on es van determinar, a més a més, els al-lels
CW 1 DQ, tots els portadors de 1’al-lel B8 tenien els al-lels CW7, DR3 i DQ?2, caracteristics
de ’'HA 8.1. Tot i que no es poden extreure conclusions d’aquests resultats pel baix
nombre d’individus tipificats, aquests resultats suggereixen que en poblacid espanyola el

grau de conservacid de ’HA 8.1 també podria ser alt.

Aquest haplotip és Gnic quant a la seva associacié amb un ampli rang de malalties.
S’ha associat amb una peérdua accelerada de cel-lules T CD4+ i pitjor superviveéncia
després d’una infeccid per VIH (Cameron PU i col'l., 1992). També predisposa els portadors a
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la diabetis insulinodependent, a la malaltia celiaca o enteropatia sensible al gluten, al lupus
sistémic eritematos, a la dermatitis herpetiforme, a la deficiéncia d’IgA, a la miastémia
gravis, a I’escleroderma i a la malaltia periodontal en pacients amb SIDA (Hanifi Moghaddam
i col-l., 1998; Wilson AG i col'l., 1995; Christiansen FT i col'l., 1991). A més a més, alguns al-lels
present, en ’HA 8.1 estan en una freqiiéncia major en pacients amb sarcoidosi, cirrosi
alcoholica, crioglobulinémia associada a hepatitis C 1 malaltia d’Addison (Olenchock SA i
col-l, 1981; Lenzi M i col'l, 1998). No obstant aixd, aquest haplotip és molt freqlient en
caucasics. De fet, malgrat els efectes deleteris, aproximadament 10 milions d’europeus soén
portadors de I'HA 8.1. Aixd suggereix que aquest haplotip ha de conferir alguna
compensacid en la seleccid. S’ha hipotetitzat que els avantpassats dels europeus van
colonitzar i habitar ambients que diferien molt dels que es trobaven a 1’Africa, on van
aparerixer els primers hominids. Aquest canvi d’habitat va poder anar acompanyat per una
major seleccidé imposada per un clima més dur que comportaria, per exemple, una pressid

per patogens diferents, entre altres factors de seleccid (Parham P, 1999).

Dr’altra banda, hi ha pocs estudis adrecats a perfilar els mecanismes immunologics
subjacents a les associacions entre I’HA 8.1 i les diferents malalties immunopatologiques.
De forma general, I’haplotip sembla afectar I’activacio6 cel-lular com a conseqiiencia d’una
alteracio en el balang de citocines que es produeixen. Un dels trets més caracteristics de
I’HA 8.1 és I’increment en la produccid basal de TNF-a (Lio D i col-l., 2001). A més a més,
diferents resultats indiquen que els portadors d’aquest haplotip tenen una menor produccio
d’IL-5, d’IL-2 i d’IFN-y, mentre que la produccié d’IL-4 , d’IL-6, d’IL-10 i d’IL-13 no
esta alterada (Caruso C i coll, 1996). També s’ha observat un increment en [’apoptosi
espontania dels limfocits periférics en individus portadors de ’'HLA-B8-DR3. L’ increment
de I’apoptosi s’ha relacionat amb un major percentatge de cel-lules CD95, cosa que
concorda amb els nivells baixos de limfocits circulants que s’han descrit en portadors de
I’HA 8.1 (Caruso C, 1997). Tots aquests canvis podrien ser deguts, almenys en part, a 1’alta
produccio de TNF-a que esta associada amb aquest haplotip. De fet, una alta produccié de
TNF-a pot donar lloc a una predominancia de la resposta immunologica de tipus Th2 com
a conseqiiencia de I’increment en la mort per apoptosi de les cel-lules Thl relacionada amb
I’increment en 1’expressid de CD95 i amb una major produccié de cortisol estimulada pel
TNF-a (Candore G i col'l, 1998). La inducci6 de la produccié de cortisol i de citocines Th2
pel TNF-a té un efecte sinergic en 1’increment de 1’apoptosi que comporta un desequilibri

de la poblaci6 de cel-lules T circulants.
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Tal com s’ha comentat anteriorment, en el grup de pacients amb RPM hi ha un
desequilibri de lligament entre 1’al-lel TNFA2 i I’haplotip HA 8.1, per la qual cosa no
podem confirmar que el polimorfisme —308 pb del TNF-a tingui un efecte directe en
I’RPM. En aquest cas podriem pensar que un altre gen o variant en desequilibri de
lligament podria ser el veritable gen etiologic responsable de I’'RPM preterme. A causa de
I’alt nombre de gens que mapen en aquesta zona i que potencialment poden modular la
resposta immunologica, una altra alternativa seria que diferents gens de I’haplotip HA 8.1
podrien conjuntament afectar I’ambient immunologic que determina la susceptibilitat a

I’RPM preterme. Alguns d’aquests gens candidats es discuteixen a continuacio.

L’analisi de I’oportunitat relativa dels al-lels de ’'HLA associats a I’'RPM preterme
suggereix que la regi6 critica de I’HA 8.1 que conferiria susceptibilitat a aquesta patologia
se situaria probablement en la regi6 de ’HLA de classe I i de classe III. Les molécules de
I’HLA presenten fragments de peptids processats a les cel-lules T i en conseqiiencia poden
restringir i regular la resposta d’aquestes cél-lules contra antigens especifics. L’HLA de
I’hoste determina en gran mesura el tipus de resposta immunologica que s’originara
després d’una infecci6. Els al-lels de ’'HLA de classe I A1 i B8 podrien actuar presentant
de forma preferent determinats antigens, tanmateix la gran varietat de patogens associats a
I’RPM fa que s’hagi de descartar un mecanisme antigenoespecific. Un altre argument en
contra d’un paper rellevant dels al-lels A1 i B8 en la fisiopatogénia de I’'RPM ¢és que durant
la gestacid el sistema immunoldgic innat de la mare esta activat mentre que la immunitat

adaptativa esta relativament inhibida.

La regi6 central o classe III de ’'MHC s’expandeix sobre unes 700 Kb, conté més
de 60 gens, 1 constitueix una de les regions més denses en gens dins del genoma huma. En
aquesta regi6 es troba el cluster del TNF on, a més a més del polimorfisme —308 pb del
TNF-a, s’han descrit altres variants, una de les quals, el polimorfisme de fragments de
restriccid (RFLP) Ncol defineix un al-lel (TNFB*2) associat amb I’HA 8.1, si bé no s’ha
pogut demostrar una correlacié entre aquest al-lel 1 variacions en la producciéo de TNF
(Abraham LJ, 1991). Addicionalment, hi ha tres polimorfismes de microsatel-lit (TNFa, TNFb
1 TNFc) situats a prop del gen del TNF-B. S’ha demostrat que els al-lels TNFa2, b3 i cl
estan relacionats amb una major produccié de TNF-a i, a més, estan associats amb I’'HA

8.1 (Dawkins R i coll., 1999).
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En aquesta regié també existeixen, diferents gens que participen en la resposta
immunologica i que, per tant, podrien ser considerats gens candidats a tenir un paper en la
patogenia de ’'RPM. Aixi, per exemple, el gen BAT1 (HLA-B associated transcript 1) és
un membre de la familia de gens anomenada DEAD que codifiquen per a helicases
d’RNA. Aquesta proteina pot regular la traduccido dels mRNA de les citocines. El gen
mapa entre el cluster de TNF i ’HLA-B i té un tnic polimorfisme descrit que es troba
associat a I’HA 8.1. Aix0 no obstant, aquest polimorfisme és un canvi de base situat a
I’intrd 9, per la qual cosa no és probable que afecti la funcié de la proteina (Degli-Esposti MA,

1992b).

El gen IKBL codifica per a una proteina que s’assembla a la familia de proteines
IkB involucrada en la regulacié dels factors de transcripcid nuclears NFkB/Rel. Aquesta
familia es caracteritza per la preséncia d’unes seqiiéncies repetitives (o0 anquirines) que
participen directament en les interaccions proteina-proteina i poden ser el mecanisme pel
qual les proteines de la familia IkB eviten la traslocacié de I’'NF«kB cap al nucli on estimula
la transcripci6 de citocines de fase aguda. L’NF«B pot ser un modulador de la resposta
inflamatoria pel seu paper en la produccié de TNF i en I’apoptosi. La majoria de membres
de la familia IxB contenen 5 o 6 repeticions, mentre que el gen IKBL en conté 2,5. A més
a més, la seqiiéncia d’aquesta proteina no conté el senyal de degradacido PEST que es troba
en altres IkB, pero té un motiu de cremallera de leucines caracteristic d’alguns factors de
transcripcio. Malgrat que és un bon candidat, per les seves caracteristiques, no s’ha descrit
fins al moment cap variant genetica de I’IKBL associada a ’HA 8.1 (Albertella MR i coll.,

1994).

A la regi6 central de ’'MHC mapen tres gens de les heat shock protein 70 (HSP70-
1, HSP70-2 i HSP70-Hom). Les proteines HSP70 sén importants transportadors
(chaperons) moleculars en la presentacio 1 processament de 1’antigen (Suto R and Srivastava
PK, 1995). S’han descrit tres polimorfismes per al gen HSP70-1 i dos a cada un dels gens
HSP70-2 i HSP70-Hom. Recentment s’han definit combinacions al-l¢liques d’aquests gens
especifiques per a diferents haplotips, entre les quals hi ha I’HA 8.1 (Kok CC i col-l., 1999).
Tanmateix, la rellevancia d’aquests polimorfismes en la funcio i1 expressio de la proteina és
poc coneguda. Aixi per exemple, un dels polimorfismes de ’HSP70-1 esta localitzat a la
regio 5’UTR del gen i, per tant, podria afectar-ne I’expressio. En el gen HSP70-2, un dels

polimorfismes es troba a la regi6é codificant, aixd no obstant, és un canvi de base silent.
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Finalment, un dels polimorfismes del gen HSP70-Hom es troba a la regio codificant 1 en

aquest cas produeix un canvi d’aminoacid.

Existeixen altres gens que poden influir en la regulacié immunologica, tanmateix,
no hi ha treballs que hagin analitzat la seva seqiiéncia per buscar polimorfismes. Entre
aquest podem citar el gen G1, que és ’homoleg huma del gen AIF-1 de rata que afecta el
rebuig de trasplantaments. L’AIF-1 s’expressa predominantment en macrofags i esta
regulat per I’'ITFN-y. La seqiiéncia d’aminoacids t¢ homologia amb motius que es troben en
proteines d’unid al calci i que participen en I’activacié de neutrofils (Devery IM i col-L., 1994).
Un altre gen, BAT3 (HLA-B associated transcript 3), conté en la seva seqiiéncia una zona
homologa a la ubiquitina (una proteina relacionada amb les HSP70 que actua també de
transportador molecular) i un motiu similar a les cremalleres de leucina que contenen les
proteines d’unié a I’'DNA. Es possible que el gen BAT3 codifiqui per a un factor de
transcripcio, no obstant aixo cal fer més estudis per caracteritzar-lo millor. Aquest gen és
interessant ja que s’ha trobat un polimorfisme associat a ’'HA 8.1 (Degli-Esposti MA i col'l.,

1992¢).

En aquesta zona mapen tres gens més que per la seva funci6 cal tenir en compte: la
caseina quinasa 3 (CKIIB), el gen G9 i el BAT8. La CKII participa en la regulacio del
creixement cel-lular 1 del metabolisme. El gen G9 codifica per a una sialidasa. Aquestes
proteines participen en 1’activacio, diferenciacié, maduracid i creixement cel-lular (Milner
CM i col'l, 1997). L’homoleg muri del gen G9, Neul, té tres al-lels que afecten 1’eficiéncia
de la sialidacid de les fosfatases acides hepatiques. L’expressioé de G9 esta augmentada en
cel-lules T després de la seva activacid i pot ser important en la regulacié de la resposta
immunologica. Per exemple, 1’activitat sialidasa citosolica s’incrementa en resposta a
I’activaci6 de les cel-lules T i pot ser la responsable de la hiposial-lidaci6 de glicoproteines
com ara les molécules de 'HLA de classe I. D’altra banda, el gen BATS8 conté¢ 6
repeticions tipus anquirina similars a les trobades en el gen IKBL i, per tant, també ¢és
possible que sigui un nou membre de la familia de proteines IkB que participen en la

regulacio transcripcional (Milner CM, and Campbell RD, 1993).

Finalment, vam creure d’interés incloure 1’analisi de la preeclampsia en el nostre
estudi ja que aquesta és una patologia freqlient de I’embaras, amb una incidéncia de 1’1-
5%. A més a més, €s una de les causes principals de morbiditat fetal i materna. En diferents

estudis epidemiologics s’ha pogut determinar que la preeclampsia té un fort component
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familiar. D’altra banda, s’ha observat que el TNF-o esta incrementat en pacients amb
aquesta patologia i, per tant, aquesta citocina podria tenir un paper important com a factor

etiologic de les diferents alteracions que acompanyen la preeclampsia.

El conjunt d’aquests precedents ens va portar a hipotetitzar que I’augment dels
nivells de TNF-a. que acompanyen la preeclampsia també podria estar associat amb el

polimorfisme —308 pb del gen del TNF-a..

Tanmateix, els resultats obtinguts van mostrar que la freqiiencia de ’al-lel TNFA2
no esta incrementada en el grup de pacients amb preeclampsia. Aquests resultats
concorden amb les dades publicades per altres autors on tampoc s’ha trobat una associacio
amb aquest al-lel. Per tant, segons tots aquests resultats, cal pensar que aquesta variant en
el promotor del gen del TNF-a probablement no és un factor genctic important en el

desenvolupament d’aquesta patologia.

La idea actual és que probablement la patogenia de la preeclampsia no sigui deguda
a un unic gen responsable. Es pot suposar que un cluster de polimorfismes, possiblement
en conjuncié amb factors ambientals, predisposa a desenvolupar aquesta malaltia. En
aquest sentit, recentment s’ha assenyalat que el sistema reninaangiotensina i I’expressio de
determinats antigens de I’HLA podrien tenir un paper significatiu en el desencadenament
d’aquest procés. Per tant seria interessant analitzar la contribucié dels diferents
polimorfismes descrits en aquests gens, sense descartar la possibilitat que també altres

polimorfismes del gen del TNF-a podrien estar-hi associats.
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Les conclusions obtingudes a partir dels resultats de I’estudi i presentades en aquesta tesi

son les seglients:

1. El part normal representa una situacié fisiologica en la qual s’observa un increment del
clivatge dels receptors solubles del TNF-o i una disminucié dels receptors de
membrana tant en sang periférica materna com en sang de cordd, en comparacié amb
les dones control no embarassades. Aquests canvis fisiologics poden proporcionar un
mecanisme de proteccid conferint una major capacitat per tamponar 1’efecte nociu d’un

excés de TNF-a durant la gestacio.

2. Tant les mares com els nadons presenten una expressio constitutiva dels receptors
TNFR-p55 1 p75 en cel-lules leucocitaries. Aixo dona al nounat una capacitat de

resposta propia no dependent de la mare.

3. En el context d’una infeccid intrauterina es produeix un augment de les concentracions
dels receptors solubles del TNF-o en sang periférica materna, en sang de cordo i en
liquid amniotic, la qual cosa suggereix que aquests receptors tenen una funciod
homeostatica, atenuant els efectes nocius de I’excés de TNF-a associat al part

patologic.

4. En el nado6 la produccié de receptors solubles del TNF-a €s maxima en preséncia de

signes clinics i/0 biologics d’infecci6 durant les primeres 24 hores de vida.

5. Les concentracions plasmatiques de TNF-o s’incrementen significativament en

nounats amb sepsia i amb xoc septic durant les primeres 24 hores de vida.

6. La concentracié plasmatica de TNF-a és un factor pronostic de 1’evolucid clinica 1

presenta una sensibilitat i especificitat moderada com a marcador de sépsia neonatal.

7. La determinaci6 simultania de les concentracions plasmatiques de TNF-o i dels
receptors solubles sTNFR-p55 1 p75 augmenta significativament la sensibilitat i
I’especificitat de la prova diagnostica, i assoleix unes caracteristiques de fiabilitat aptes

per a I’Gs clinic com a marcador de sépsia neonatal.

8. Les concentracions plasmatiques dels receptors solubles STNFR-p55 1 p75 poden ser

uns marcadors utils per monitoritzar I’evolucio clinica de la sépsia en nounats.
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10.

11.

12

13.

14.

En els nounats amb xoc septic s’evidencia una alteracié de la relacié molar entre el
TNF-a 1 els seus receptors solubles, situacid que pot ser una de les causes que donen

lloc al fracas de la resposta inflamatoria.

En poblacié espanyola control la freqiiencia dels al-lels del polimorfisme —308 pb del

gen del TNF-a concorda amb la descrita en altres poblacions caucasiques i africanes.

En poblacio espanyola control I’al-lel TNFA2 presenta un fort desequilibri de lligament
amb I’haplotip HLA A1, B8, DRB1*03.

. Existeix una associaci6 entre 1’al-lel TNFA2 i una major susceptibilitat a presentar

parts prematurs precedits d’una ruptura prematura de membranes. Aquesta associacio

no és independent de 1’haplotip de ’'HLA A1, B8, DRB1*03.

L’al-lel TNFAZ2 i I’haplotip HLA A1, B§, DRB1*03 poden ser uns marcadors utils per
a identificar dones amb major risc de patir ruptura prematura de les membranes fetals

preterme.

Cap dels al-lels del polimorfisme —308 pb del TNF-a no esta associat ni amb el part
preterme idiopatic ni amb la preeclampsia, la qual cosa indicaria que aquestes variants
del promotor del gen del TNF-a no son un factor genétic rellevant en 1’etiologia

d’aquestes patologies.
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7.1. Poblacio d’estudi

L. Poblacio d’estudi corresponent a I’objectiu 1

L'estudi de l'expressio i de les concentracions dels receptors del TNF-a, presents en
els diferents compartiments de la unitat maternofetal durant el part normal i el part amb

risc o signes d’infeccid es va realitzar en els grups de pacients segiients:

= Un grup control de dones adultes no embarassades, donants de sang del nostre hospital,
totes van presentar una historia clinica i analitica normal.

* Un grup de dones embarassades de les quals en el moment del part es va obtenir de
forma simultania mostres de sang periférica, liquid amniotic i les corresponents sangs
de cord6. Aquestes mostres es van dividir en dos grups atenent la historia clinica que
presentaven les mares:

* Grup de dones amb part a terme (part a partir de la setmana 37 de gestacio) i
que no van mostrar signes d'infeccié durant el part.

= Grup de dones que van presentar risc o signes d'infeccid en el moment del part.

El risc d’infeccid va incloure totes les dones que van presentar parts preterme (part
entre la setmana 22 i 36 de gestacid), ruptura prematura o prolongada de les membranes
fetals (de més de 24 hores) 1 colonitzaci6 urogenital o rectal per microorganismes patogens

(principalment, Streptococcus agalactiae grup B).

Es van considerar signes d'infecci6 el fet de presentar corioamnionitis o almenys un
dels simptomes seglients: febre materna (> 38°C en dues mesures separades 6 hores),
amnionitis, valors elevats de PCR, leucocitosi, neutropénia, formula diferencial amb
desviaci6 a I’esquerra de 5 o més bandes, cultiu positiu per microorganismes patogens del
liquid amniotic, etc. El diagnostic de corioamnionitis es va basar en la preseéncia de febre
materna (= 38°C en dues mesures separades 6 hores), taquicardia materna o fetal i meconi
a més a més de donar positiu almenys en una de les segiients proves de laboratori: proteina
C reactiva (PCR) > 10 mg/l, leucocitosi (= 15.000 leucocits/ul), formula diferencial amb
desviacio a I’esquerra de 5 o més bandes, cultiu positiu per microorganismes patogens del

liquid amniotic i diagnostic de corioamnionitis per anatomia patologica.
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= Addicionalment, es van obtenir mostres de sang de cordo tant de parts normals

com de parts amb risc o signes d'infeccio.
II.  Poblaci6 d’estudi corresponent a I’objectiu 2

Per a I’analisi de la concentracié de TNF-a i dels seus receptors en nounats amb
signes d’infeccio i la determinacié de si aquestes citocines poden ser utilitzades com a
marcadors d’infeccid neonatal i1 de 1’evolucio clinica, es van avaluar 170 nounats amb risc
d’infeccié admesos a la Unitat de Neonatologia de 1’Hospital Germans Trias i Pujol. El
reclutament dels pacients va ser anterior a ’any 1997, moment en el qual es va instaurar el
protocol de profilaxi de la infeccid per estreptococ del grup B. Segons 1’evolucié clinica,

aquests nadons es van dividir, retrospectivament, en els grups segiients:

= Grup de 126 nounats no infectats: cap d’ells no va desenvolupar signes clinics o
de laboratori d’infeccié i no van rebre antibiotics. Aquests pacients es van
utilitzar com a controls.

=  Grup de 38 nadons amb sépsia. La sépsia es defineix com la preséncia de dos o
més dels criteris per SIRS: temperatura > 38°C o < 36°C, taquicardia
(freqiiencia cardiaca > 160 pulsacions/minut), taquipnea (freqiiéncia respiratoria
> 60 inspiracions/minut), recompte leucocitari > 15.000 leucocits/pl o < 4.000

leucocits/pl o una ratio de neutrofils immadurs/totals > 0,2.

® Grup de 6 nounats amb xoc seéptic, caracteritzat per sépsia amb hipotensié (TA
sistolica < percentil 5 per a cada edat) que no respon a la infusi6 de liquid i
afectacid de la perfusié d’algun organ (que pot incloure, perd no esta limitada a

oliguria, acidosi lactica, hipoxémia o alteracions mentals agudes).
III. Poblacié d’estudi corresponent a I’objectiu 3

A fi de caracteritzar el paper del polimorfisme —308 pb del gen del TNF-a en el
desencadenament del part preterme o del trencament prematur de membranes vam dur a
terme un estudi de cohorts amb dones admeses a la Unitat de Ginecologia i Obstetricia de
I’Hospital Germans Trias 1 Pujol des de I’any 1997 fins a I’any 2000. Per a la tipificacid
d’aquest polimorfisme en la poblacio espanyola es van recollir mostres de donants de sang

del nostre hospital durant el mateix periode de temps.
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Les analisis es van restringir a individus de raca caucasica per tal de minimitzar els

factors de confusio per la variacié de les freqiiencies al-leliques entre etnies.

El grup de pacients es va definir com a dones amb parts preterme precedits per una
ruptura prematura de les membranes fetals (RPM) o dones amb amenaca de part prematur i
membranes integres (APP). Cadascun dels dos grups es va analitzar comparant les pacients
que van presentar corioamnionitis o signes d’infeccié a 1’ingrés o en el moment del part

amb les que no en van presentar.

L’RPM es va objectivar per visualitzacio directa de la pérdua de liquit amniotic, per
determinacié del pH vaginal i per ecografia amb determinaci6 de I’index amnidtic. L.’index
amniotic ¢s la determinaci6 del diametre major de les zones anecogéniques amb abséncia
de parts fetals /0 cordd6 umbilical en cada un dels quatre quadrants en qué es divideix
virtualment la cavitat uterina. L’index amniotic és el resultat de sumar tots quatre valors.
Es considera oligoamnios quan és inferior o igual a 6, cosa que suggereix la preséncia

d’RPM.

L’APP es defineix en tota aquella pacient amb edat gestacional inferior a 37
setmanes que presenta dinamica uterina regular, registrada mitjangant tocografia externa, i
modificacié del coll uteri. De forma addicional, I’analisi dels resultats en el grup de dones
que van presentar APP es va realitzar estratificant les pacients atenent la resposta al
tractament tocolitic inhibitori del part. El tractament tocolitic que va rebre aquest grup de
pacients va ser Ritodrine a dosis uteroinhibitories (50-250 mg/minut) fins al cap de 24
hores més enlla de 1’objectivacié de la uteroinhibicié o Nifedipine a dosis de 10-20 mg/6

hores. Els tractaments no es van mantenir més enlla de la setmana 36 de gestacio.

Durant la realitzacio d’aquest estudi es va incloure un grup addicional de pacients
que van presentar preeclampsia. La preeclampsia es va diagnosticar en dones que la van
presentar hipertensié acompanyada de proteinaria. La hipertensio es va definir com pressid
sanguinia persistent > 140/90 mmHg desenvolupada durant I’embaras després de la
setmana 20 de gestacid i que es va resoldre en les 6 setmanes posteriors al part. La
proteinuria es va definir com la preséncia persistent de proteina en orina de més de 300 mg

excretats en 24 hores.

El grup control va incloure dones que van tenir parts a terme després d’un embaras

sense complicacions.
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7.2. Obtencio i processament de les mostres

7.2.1. Obtencio i processament de les mostres de sang

Totes les mostres de sang es van recollir en tubs d'EDTA-Kj estérils.

Les mostres de nounats ingressats a la Unitat de Neonatologia es van obtenir per
puncié en vena durant les primeres 24 hores de vida. En els pacients amb sepsia es va
obtenir una mostra en el moment del diagnostic i en els casos en que va ser possible, una
segona al cap de les 48 hores i una tercera al cap de les 72 hores. Per raons ¢tiques, la sang
dels nounats ingressats sols es va obtenir si la puncié havia de ser realitzada per altres

motius medics.

En l'estudi del TNF-a i dels seus receptors a la unitat maternofetal, un cop recollida la
mostra se'n substreia la part necessaria per a l'analisi mitjancant citometria de flux i la resta
de la mostra es centrifugava a 2.000 rpm durant 10 minuts per tal de separar el plasma de
la fraccid cel-lular. De cadascuna d'aquestes parts es van fer aliquotes i es van guardar a

-70°C. Totes les mostres es van processar en 1 o 2 hores des de la seva recol-leccid.

El processament de les mostres corresponents a 1'estudi del polimorfisme -308 pb del
gen del TNF-a es descriu a l'apartat 7.7.1.
7.2.2. Obtencio i processament de les mostres de liquid amniotic

El liquid amniotic es va obtenir mitjangant el catéter transcervical de registre de la
dinamica uterina. Després de la recol-leccid, les mostres de liquid amniotic es van
centrifugar a 2000 rpm durant 10 minuts per descartar-ne les cel-lules i el sobrenedant i es

va congelar a —20°C.
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Figura 7.1. Esquematitzacio del processament de les mostres i de les principals técniques utilitzades.

PACIENTS / CONTROLS
Liquid amniotic Sang periférica / cordo
l A 4
Plasma Fraccié cel-lular
v M v l

Determinacié de Analisi de Tipificacio del Analisi de
la concentracié I'expressio de polimorfisme - I'expressio dels
de TNF-a i dels I'mRNA dels 308 pb del gen receptors de

receptors receptors TNFR- del TNF-o. membrana
solubles sSTNFR- p55ip75 TNFR-p55i p75

p55ip75
ELISA i RIA Northern blot AS-PCR C‘t‘“;‘l‘:lt;‘a de
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7.3. Cultius cel-lulars

En aquest treball es va utilitzar la linia cel-lular HL60 aixi com cel-lules
mononuclears de sang periferica (PBMC) estimulades com a controls positius de
l'expressio dels receptors del TNF en I'analisi mitjangcant Northern blot i per a la posada a

punt de la técnica d'immunotincio.

7.3.1. Cultiu de les cél-lules HL60

La linia cel-lular HL60 es va aillar I’any 1979 a partir dels leucocits de sang
perifeérica obtinguts per leucoforesi d’una pacient amb leucémia promielocitica aguda.
Aquestes cel-lules tenen morfologia de limfoblast i creixen en suspensié en medi RPMI
1640 (BioWhittaker) suplementat amb el 10% (v/v) de serum bovi fetal (FBS), 2 mM de
glutamina, 40 pg/ml de gentamicina i 400 unitats/ml de penicil-lina en atmosfera humida,
37°C 1 5% CO,. Les cel-lules van ser testades periodicament per controlar possibles
contaminacions amb micoplasma (per la técnica de PCR). La linia es va comprar a

I’American Type Culture Collection (Rockville, MD, EUA).

7.3.2. Obtencio de PBMC

Els PBMC es van obtenir per separacio en gradient de Ficoll/Hipaque a partir d'uns
10 ml de sang recollida en tubs amb EDTA-K;. Aquestes mostres es van diluir 1/2 amb
medi RPMI 1640 (BioWhittaker) suplementat amb el 10% (v/v) de sérum bovi fetal (FBS),
2 mM de glutamina, 40 pg/ml de gentamicina i 400 unitats/ml de penicil-lina. Un cop
diluida la sang es va dipositar sobre Ficoll (Ficoll Hypaque Lymphoprep, Amersham
Pharmacia Biotech) en una proporcid 2:1 (v/v), respectivament, i es va centrifugar a 1400
rpm durant 30 minuts a temperatura ambient. Després, es van recollir les cél-lules
mononuclears, que se situen a la interfase, 1 es van sotmetre a diferents rentats amb medi
RPMI suplementat. Finalment, es va fer un recompte cel-lular i se'n va valorar la viabilitat
amb blau tripa. Les c¢l-lules es van posar en cultiu o bé es van criopreservar per a la seva
utilitzacid posterior, resuspenent-les en un medi consistent amb FCS i DMSO fred al 10% 1

deixant-les 30 minuts en vapors d’N; liquid.
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7.3.3. Cultiu i estimulacio de PBMC

Els PBMC es van cultivar en flascons de 75 cm® a una concentracié d’1.10°
cel-l./ml de medi RPMI 1640 suplementat amb FCS al 10%, 2 mM de glutamina, 40 pg/ml
de gentamicina i 400 unitats/ml de penicil-lina en atmosfera humida, 37°C i 5% CO,. A fi
d’estimular 1’expressio dels receptors del TNF-a, el medi de cultiu es va suplementar amb
20 ng/ml d’IL-2 i 1pg/ml de fitohemaglutinina (PHA). Les cél-lules es van analitzar a
diferents intervals de temps, i es va observar que el maxim d’estimulacié en la produccio

d’mRNA 1 de proteina es va produir al cap de 8 1 48 hores de cultiu, respectivament.
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7.4. Determinacio dels receptors pS55 i p75 del TNF de

membrana

La tinci6 per immunofluorescéncia €és una de les técniques més utilitzades per a la
deteccié d’antigens de membrana. L’analisi de les tincions mitjangant citometria de flux,
permet que cada cél-lula individualment pugui ser analitzada per diferents parametres de
forma simultania. A més de l'alta especificitat 1 sensibilitat, aquests metode té la capacitat
d’analitzar de forma rapida un gran nombre de cél-lules, cosa que és necessaria per a poder

fer determinacions estadisticament significatives.

En el nostre cas es va utilitzar aquest metode per a 1’analisi de I’expressio dels dos
receptors de membrana del TNF (TNFR-p55 i TNFR-p75) en c¢l-lules limfocitaries

obtingudes de sang periférica i de sang de cordo.

7.4.1. Preparacio de les mostres

La tincid per immunofluorescéncia es va realitzar partint de sang total. La
utilitzacio de sang total en lloc de cél-lules mononuclears aillades va ser necessaria ja que
la poca quantitat de sang que és possible extreure dels nadons (1-2 ml) feia totalment
inviable el procés comunament utilitzat de separacid cel-lular per gradient de Ficoll.
D’altra banda, aquests processos d’aillament cel-lular poden comportar la perdua de certs
tipus de cél-lules i/o I’activaci6 de diferents processos que alteren de forma artefactual els
valors d’expressié dels receptors en membrana, com per exemple augmentant el clivatge

dels receptors del TNF (Romeu M, Mestre M, Gonzdlez L, Valls A, Verdaguer J, Corominas M, Bas J,
Massip E and Buendia E. Lymphocyte immunophenotyping by flow cytometry in normal adults. Journal of
Immunological Methods. 1992; 154: 7-10).

Per tant, la mesura dels receptors de membrana de cel-lules en sang total no
fraccionada proporciona una informacié més fiable referent a 1’estat dels receptors en

cél-lules no estimulades.
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7.4.2. Anticossos

Per a cada anticos primari i secundari es va determinar, mitjancant titulacio, la
concentracid de treball optima, és a dir, aquella que permetia la maxima tinci6 especifica

amb el minim de tincid inespecifica.

I.  Anticossos primaris: per a les tincions per immunofluorescéncia es van utilitzar els

anticossos monoclonals que es descriuen a la taula segiient.

Taula 7.2. Anticossos primaris.

Anticos

Isotip Especificitat Procedéncia
. Dr. H. Loétscher,
- htr-9 IgGl anti TNFR-p>55 Hoffman-La Roche, Basilea, Suissa.
- utr-1 IgG1 anti TNFR-p75 Dr. H. Logtscher,

Hoffman-La Roche, Basilea, Suissa.

- Simultest Leucogate

[Anti-Hleu-1/Leu-M3] IgG1/IgG2a  anti CD45/CD14 Becton Dickinson, San José, USA.

II. Anticossos secundaris: com a anticOs secundari es va utilitzar un anticos de cabra
F(ab’), anti IgG (H+L) de ratoli marcat amb FITC (Southern Biotechnology, Birmingham,
AL, EUA).

7.4.3. Tincions en sang total

Protocol de tincié de cél-lules limfocitaries
1. Per a cada pacient es preparen quatre tubs amb 50 ul de sang total a cadascun:
- tub 1: tincié amb ’anticos Leucogate (CD45-FITC/CD14-PE [Anti Hle-1/Leu-M3])
- tub 2: control negatiu
- tub 3: tincié amb ’anticos htr-9 (anti TNFR-p55)
- tub 4: tincié amb I’anticos utr-1 ( anti TNFR-p75)
2. S’hi afegeixen els anticossos primaris htr-9 i utr-1 en els tubs 3 i 4, respectivament, a una concentracio
final de 20 pg/ml.
S’incuben les mostres durant 30 minuts a 4°C.
4. Després de la incubacid, es renten les mostres dues vegades amb medi de cultiu RPMI suplementat amb
un 2% de FCS, centrifugant a 500 x g durant 10 minuts.
5. S’hi afegeixen 5 pl de P’anticos leucogate al tub 1 1 5 pl de 1’anticos secundari a una dilucié final
d’1/100 en els tubs 2, 3 1 4.

6. S’incuben durant 30 minuts a 4°C, protegint les mostres de la llum.
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7. Es lisa la sang mitjangant una incubacid de les mostres durant 10 minuts a les fosques amb solucié de lisi
eritrocitaria (Becton Dickinson, Mountain View, CA, EUA).

8. Esrenten les mostres 3 vegades.

9. Esresuspenen les cél-lules amb 300 pl de PBS/paraformaldehid a 1’1%.

10. De totes les mostres se’n van fer tincions per duplicat.

7.4.4. Analisi de les tincions. Citometria de flux

Les mostres es van analitzar en un citometre de flux FACScan (Becton Dickinson,

Mountain View, CA, EUA) utilitzant el programa Lysis II.

La poblacié de limfocits es va seleccionar utilitzant marcadors especifics (CD45-
FITC/CD14-PE [Anti Hle-1/Leu-M3]) de limfocits, mondcits i polimorfonuclears. Els
resultats es van calcular a partir de I’analisi de 10.000 cél-lules i es van expressar com a
percentatge de cél-lules tenyides, després de substreure els valors obtinguts dels controls

negatius.
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7.5. Determinacio de les concentracions plasmatiques i en liquid

amniotic de TNF i sTNFR

7.5.1. ELISA

La determinaci6 en plasma i en liquid amniotic dels receptors solubles del TNF es
va realitzar mitjangant la técnica d’ELISA, utilitzant dos kits comercials: sTNFR-RI-

EASIA i sTNFR-RII-EASIA (Medgenix, Fleurus, Belgica).

Ambdoés assaigs es basen en un sistema oligoclonal el qual utilitza una barreja
d’anticossos monoclonals dirigits contra diferents epitops del receptor analitzat. La
utilitzacio de diferents anticossos monoclonals evita la hiperespecificitat i permet obtenir
una major sensibilitat amb un menor temps d’incubacid i un major rang de concentracions

de la corba estandard.

L’anticos lligat a la placa microtiter captura els receptors presents a les mostres i als
estandards. El receptor capturat es detecta mitjancant un segon anticos monoclonal marcat
amb 1’enzim peroxidasa de rave. El canvi de color catalitzat per la peroxidasa s’inicia amb
I’addici6 d’un substrat que conté peroxid d’hidrogen i tetrametilbenzidina (TMB). Aquesta
reaccio s’atura afegint-hi H,SOy4 1 posteriorment la placa es llegeix a una longitud d’ona de

450 nm (filtre de referéncia de 630-650 nm) en un lector ELISA.

La quantitat de substrat es determina colorimétricament mesurant-ne 1’absorbancia,
que és proporcional a la concentracié del receptor. La concentracié de receptor en una
mostra es determina per interpolacié a una corba estandard construida amb concentracions

conegudes de cada receptor.

La sensibilitat dels kits utilitzats, sSTNFR-RI-EASIA i sSTNFR-RII-EASIA, va ser
de 50 pg/ml i de 0,1 ng/ml, respectivament.

7.5.2. IRMA

Les concentracions plasmatiques de TNF-a es van determinar mitjancant un assaig

immunoradiometric (TNF-a-IRMA, Medgenix, Fleurus, Belgica).
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Amb aquesta técnica, la concentracié de TNF-a de les mostres es determina per la

quantitat d’anticos monoclonal marcat amb I'*

que s’ha unit a la citoquina, la qual
préviament ha estat capturada pels diferents anticossos monoclonals que es troben lligats al
tub. Després d’haver fet diferents rentats per tal d’eliminar-ne tot I’anticos [I'**]-anti-TNF-
o que no s’hi ha unit, la radioactivitat que resta en els tubs es quantifica amb un comptador

de radiacié gamma.

La concentracié de TNF-a de les mostres s’obté per interpolacid a una corba de

calibratge construida a partir de concentracions conegudes de TNF.
La sensibilitat d’aquest assaig immunoradiométric va ser de 5 pg/ml.

Un punt que cal tenir en compte és que els anticossos utilitzats en aquest kit
permeten detectar el TNF-a circulant total: en forma d’homotrimer lliure (que és la forma
activa) o bé unit als receptors solubles i també el TNF en la forma de monomer o oligdmer

no unit.
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7.6. Analisi de ’expressio d’mRNA per Northern blot

Mitjangant aquesta técnica es va analitzar I’expressio d’mRNA dels receptors p55 i

p75 del TNF en cel-lules leucocitaries de sang periférica de mares i1 de les corresponents

sangs de cordo. El procés realitzat per analitzar 1I’expressio genica dels receptors del TNF-

a va ser el segiient:

l.
2.
3.

®© N ok

Obtencid de I’'RNA total de les mostres.
Quantificaci6 de I’'RNA obtingut.
Obtencio de les sondes .
- Transformacio bacteriana per electroporacio.
- Obtencié del DNA plasmidic.
- Obtencid del cDNA.
Electroforesi en gel d’agarosa desnaturalitzant.
Transferéncia a membrana de nilo.
Hibridacio amb la sonda complementaria marcada amb **P.
Exposicio a pel-licula fotografica i revelat.

Quantificacio 1 analisi per densitometria.

4.6.1. Obtencio d’RNA total

L’extracci6 d’RNA total es va realitzar a partir de sang total. El protocol es basa en

el métode descrit per P. Chomczynski i N. Sacchi amb alguna modificacid (Analytical

Biochemistry 162: 152-159, 1987).

Protocol

1.

N AW

A cada al'liquota de 200 ul de sang total, s’afegeixen 500 ul de solucié desnaturalitzant, que conté
isotiocianat de guanidina 4 M, citrat sodic 25 mM, 0,5% de sarcosil i 0,1 M de 3-mercaptoetanol.

Es passa la solucio per una xeringa de dues a tres vegades. Aixo redueix la viscositat de la mostra, cosa
que facilita la recuperacié de la fase aquosa en els passos posteriors sense interferéncies de DNA
genomic.

S’hi afegeixen 200 pl d’etanol absolut i es deixa 5 minuts en gel.

Es centrifuga 15 minuts a 10.000 x g i a 4°C.

Se’n descarta el sobrenedant.

Es resuspeén el precipitat amb 150 ul de la solucié desnaturalitzant i 15 pl d’acetat sodic 2 M (pH = 4,2).
S’hi afegeix un volum igual de fenol-cloroform (10:4 v/v) i es barreja per inversio. Es deixa 10 minuts

en gel.
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8. Es centrifuga 15 minuts a 10.000 x g i a 4°C.

9. Es recupera la fase superior aquosa, s’hi afegeix un volum d’isopropanol a temperatura ambient i es
barreja per inversio.

10. Es deixa un minim de 30 minuts precipitant a —20°C.

11. Es centrifuga 30 minuts a 10.000 x g i a 4°C.

12. Se’n descarta el sobrenedant i es renta amb 200 pl d’etanol al 75% i a temperatura ambient.

13. Es centrifuga 10 minuts a 10.000 x g i a 4°C.

14. Se n’elimina bé I’etanol i s’asseca.

15. Es resuspén en aigua tractada amb 0,1% de dietilpirocarbonat (DEPC) i es deixa la mostra 3 minuts a
65°C.

16. Es guarda ’'RNA congelat a —70°C.

7.6.2. Quantificacio de PRNA

La concentraci6 de ’'RNA es va determinar per espectrofotometria. El principi es
basa en la quantitat de llum ultraviolada que soén capacos d’absorbir els acids nucléics.
Llegint I’absorbancia a una longitud d’ona de 260 nm ens permet determinar la
concentracid d’acid nucleic de la mostra i a 280 i 320 nm la quantitat de proteines i de sals,
respectivament. El quocient entre I’absorbancia a 260 nm i la corresponent a 280 nm
s’utilitza per determinar la puresa de la mostra. Un quocient d’1,8 o superior indica una

puresa molt elevada.

La integritat de ’RNA es va analitzar mitjangant una electroforesi en gel d'agarosa a
I’1% en TBE 1X (Tris 89 mM, acid boric 89 mM, EDTA 0,05 mM, pH = §,3), utilitzant
2ng d'RNA de cada mostra.

7.6.3. Obtencio de les sondes

7.6.3.1. Plasmids utilitzats

Els plasmids que contenen les sondes per a I'analisi de 'mRNA dels receptors TNFR-

p55 1 p75 son els segiients:

- pUCI19/p55 i pUCI19/p75: els quals contenen el cDNA dels gens TNFR-p55 i
TNFR-p75 respectivament (2,1 Kb). Ambdds vectors van ser cedits gentilment pel
Dr. H. Loétscher (Hoffman-La Roche, Basilea, Suissa).
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Tots els plasmids utilitzats son de clonaci6 procariota i porten incorporat el gen de
resisténcia a l'ampicil-lina, el qual es va utilitzar posteriorment per seleccionar els bacteris
transfectats. Els vectors van ser utilitzats per a la transformacié de la soca bacteriana
d’Escherichia coli XL-1 blue mitjangant la técnica d’electrotransformacié. Posteriorment,
es va expandir el cultiu bacteria i es va extreure el DNA plasmidic. El vector purificat es va
digerir amb els enzims de restricci6 adients per a cada sonda i els fragments de cDNA es
van separar en un gel d’agarosa. Les bandes corresponents es van retallar del gel i es van

purificar.

A continuacio es detallen els protocols utilitzats en cada pas:
7.6.3.2. Transformacio bacteriana per electroporacio

I. Preparacio de les cél-lules:

Les ceél-lules utilitzades van ser la soca bacteriana d'Escherichia coli, XL1-blue
MRF": A (mcrA) 183A (mcrCB-hsdSMB-mrr) 173 endAl supE44 thi-1 recAl lac [F'
proAB lac I9ZAM15 Tn10 (tet')].

Es va inocular 3 ul d'un estoc congelat dels bacteris XL-1 blue MRF' en 5 ml de
medi LB “Luria-Bertrani Broth” (1% triptona, 0,5% extracte de llevat, 1% NaCl, 1%o
NaOH 2N (v/v)) que contenia tetraciclina. El cultiu es va deixar a 37°C i 250 rpm tota la

nit.

El cultiu obtingut es va utilitzar per inocular 1 1 de medi LB en una proporcio 1/100.
Les cel-lules es van fer créixer a 37°C en agitaci6é (250 rpm) fins que es va obtenir una
absorbancia a 600 nm de 0,6-0,7 unitats de DO. Posteriorment, el cultiu es va deixar
refredar en gel durant uns 30 minuts aproximadament. A partir d'aqui es va seguir el

protocol seglient:

1. Es centrifuga a 4.000 x g durant 15 minuts a 4°C.

2. Es resuspén el precipitat cel-lular amb 1 1 de medi de rentat de baixa for¢a ionica fred (Hepes 1 mM,
pH="7).

Es centrifuga com en el pas anterior.

Es resuspén el precipitat amb 0,5 1 de medi que conté el 10% de glicerol.

Es centrifuga com es descriu en el punt 1.

A

Es resuspen el precipitat en un volum final de 2 a 3 ml de medi amb un 10% de glicerol.
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7. Aquesta suspencid es separa en aliquotes i se sotmet a una congelacié rapida amb neu carbonica o
nitrogen liquid.

8. Les aliquotes es guarden congelades a -70°C fins al moment d'utilitzar-les.
II. Electrotransformacio:

Protocol:

1. Esdescongelen les cel-lules a temperatura ambient i rapidament es posen en gel.

2. Es posen 50 pl de la suspensio de bacteris en una cubeta d'electroporacio freda i s’hi afegeix 1 ul del
plasmid que esta a una concentracié de 10 ng/ml. Cal barrejar-ho bé.

L'electroporacid es du a terme en un aparell "Gene Pulser, BioRad" a 25 uF, 2,5 kV i 200 Q.

3. S’hi afegeix rapidament 500 ul de LB temperat dins la cubeta i es resuspen.

4. S’incuben les cel-lules a 37°C durant 1 hora amb agitacio (250 rpm).

III. Seleccio dels transformants

La seleccio de les cel-lules transformades es va fer segons la resisténcia a
I'ampicil-lina que els confereix el plasmid incorporat. D'aquesta manera, només les
cel-lules transformades poden créixer en preséncia d'aquest antibiotic. El procediment

seguit és el que es detalla a continuacio:

1. Se sembra 100 pl de les cél-lules electrotransformades en una placa de Petri amb medi LB-agar i
ampicil-lina (50 mg/ml).

2. S’incuben les plaques sembrades a 37°C tota la nit.

L'expansio de les cel-lules transformades es va fer transferint una colonia a un tub de
15 ml que contenia 5 ml de medi de cultiu LB i 5 upl d'ampicil-lina (50 mg/ml).

Posteriorment el cultiu s'incuba a 37°C tota la nit amb agitacié (250 rpm).
7.6.3.3. Obtencio de DNA plasmidic

L'obtencié del DNA plasmidic es va fer segons la técnica descrita per Sambrook i
col-laboradors (Sambrook J, Fritsch RF and Maniatis R; Molecular Cloning. Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, EUA). De forma general, aquest metode consisteix en una
degradacio de la paret bacteriana seguida d'una lisi alcalina de l'esferoplast i una
precipitacio selectiva del DNA genomic bacteria i proteines per acci6é d'una solucié acida
d'acetat potassic. El DNA plasmidic es purifica després mitjancant extraccions fenol-

cloroform 1 precipitant amb etanol.
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Protocol:

10.
11.
12.
13.
14.

15.
16.
17.

Es transfereix 1,5 ml del cultiu bacteria a un tub i es centrifuga a 12.000 x g durant 5 minuts a 4°C.
Se’n descarta el sobrenedant per aspiracio.
Es resuspén el precipitat en 100 pl de solucid I freda. Cal barrejar-ho bé mitjangant vortex.

Solucio I

Glucosa 50 mM
Tris-Cl (pH = 8) 25 mM
EDTA (pH = 8) 10 mM

S’hi afegeix 200 pl de solucio II preparada en el moment d'utilitzar-la.
Solucié II
NaOH 0,2N
SDS 1%

Es barreja invertint el tub diverses vegades.
S’hi afegeix 150 ul de solucio 111 freda.
Solucié ITI
Acetat potassic (pH=15,5) 5M

Es barreja suaument i es deixa el tub 5 minuts en gel.

Es centrifuga a 12.000 x g durant 5' a 4°C i es transfereix el sobrenedant a un tub net.

S’afegeix un volum equivalent de fenol-cloroform-isoamilalcohol (25:24:1). Cal barrejar-ho i centrifugar
a 12.000 x g durant 5 minuts a 4°C.

Es transfereix el sobrenedant a un tub net i s’afegeix un volum igual de cloroform-isoamilalcohol (24:1).
Es centrifuga a 12.000 x g durant 5 minuts a 4°C i es transfereix el sobrenedant a un tub net.

Es precipita el DNA amb 2 volums d'etanol absolut.

Es centrifuga a 12.000 x g durant 5 minuts a 4°C.

Es descarta el sobrenedant, s’afegeix 1 ml d'etanol del 70% fred i es centrifuga a 12.000 x g durant 5
minuts a 4°C.

Es descarta el sobrenedant i es deixa assecar el precipitat durant 10 minuts.

Es redissol el DNA amb 50 pl de TE (pH = 8) i RNasa pancreatica (20 pg/ml).

Es guarda el DNA a -20°C.

7.6.3.4. Obtencio del cDNA

Els plasmids obtinguts es troben en forma circular, tancada covalentment

(supercoiled) 1, en general, son susceptibles a ser sotmesos a manipulacions enzimatiques

per tal d’obtenir-ne el fragment de DNA especific que posteriorment s’utilitzara com a

sonda per a la deteccid dels RNA missatgers (TNFR-p55 i TNFR-p75).
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I. Digestio del DNA plasmidic amb enzims de restriccio

Les digestions de DNA requereixen d’unes condicions especifiques per a cadascun
dels diferents enzims que s’utilitzen. De forma general, es digereix el DNA en una relacio
de 2 unitats d’enzim per pg de DNA, utilitzant la solucid adient segons les recomanacions
de la casa comercial subministradora (Promega). El temps de digestié del DNA plasmidic

oscil-lava entre 1 1 2 hores a 37°C.

Els fragments de cDNA escollits com a sondes per al TNFR-p55 1 p75 corresponen,
en ambdods casos, al domini citoplasmatic dels receptors, ja que aquesta zona és la que
presenta menor homologia entre els diferents membres d’aquesta familia. La sonda de 305
pb utilitzada per a la deteccié de ’'mRNA del TNFR-p55 es va obtenir a partir d’una doble
digestio del plasmid pUC19/TNFR-p55 amb els enzims Eco R1 i Hind III. Per al TNFR-
p75, el plasmid pUC19/TNFR-p75 es va digerir amb 1’enzim Pst I i entre els fragments

generats es va seleccionar el corresponent a 669 pb.
I1. Aillament i purificacié de fragments de DNA de gels d’agarosa

Els productes de les digestions es van separar per diferéncia de movilitat
electroforetica en gels d’agarosa de 1’1 0 1’1,5%, segons els casos, en TAE 1X (Tris-acetat
40 mM, EDTA 1 mM, pH = 7,7). La banda de DNA corresponent a cadascuna de les
sondes es va retallar del gel i es va purificar utilitzant el kit comercial JetSorb (Genomed,

NC, EUA).
III.  Quantificacié de la sonda

Un cop purificades les diferents sondes se’n va determinar la seva concentracid
comparant la intensitat de les bandes respecte d’un marcador de pes molecular conegut
(A-Hind III, Appligenene Oncor, Illkirch Cedex, Franca) en un gel d’agarosa/TAE 1X

tenyit amb bromur d’etidi.
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7.6.4. Electroforesi en gel d’agarosa desnaturalitzant
7.6.4.1. Preparacio de les mostres

De cada mostra es va agafar 1'aliquota adient a fi de tenir 12 pg d'RNA total i s’hi
va afegir solucid desnaturalitzant (concentracio final: formamida 50%, formaldehid 6%,
MOPS 1X). Les mostres es van escalfar a 65°C durant 5 minuts i1 després, es van refredar
rapidament 5 minuts en gel. Posteriorment, s’hi va afegir el tamp6 de carrega (5X: 20%

Ficoll 400, 0,5% blau de bromofenol, EDTA 0,1M pH = 7,5) i es va fer l'electroforesi.
7.6.4.2. Preparacio del gel

Es prepara un gel d'agarosa a 1'%, formaldehid 6% i MOPS 1X (MOPS 0,2 M,
acetat sodic 0,05 M, EDTA 0,01 M, pH =7).

7.6.4.3. Electroforesi

L'electroforesi es va realitzar a 70 volts durant 4 hores en MOPS 1X. Una vegada
acabada l'electroforesi, el gel es va rentar durant 1 hora amb H,O destil-lada, canviant-la
cada 20 minuts 1 amb agitacid per eliminar-ne el formaldehid. Finalment, el gel es va
equilibrar amb SSC 20X (NaCl 3 M, citrat sodic 0,3 M, pH = 7) durant una hora, i es va

canviar tres vegades la solucio.

7.6.5. Transferencia a membrana de nilé

L'RNA del gel es va transferir a una membrana de nilé carregada positivament

(Hybond-N", Amersham International, UK) per capillaritat segons Sambrook i col-l.
(Sambrook J, Fritsch RF and Maniatis R; Molecular Cloning. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring

Harbor, NY, EUA) durant un temps minim de 18 hores.

Un cop finalitzada la transferéncia, la membrana es va rentar amb SSC 2X durant 1
hora, canviant 2 vegades la solucido 1 'RNA es va fixar amb llum UV en una camera

d'irradiacié Stratalinker (Stratagene, San Diego, CA, EUA).
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7.6.6. Hibridacié amb la sonda complementaria marcada amb **P
7.6.6.1. Prehibridacio de la membrana

La membrana amb I’RNA es va equilibrar durant uns quants minuts amb una solucio
de SSC 2X dins un tub per al forn d’hibridaci6. Seguidament, la membrana es va

prehibridar durant 2 hores a 42°C amb 10 ml de soluci6:

- Formamida 50%

- Denhardts 5X

- SDS 0,5%

- SSPE 6X (20X: NaCl 3,6 M, NaH,PO4.H,0 0,2 M, EDTA 0,02 M, pH = 7,4)

- 100 pl de DNA d’esperma de salmo (estoc 10 mg/ml) desnaturalitzat 5 minuts a
96°C

7.6.6.2. Hibridacio de la membrana
La hibridacié es va dur a terme durant 16 hores a 42°C amb 10 ml de solucio:

- Formamida 50%

- Sulfat de dextra 10%

- SDS 0,5%

- SSPE 6X

- 100 pl de DNA d’esperma de salmo (estoc 10 mg/ml) desnaturalitzat 5 minuts a
96°C

- El volum de sonda marcada amb [o->°P]dCTP desnaturalitzada per disposar de

2 x 10° cpm/ml de solucié.
7.6.6.3. Marcatge de les sondes

El marcatge radioactiu de les sondes es va dur a terme, segons la técnica de random
priming extension, amb [o->*P]dCTP (activitat 3000 Ci/mmol, Amersham), utilitzant el kit
Prime-It II (Stratagene, EUA). Un cop marcada la sonda (30 ng per reaccid), es van
eliminar els nucledtids [a->’P]JdCTP no incorporats amb les columnes de reina

Microspin™ S-300 HR (Amersham Pharmacia Biotech, Suécia).
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L’eficiéncia del marcatge es va avaluar en un comptador Betamatic (Kontron, Milan,

Italia).
7.6.6.4. Rentats de la membrana

Un cop finalitzada la hibridacié amb la sonda corresponent, es va procedir a fer-ne
els rentats per eliminar les unions inespecifiques de la sonda. Es van realitzar rentats

successius cada cop de major astringéncia segons s’indica a continuacio:

Per a membranes hibridades amb sonda especifica del receptor RTNF-p55:

- 1 rentat rapid amb SSC 2X/ SDS 0,1% a temperatura ambient.
- 2 rentats de 15 minuts amb SSC 2X/ SDS 0,1% a temperatura ambient.
- 1 rentat de 30 minuts amb SSC 0,1X/ SDS 0,1X a 60°C.

Per a membranes hibridades amb sonda especifica del receptor RTNF-p75:

- 1 rentat rapid amb SSC 2X/ SDS 0,1% a temperatura ambient.
- 2 rentats de 15 minuts amb SSC 2X/ SDS 0,1% a temperatura ambient.
- 1 rentat de 30 minuts amb SSC 0,1X/ SDS 0,1X a 65°C.

7.6.7. Exposicio a pel-licula fotografica i revelat

Després de fer els rentats, la membrana es va exposar a pel-licula fotografica (X-
Omat AR, Kodak) amb doble pantalla amplificadora a -70°C. El revelat de la pel-licula es

va fer amb un equip Kodak automatic.

7.6.8. Quantificacio i analisi per densitometria

La quantificacié dels senyals es va fer per densitometria d'imatge en un equip
BioRad. Els nivells d'expressi6 dels receptors RTNF-p55 1 p75 es van calcular com la ratio
entre els pixels de la banda del RTNF-p55 o p75 i els de la banda de ’'RNA ribosomic 28S
visualitzat en el gel d’agarosa per a cadascuna de les mostres, i quantificat igualment per

densitometria amb el programa 1.7-Manager per a Windows 95 (TDI, Madrid, Espanya).
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Per a cada una de les mostres, les dades d’expressié dels mRNA representen la ratio

seguent:

senyal d’mRNA mostra x / senyal 28S de la mostra x
senyal d’'mRNA control / senyal 28S del control

on el control representa un RNA, obtingut de les cel-lules HL60, idéntic a totes les
membranes que es van realitzar i que ens permet comparar les dades obtingudes de

membranes diferents.
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7.7. Analisi del polimorfisme -308 del promotor del TNF-a

7.7.1. Preparacio de les mostres

L'estudi del polimorfisme del promotor del gen del TNF-a es va realitzar a partir de

DNA genomic obtingut de leucocits de sang periférica. De cada pacient es va extreure 10

ml de sang total, recollida en tubs d'EDTA-K;. Les mostres es van tractar tal com es

descriu en el protocol segiient:

© *® =2 ok

Es centrifuga la sang a 2.000 rpm durant 10 minuts.

Es recull el plasma i es congela (el plasma es va utilitzar per determinar I'HLA soluble, procés que es va
dur a terme als laboratoris del North London Transfusion Centre).

Es traspassa la part cel-lular a un tub de 20 ml i s’hi afegeix 3 V de solucio de lisi d'eritrocits (NH4Cl 155
mM, HEPES 10 mM, EDTA 0,1 mM, pH = 7,4).

Es deixen els tubs en agitacié durant 30 minuts a temperatura ambient.

Es centrifuga a 2.000 rpm durant 10 minuts.

Se’n descarta el sobrenedant.

Es reparteix el precipitat en 4 tubs d’Eppendorf.

S’afegeix a cada tub 1,5 ml de soluci6 de lisi d'eritrocits i es centrifuga a 3.000 rpm durant 5 minuts.

Se’n descarta el sobrenedant. Si el precipitat cel-lular queda vermell cal repetir el procés de 1’apartat 8.

. Es congelen els tubs a -20°C o bé es continua amb I'extraccié del DNA tal com es descriu en 1'apartat

seglient.

7.7.2. Obtencio de DNA genomic

La técnica utilitzada per a I’extraccié del DNA genomic es basa en la capacitat de la

proteinasa K i de I’SDS per dissoldre la mostra i es digereixen els components proteics

sense afectar al DNA. Posteriorment, el DNA es purifica amb desnaturalitzants proteics

(fenol-cloroform) i la fase aquosa que conté el DNA es precipita amb etanol i acetat sodic.

Protocol:

1.

Es dissol el precipitat de cel-lules en 650 pul de tamp6 de lisi de leucocits.

Tampd6 de lisi de leucocits *

TRIS-HCI (pH = 8,5) 10 mM
Na Cl 5mM
EDTA (pH = 8) 8§ mM
SDS 1%
Proteinasa K 0,5 mg/ml
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(*) Aquests tampo es pot preparar i guardar a 4°C, pero sense afegir la proteinasa K i I’SDS, els quals

s ‘afegeixen en fresc cada vegada.

13.

14.
15.
16.
17.
18.

Es vorteja suaument i es deixa tota la nit incubant en un bany a 37°C.
S’hi afegeix 200 pl de NaCl 6 M.

S’agita fortament amb la ma fins que tot és escuma.

Es centrifuga a 6.000 rpm durant 5 minuts.

Se’n recull el sobrenedant i es passa a un tub net.

Es repeteix el pas de centrifugacio i es recupera el sobrenedant.

S’hi afegeix 1 volum de fenol-cloroform-isoamilalcohol (25:24:1).

Es barreja suaument per inversio fins que la solucié adquireix un aspecte blanquindés homogeni.

. Es centrifuga a 12.500 rpm durant 5 minuts a temperatura ambient.
. Se’n recull el sobrenedant i es passa a un tub net.

. S’hi afegeix 1 volum de cloroform-isoamilalcohol (24:1) i s’agita per inversid. Es repeteix el procés

indicat en els punts 101 11.

Es precipita el DNA del sobrenedant que hem obtingut, afegint-hi 2 volums d’etanol absolut fred
(-20°C) juntament amb 0,1 volum d’acetat sodic 3 M (pH = 5,2), durant un minim de 2 hores a —70°C.
Es centrifuga a 12.500 rpm durant 30 minuts a 4°C.

Se’n descarta el sobrenedant i s’afegeix 200 pl d’etanol al 70% sense resuspendre el DNA precipitat.

Es centrifuga a 12.500 rpm durant 5 minuts a 4°C.

Se n’extreu I’etanol i es deixa evaporar les restes de liquid que hi hagi quedat.

Es resuspén el DNA en H,0 bidestil-lada estéril, incubant-ho 10 minuts a 65°C. Si no es dissol bé es pot

deixar a 37°C de 4 a 5 hores o més.

7.7.3. Quantificacio i visualitzacio del DNA

Igual que ’RNA, el DNA obtingut de cada mostra es va quantificar i se’n va

determinar la puresa mitjancant espectrofotometria (vegeu 1’apartat 7.6.2.).

La integritat del DNA es va comprovar carregant 2 pl del purificat juntament amb

2 pul de tampd de carrega i 6 ul d’H,O, en un gel d’agarosa al 0,8% en TAE 1X.

L’electroforesi es va dur a terme a un voltatge constant entre 70 i 80 V durant 1 hora

aproximadament.

7.7.4. Obtencio dels estandards

Com a control intern de la reacci6 d'amplificacié es va dissenyar un constructe

format per l'ex6 4 del gen de la desmina humana, flanquejat per les seqiiéncies
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corresponents als iniciadors amb els quals es van tipificar els dos al-lels del TNF-a (C1 1
C2 a l'extrem 5' del constructe i C3 en el 3', vegeu ’apartat 7.7.5) (figura 7.2). Per al seu
disseny es va tenir en compte que s'amplifiqués amb els mateixos iniciadors que el DNA
genomic 1 que fos similar en mida al produte per tal que no interferis amb l'eficiéncia de la

PCR.

El DNA estandard s'afegia a cada reacci6 de PCR per tal de tenir un control positiu
de I'amplificacié 1 alhora ens permetia comprovar que no s'hagués produit cap error en la
dispensacid dels iniciadors corresponents en cada tub, cosa que ens hauria dut a una

interpretacié equivocada dels resultats.
El procés realitzat per a l'obtencié de 'estandard va ser el segiient:

1. Amplificaci6é per PCR amb els iniciadors A2-5'1 A1-3', utilitzant DNA genomic com a
motlle.

2. Separaci6 del producte amplificat mitjancant electroforesi en gel d'agarosa a 1'1,5%.

3. Purificaci6 de la banda d'amplificat corresponent a la mida esperada de 256 pb.

4. Amplificacio per PCR amb els iniciadors A3-5' i Cl, utilitzant com a motlle el
producte obtingut de l'apartat anterior.

5. Finalment, es repeteix el procés seguit en els apartats 3 i 4 a fi d'obtenir el DNA

estandard de 276 pb.
Condicions de la PCR:

Les reaccions d’amplificacié per a I’obtenci6 de I’estandard es van fer en un volum
final de 50 pl d’una soluci6 de reacci6 que contenia: 0,5 uM de cada iniciador, 1U de Taq
DNA polimerasa, 250 uM de cada ANTP, 67 mM Tris-HCI, 1,5 mM MgCl,, 16,6 mM
(NH4)2S04 1 0,1% de Tween-20. La seqiliencia dels iniciadors utilitzats es detalla a

continuacio:

Taula 7.3. Iniciadors per a l'estandard.

Iniciador 3’ (A1-3"): 5-TCTCGGTTTCTTCTCCATCGAGGCCTTGGGATTCCAGGGGG-3’

Iniciador 5’ (A2-5'): 5-ATAGGTTTTGAGGGGCATGGAGATCCGTGAGTTGCA-3’

Iniciador 5' (A3-5"):  5-ATAGGTTTTGAGGGGCATGAATAGGTTTTGAGGGGCATGG-3’

Tots tres iniciadors van ser dissenyats al nostre laboratori i sintetitzats per ARK Scientific.
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La PCR es va dur a terme en un termociclador Perkin-Elmer Cetus 480 (Emerville,
CA, EUA) sota les condicions segiients:
1 cicle: - desnaturalitzacié; 95°C, 5 min / anellament; 58°C, 1 min / extensié; 72°C, 1 min.
30 cicles: - desnaturalitzacié; 95°C, 1,5 min / anellament; 58°C, 2,5 min / extensio; 72°C, 1 min.

1 cicle: - extensié final; 72°C, 7 min.

Figura 7.2. Esquema del procés seguit en I’obtencio de ’estandard.

DNA genomic
(A2-5%) / \
C2 DS’
1*  amplificaci6 amb
| | iniciadors pel gen de la
L e desmina (D5°, D3’) als
D3’ c1 quals s’ha afegit la
(A1-3%) seqiéncia C2 i C3,
! | PCR respectivament
[ | Producte obtingut de la PCR
256 pb
(A3-5%) .
Recuperacié del producte d’un gel d’agarosa
C3 C2
T
(I N
I
c1 2* amplificaci6 amb
PCR I’iniciador C2 (al qual
) ) s’ha afegit la seqiiéncia
C3 C2 ex6 4 desmina C1 C3) 1 Cl
e |
Producte estandard final de 276 pb
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Un cop es va obtenir I'estandard es va procedir a determinar-ne la concentracié de
treball més adient. Aquest procés va consistir en l'amplificacié utilitzant diferents
quantitats d'estandard enfront a una quantitat de DNA de 100 ng per reaccié. Finalment, es

va determinar la quantitat d’estandard a utilitzar en 1 pg per reacci6é d’amplificacio.

7.7.5. AS-PCR

La tipificacid del polimorfisme del gen del TNF-o en la posicio —308 pb es va
realitzar mitjancant la técnica d’AS-PCR (allele-specific polymerase chain reaction).
Aquesta tecnica es basa en la utilitzacido d’iniciadors especifics per a cada al-lel del
polimorfisme (G — A) del gen del TNF-a. Els iniciadors utilitzats (taula 7.4) son els

descrits per Verjans G.M. i col'l. (Verjans G.M, Brinkman B.M, Van Doornik C.E, Kijlstra A, Verweij
C.L. Polymorphism of tumour necrosis factor-alpha at position —308 in relation to ankylosing spondylitis.

Clin Exp Immunol 1994; 97:45-47).

Taula 7.4. Iniciadors utilitzats en I'AS-PCR.

C1, iniciador 3’ posicié —144/-164:  5-TCTCGGTTTCTTCTCCATCG-3’
C2, iniciador 5’ posicié —328/-308G: 5~ ATAGGTTTTGAGGGGCATGG-3’
(complementari a I’al-lel TNFI)

C3, iniciador 5’ posicio —328/-308A: 5>~ ATAGGTTTTGAGGGGCATGA-3’

(complementari a l’al-lel TNF2)

L’iniciador 3° C1 s’utilitza en combinacié amb un dels dos iniciadors 5°, C2 o C3,
els quals sols difereixen en el nucledtid 3’ terminal. Quan el nucleotid 3” de I’iniciador no
s'uneix al DNA motlle no es produeix amplificacio. Després d’alguns cicles
d’amplificacio, la formacié d’un producte de PCR indica la preséncia de 1’al-lel especific
en el DNA motlle. Per a cada mostra de DNA es realitzen dues reaccions paral-leles: la
parella d’iniciadors C1/C2 s’utilitza per a I’amplificacid especifica de 1’al-lel TNFAL i la
parella C1/C3 per amplificar 1’al-lel TNFA2. Com a control intern, tal com es descriu a
I’apartat 7.7.4, es va dissenyar un estandard que correspon a I’ex6 1 del gen de la desmina
flanquejat en ’extrem 5’ per les mateixes seqiiencies que els iniciadors C2 1 C3,1 C1 en
I’extrem 3’. Aquest DNA s’afegeix a cada reaccio, i s’amplifica amb els mateixos

iniciadors que la mostra estudiada (figura 7.3).
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7.7.5.1. Condicions de la PCR

Per a ’amplificacio es van utilitzar 100 ng de DNA genomic en un volum final de
50 pl d’una soluci6 de reaccid que contenia: 0,5 pM de cada iniciador, 1U de Taq DNA
polimerasa, 250 uM de cada ANTP, 67 mM Tris-HCI, 1 mM MgCl,, 16,6 mM (NH4),SO4 1
0,1% de Tween-20 (tots els reactius son de la casa Ecogen). A cada reaccid es va afegir

1 pg del DNA estandard.

Figura 7.3. Esquematitzacio de la téecnica d'AS-PCR.

Al'lel TNFA1 Allel TNFA2
Iniciador C2 .
;V ’;V 5V )
I A |
Je[ovate]
| Y I T
< N N
Iniciador C1 Iniciador C1
ﬁ PCR ﬁ PCR
I | NO AMPLIFICACIO
| Y

= La parella d'iniciadors C1-C2 s'anella a la regido del DNA que conté el polimorfisme que volem
estudiar. El nucleotid 3' terminal (G) de l'iniciador C2 és complementari al nucleotid polimorfic
(C) de I'DNA per a l'al-lel TNFAL.

=  El nucleotid 3' terminal de l'iniciador C2 forma un desaparellament d'una base amb la seqiiéncia
del DNA de I'al-lel TNFAZ2, a causa de l'existéncia d'una variacio en un nucleotid.

=  Sota unes condicions de PCR apropiades es produira una amplificacié normal del fragment C1-
C2 de l'allel TNFA1, mentre que I'al-lel TNFA2 no s'amplificara.

De la mateixa manera, es va dissenyar 1’iniciador (C3) que permetia I’amplificacid
especifica de 'al-lel TNFA2, pero no la del TNFAL.

7.7.5.2. Cicles de la PCR

Les reaccions d’amplificacié es van dur a terme en un termociclador Perkin-Elmer
Cetus 480 (Emerville, CA, EUA) sota les condicions segiients:
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1 cicle: - desnaturalitzacié; 95°C, 5 min / anellament; 60°C, 1 min / extensié; 72°C, 1 min.
30 cicles: - desnaturalitzacié; 95°C, 1,5 min / anellament; 60°C, 2,5 min / extensié; 72°C, 1 min.

1 cicle: - extensio final; 72°C, 7 min.
7.7.5.3. Visualitzacio6 dels productes amplificats

Un cop finalitzada la PCR, els productes de la reaccio es van analitzar mitjancant una
electroforesi en un gel d’agarosa. Un volum de 10 ul de producte amplificat es carrega en
un gel d’agarosa a 1’1,5%/ TAE 1X. Per tal de comprovar que la mida dels productes
corresponen al pes molecular esperat, a cada gel s’inclou un marcador de pes molecular
(20 bp lader, GenSura Inc). L’electroforesi es realitza a voltatge constant entre 80 i 90 V
durant una hora aproximadament. A continuacio els gels es tenyeixen amb una solucio que
cont¢ bromur d’etidi (0,5 mg/ml) i les bandes dels productes visualitzades en un

transil-luminador de llum ultraviolada.

7.7.6. Seqiienciacio
La fiabilitat de 'AS-PCR es va comprovar mitjangant la seqiienciaci6 del DNA en
tres homozigots per a 1'al-lel TNFA1, dos per a 1'al-lel TNFAZ2 i tres heterozigots.
El procés realitzat va ser el segiient:
1. Amplificaci6 per PCR utilitzant DNA genomic com a motlle.
2. Purificaci6 enzimatica dels productes amplificats.
3. Reaccid de seqiienciacio.

4. Purificacio dels productes de la seqiienciacio.
7.7.6.1. Amplificacio per PCR

Per a ’amplificacio es van utilitzar 100 ng de DNA genomic en un volum final de
50 pl d’una soluci6 de reaccid que contenia: 0,5 pM de cada iniciador, 1U de Taq DNA
polimerasa, 250 uM de cada ANTP, 67 mM Tris-HCI, 1 mM MgCl,, 16,6 mM (NH4),SO4 1
0,1% de Tween-20 (tots els reactius son de la casa Ecogen). Els iniciadors utilitzats per a la
seqiienciacié amplifiquen un fragment de DNA de 119 pb que contenia el polimorfisme

-308 pb del gen del TNF-a (taula 7.5).
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Taula 7.5. Iniciadors utilitzats per a la seqiienciacio.

Iniciador 5";: 5'-CAAAAGAAATGGAGGCA-3'

Iniciador 3":  5'-TCCTCCCTGCTCCGATTCCG-3'

Els iniciadors van ser dissenyats al nostre laboratori i sintetitzats per ARK Scientific. La TM de cada
iniciador es va calcular utilitzant el programa Oligo94 (v. 3.4, MedProbe).

Les reaccions d’amplificacié es van dur a terme en un termociclador Perkin-Elmer
Cetus 480 (Emerville, CA, USA) sota les segiients condicions:
1 cicle: - desnaturalitzacio; 95°C, 5 min / anellament; 60°C, 1 min / extensio; 72°C, 1 min.
30 cicles: - desnaturalitzacié; 95°C, 1 min / anellament; 60°C, 1 min / extensié; 72°C, 1 min.

1 cicle: - extensio final; 72°C, 7 min.
7.7.6.2. Purificacio dels productes amplificats

En la PCR s’utilitzen dos iniciadors, dNTP i DNA polimerasa a fi de produir
multiples copies d’una seqiiencia de DNA especifica. Quan I’amplificaci6 acaba, els ANTP
i els iniciadors que no s’han consumit poden interferir amb els métodes de seqiienciacié de
DNA posteriors i, per tant, cal eliminar-los. En el nostre cas vam utilitzar el kit PCR
product Pre-Sequencing (USB, Cleveland, Ohio, EUA). Aquest kit conté dos enzims
hidrolitics: 1’exonucleasa I, la qual degrada els iniciadors residuals i qualsevol DNA de
cadena senzilla produit en la PCR, i la fosfatasa alcalina de gamba, que elimina els INTP

restants.

Protocol:

- Per cada 10 pl de producte de PCR s’afegeix 2 pl d’exonucleasa I (10 U/ul) i 2 pl de fosfatasa alcalina
(2 U/pul).

- Es barreja i s’incuba a 37°C durant 45 minuts.

- S’inactiva ’exonucleasa I i la fosfatasa alcalina escalfant a 80°C durant 15 minuts.
7.7.6.3. Reacci6 de seqiienciacio

Els productes purificats es van seqiienciar pel métode de Maxam i Gilbert, utilitzant
el kit BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready kit (Applied Biosystems). Els primers

utilitzats van ser els mateixos emprats en la PCR.
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Les reaccions de seqiienciacio es van dur a terme en un termociclador Perkin-Elmer
Cetus 480 (Emerville, CA, EUA) amb les condicions segiients:
1 cicle: - desnaturalitzacio; 95°C, 5 segons.

32 cicles: - desnaturalitzacié; 96°C, 10 segons / anellament; 50°C, 5 segons / extensié; 60°C, 4 min.
7.7.6.4. Purificacio dels productes de la seqiienciacio

Els productes de la seqiienciaci6é contenen dideoxinucleotids (ddNTP) marcats que
no s’han incorporat a les cadenes de DNA sintetitzades. Aquests ddNTP sobrants poden
interferir en la lectura de la fluorescéncia de les mostres, per la qual cosa cal eliminar-los

mitjancant precipitacio.

Protocol:

1. Es prepara 90 pl d’una solucidé que conté:

- 3yl d’acetat sodic 3 M, pH =4.6

- 64,5 pl d’etanol del 95%

- 245uld’H,0
S’afegeix els 90 pl de la solucio als 10 ul del producte de seqiienciacio.
S’agita suaument i es deixa precipitant durant 15 minuts a T* ambient.
Es centrifugen els tubs a 14.000 rpm durant 30 minuts a T* ambient.
Se’n descarta el sobrenedant.
S’hi afegeix 250 pl d’etanol al 70 %.
Es centrifuga a 14.000 rpm durant 5 minuts.

S’aspira el sobrenedant.

 *® 2N vk Wb

S’asseca el pellet durant 15 minuts a T* ambient.

—_
=]

. Es resuspén el pellet amb 15 ul de TSR.
11. Es desnaturalitza a 94°C durant 4 minuts.

12. Es refreden els tubs rapidament en gel.

Les mostres es van analitzar en un seqlienciador de DNA automatic (ABI 310, Applied

Biosystems).

7.7.7. Tipificacio del genotip HLA

La determinacié de ’HLA s’ha fet per teécniques estandard de DNA 1 s’ha realitzat

al North London Transfusion Centre sota la direcci6 de la Dr. Cristina Navarrete.
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7.8. Analisi estadistica

Totes les dades cliniques 1 patologiques dels pacients, aixi com els resultats de les
diferents determinacions que s’han anat obtenint durant el decurs del present estudi han
estat recopilades 1 introduides en les corresponents bases de dades utilitzant el programa

Microsoft® Access en el sistema operatiu Windows 97.

En la primera part d’aquesta tesi, els resultats s’han expressat com a medianes amb
rangs. La comparacio, entre els diferents grups de pacients, de les concentracions de TNF-
a i dels receptors pS5 i p75 solubles aixi com de membrana, es va fer utilitzant el test
Mann-Whitney U per a variables no paramétriques. Aquest test es va aplicar després
d’haver comprovat, utilitzant el test de Kolmogorov-Smirnov amb correcci6 de Lillieford,

que les diferents variables no seguien una distribucié normal.

L’analisi de correlacio entre les diferents variables de I’estudi es va realitzar utilitzant

I’Spearman’s rank test.

A fi d’establir el llindar de les concentracions plasmatiques de TNF-o i STNFR-p55 i
p75, es va determinar la sensibilitat, especificitat i es va calcular el valor predictiu positiu 1
negatiu per als diferents punts de tall, utilitzant per a aquests calculs els valors obtinguts
dels controls sans i1 dels nounats amb sépsia i xoc séptic. El valor predictiu positiu expressa
la probabilitat que existeixi la malaltia considerant un resultat del test positiu. El valor
predictiu negatiu es defineix com la probabilitat que un individu estigui lliure de la malaltia
amb un resultat del test negatiu. El valor optim del punt de tall ha de detectar tots els

veritablement malalts amb un baix nombre de resultats positius falsos.

L’analisi estadistica dels resultats es va realitzar amb el programa SPSS 8.0 per a

Windows.

Els diferents calculs i el tractament estadistic de les dades que s’ha utilitzat per a

’analisi del polimorfisme — 308 pb del gen del TNF-a es detalla a continuacio:
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L. Calcul de les freqiiencies genotipiques i al-léliques

Les fregiiencies genotipiques (f) es van calcular com la ratio entre el nombre

d’individus que presentaven el genotip a estudiar (n) 1 la mida de la mostra (N):

f=n/N

Les freqiiencies geniques o al-leliques es van calcular segons les expressions

seguents:

p=(AA+%Aa)/n g=(aa+%Aa)/n

sent p la freqliencia genica de ’al-lel A 1 ¢ la de I’al'lel a; AA, el nombre d’individus
homozigots per a I’al'lel A; Aa, el nombre d’heterozigots; aa, el nombre d’individus

homozigots per a I’al-lel a i n la mida de la mostra.

I1. Equilibri de Hardy-Weinberg:

Aquests autors van establir que en una poblacié panmictica el suficientment gran 1
no sotmesa a mutacions, seleccid ni migracio, les freqiiéncies dels genotips dels al-lels d’un
locus qualsevol es mantenen constants d’una generacié a la segiient. En aquestes

condicions, les freqiiéncies géniques determinen les freqliencies genotipiques:

AA =p2 Aa=2pq aa=gq
essent p i ¢ les freqiiencies dels al-lels A i a, respectivament.

La comprovacié que la distribucié de les freqiiéncies genotipiques s’ajustaven a
I’equilibri de Hardy-Weinberg es va fer calculant les freqiiéncies esperades de cada genotip

i comparant-les amb els valors observats utilitzant el test de *.

I11. Analisi d’associacio

Les freqliencies al-leliques i genotipiques en els grups de pacients es van comparar

amb les del grup control utilitzant el test x> amb correccid de Yates. El test de Fisher es va
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utilitzar en els casos on les freqiiéncies estimades eren inferiors a 5. L’analisi estadistica

dels resultats es va realitzar amb el programa SigmaStat® per a Windows.

A causa de les multiples comparacions fetes en les analisis d’associacio entre els
al-lels del TNF-a amb I’HLA, els valors de P es van corregir multiplicant pel nombre de

tests realitzats: 12 per a ’HLA-A, 18 per a ’'HLA-B i 10 per a ’HLA de classe II.

El grau d’associacio entre al-lels o d’un determinat al-lel amb la malaltia es va
mesurar mitjan¢ant I’anomenada oportunitat relativa (OR, odds ratio). L’OR es defineix
com la probabilitat que un individu pugui desenvolupar una malaltia sent portador d’un
al-lel determinat, comparada amb la probabilitat que aix0 succeeixi si no €s portador de

I’esmentat al-lel:

OR=n;xny/n;x n;

n;, €s la proporcio6 de pacients portadors de I’al-lel.
ny, és el nombre de controls portadors de I’al-lel.

n3 1 ny so6n la proporcié de pacients i controls respectivament, no portadors de ’al-lel.

Quan I’OR = I indica que no hi ha cap associacié amb la malaltia; quan I’OR és major o

menor que 1 indica ’existéncia d 'una associacio positiva o negativa, respectivament.

A fi d’avaluar quins eren els valors possibles de I’OR a la poblaci6 i con¢ixer amb
quina precisi6 s’ha estimat, es va calcular I’interval de confianca del 95% associat a cada
OR:

ORs = OR x e *1:96 % var (n OR)
OR; = OR x ¢ 196 var (i OR)
Onvar (In OR) = 1/n; + 1/ny + 1/n; + 1/ny

Si l'interval de confianga del 95% de I'OR inclou I’l, no es pot rebutjar la hipotesi que
I'OR de la poblacio sigui 1.

En tots els casos la significacio estadistica es va considerar a una P < 0,05.
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