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La ciencia, muchacho, esta hecha de errores, pero de errores Utiles de cometer,
pues poco a poco, conducen a la verdad.

Julio Verne
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Abreviaciones

Abreviaciones

1,25(0OH),-D: calcitriol
25(OH)D: calcidiol
ACP: andlisis de componentes principales

ADCC: citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpos

ADN: 4cido desoxirribonucleico

ADNCc: acido desoxirribonucleico
complementario

AF647: Alexa Fluor® 647

APC: célula presentadora de
antigeno/aloficocianina

APC-H7: aloficocianina H7

APP: proteina precursora amiloidea
ARN: &cido ribonucleico

BB515: Brilliant™ Blue 515

BLC: B lymphocyte chemoattractant
BCR: receptor de las células B
BGI: Beijing Genomics Institute
BHE: barrera hematoencefalica
BOC: bandas oligoclonales

BV605: Brilliant Violet™ 605
BV421.: Brilliant Violet™ 421
BWA: Burrows-Wheeler Aligner
CD: célula dendritica

CDC: citotoxicidad dependiente del
complemento

CDCV: modelo enfermedad comun-
variante comun

CDRV: modelo enfermedad comun-
variante rara

Cemcat: Centro de Esclerosis Mdltiple de
Catalufia

CMSP: células mononucleares de sangre
periférica

CNV: variacion en el nimero de copias
CXCR5: C-X-C motif chemokine receptor 5

CYP24A1: cytochrome P450 family 24
subfamily A member 1

DE: desviacion estandar

DHODH: enzima mitocondrial
dihidroorotato deshidrogenasa

DIS: diseminacion en el espacio
DIT: diseminacion en el tiempo

DMEM: medio Eagle modificado por
Dulbecco

EAE: encefalomielitis autoinmune
experimental

EDSS: escala del estatus de discapacidad
expandido

EM: esclerosis multiple

EMPP: esclerosis maltiple primariamente
progresiva

EMPR: esclerosis multiple progresiva
recurrente

EMRR: esclerosis multiple remitente
recurrente
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EMSP: esclerosis maltiple
secundariamente progresiva

ENCODE: ENCyclopedia Of DNA
Elements

ETS1: ETS proto-oncogene 1, transcription
factor

FBS: suero fetal bovino
FCRLL1: Fc receptor like 1
FITC: isotiocianato de fluoresceina

FLI1: Fli-1 proto-oncogene, ETS
transcription factor

FSC: dispersion de luz frontal

GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

GATK: Genome Analysis Tool Kit
GPCR: receptor acoplado a proteina G

GRCh37: Genome Reference Consortium
Human Build 37

GWAS: estudio de asociacion del genoma
completo

Hg19: Homo sapiens (human) genome
assembly GRCh37

HLA (o MHC): complejo mayor de
histocompatibilidad (human leukocyte
antigen)

HMM: modelo estadistico oculto de
Markov

IC: intervalo de confianza
IFN: interferdn

Ig: inmunoglobulina

IL: interleuquina

IMSGC: International Multiple Sclerosis
Genetics Consortium
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iINKT: célula NKT invariante
Kb: kilobases

LCR: liquido cefalorraquideo
LD: desequilibrio de ligamiento
Luc: luciferasa

MA: alelo minoritario

MAGNIMS: Magnetic Resonance Network
in Multiple Sclerosis

MAF: frecuencia del alelo minoritario
MBP: proteina basica de la mielina

MOG: glicoproteina de mielina del
oligodendrocitos

MR: resonancia magnética

MRI: imagen por resonancia magnética
NADbs: anticuerpos neutralizantes

NGS: secuenciacion de nueva generacion
NK: célula natural killer

NKT: célula T natural killer

OPC: célula precursora de oligodendrocitos
OR: odds ratio

Pb: pares de bases

PBS: tampdn fosfato salino

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa
PE: ficoeritrina

PerCP-Cy5.5: peridinin clorofil proteina
conjugado con cianina 5.5

PVE: potenciales visuales evocados
PWM: Matriz de peso por posicion
RA: alelo de referencia

RGS1.: regulator of G protein signaling 1



ROS: especies reactivas de oxigeno
Rpm: revoluciones por minuto

RPMI: medio Roswell Park Memorial
Institute

RT-PCR: PCR atiempo real
RXR: receptor X retinoide
SEM: error estandar de la media
Sl sistema inmune

SNC: sistema nervioso central

SNP: polimorfismo de un solo nucleétido

SSC: dispersion de luz lateral

TCR: receptor de las células T

Tfh: linfocito T colaborador folicular
Tfr: linfocito T regulador folicular

Th: linfocito T colaborador

TRAF3: TNF receptor associated factor 3

Treg: Linfocito T regulador

TSFM: Ts translation elongation factor,
mitochondrial

TSS: sitio de inicio de la transcripcion
UTR: region no traducida

VDR: receptor de la vitamina D
VDRE: Vitamin D response element
VEB: virus de Epstein-Barr

VHH-6: virus del herpes humano tipo 6
VR: variante rara

WT: wild type

XHMM: eXome-Hidden Markov Model

Abreviaciones
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Resumen

Varios estudios de asociacién del genoma completo (GWAS) han contribuido a la
caracterizacién del componente genético de la esclerosis maltiple (EM). Estos estudios
examinan cientos de miles o millones de polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs)
distribuidos por todo el genoma. Sin embargo, las variantes genéticas causales de la enfermedad
y los mecanismos patogénicos por los cuales se asocian con el riesgo de EM se desconocen.
Ademas, los GWAS analizan los SNPs comunes (frecuencia del alelo minoritario (MAF) >1%)
y no consideran la contribucion de las variantes raras. En este contexto, el objetivo de la
presente tesis fue identificar variantes genéticas asociadas con la susceptibilidad de EM y
estudiar sus implicaciones funcionales. La primera fase del estudio consisti6 en una
resecuenciacion de las regiones codificantes y reguladoras de 14 genes vinculados con el riesgo
de EM en una cohorte de 524 pacientes y 546 controles sanos. El andlisis de los datos se
estructur6 en tres bloques: a) la identificacién de variantes comunes asociadas con el riesgo de
EM; b) la deteccidn de genes que tienden a acumular variantes raras en pacientes con EM; y c)
el hallazgo de variantes estructurales asociadas con la susceptibilidad de desarrollar EM.
Respecto al primer bloque, se identificaron 32 SNPs comunes diferencialmente distribuidos
entre pacientes con EM vy controles sanos, de las que se hizo una seleccién para su validacion
mediante genotipado en una cohorte independiente de 3.450 pacientes y 1.688 controles. Entre
los validados, se escogieron dos para estudios adicionales: i) rs10892307 (CXCR5), para el que
se identific6 un SNP en alto desequilibrio de ligamiento (LD), rs11602393, cuyo alelo de riesgo
se asocié con una disminucion de la actividad del promotor de CXCR5 mediante un ensayo
reportero dual-luciferasa y con una reduccion del porcentaje de células T reguladoras circulantes
que expresaban CXCR5 en su superficie mediante citometria de flujo; y ii) rs2762943
(CYP24A1), para el cual se encontrd que los pacientes con EM portadores del alelo de riesgo
mostraban niveles de calcitriol en suero disminuidos y tendian a niveles aumentados de la
expresion génica de CYP24A1, codificante de una enzima que degrada la vitamina D, tras su
estimulacién in vitro con calcitriol en células mononucleares de sangre periférica (CMSP).
Referente al segundo bloque, se detectaron enriquecimientos de variantes raras mas
frecuentemente en pacientes con EM en regiones concretas de los genes FCRL1, RGS1, TRAF3
y CYP24A1, de los que el reportado en toda la secuencia de RGS1 se asoci6 con una expresion
génica de RGS1 disminuida en CMSP, con un menor porcentaje de células B circulantes que
expresan RGS1 en su membrana, y con una falta de respuesta a la estimulacion de CMSP in
vitro con interferon- B, todo en pacientes con EM. El tercer bloque reveld una delecion de los

exones 4-10 del gen FCRL1 en un paciente con EM pero, a pesar de validarla
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experimentalmente, no se identificaron mas individuos portadores para asociarla sélidamente
con la enfermedad. Los resultados obtenidos permiten concluir que la variante rs11602393 se
asocia con una disminucion de las células T reguladoras circulantes con capacidad migratoria
hacia los centros germinales mediante la quimioatraccion CXCR5-CXCL13; que el alelo de
riesgo del polimorfismo rs2762943 podria relacionarse con niveles disminuidos en suero de
calcitriol por una mayor actividad de la enzima CYP24AL1; que la presencia de variantes raras
asociadas al gen RGS1 puede influenciar la capacidad migratoria de las células B al reducir la
proporcion de las mismas que lo expresan y alterar la respuesta de las CMSP al tratamiento con

interferon-B, y que la delecion del gen FCRL1 todavia no puede asociarse con el riesgo de EM.
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Abstract

Several genome-wide association studies (GWAS) have contributed to the characterization of
the genetic component of multiple sclerosis (MS). These studies examine hundreds of thousands
or millions of single nucleotide polymorphisms (SNPs) distributed throughout the whole
genome. However, the causal genetic variants of the disease and the pathogenic mechanisms by
which they are associated with the risk of developing MS remain unknown. In addition, GWAS
are focused on common variants (minority allele frequency (MAF) >1%) and do not take into
account the contribution of the rare genetic variants. In this context, the objective of this thesis
was to identify genetic variants associated with MS susceptibility and to study their functional
implications. DNA resequencing of the coding and regulatory regions of 14 genes linked to MS
risk in a discovery cohort of 524 MS patients and 546 healthy controls comprised the first phase
of the study. The analysis of the data was structured in three blocks: a) the identification of
common variants associated with the risk of MS; b) the detection of genes that tend to
accumulate rare variants in MS patients; and ¢) the finding of structural variants associated with
the susceptibility to develop MS. Regarding the first block, 32 common SNPs differentially
distributed between MS patients and healthy controls were identified, from which a selection
was performed for their validation in an independent cohort of 3450 patients and 1688 controls
by means of genotyping. Among the validated polymorphisms, two were chosen for additional
studies: i) rs10892307 (CXCR5), for which a SNP was identified in high linkage disequilibrium
(LD), rs11602393, whose MS risk allele was associated with a decreased CXCR5 promoter
activity by a dual-luciferase reporter assay and with a reduced proportion of circulating
regulatory T cells expressing CXCR5 on their surface by flow cytometry; and ii) rs2762943
(CYP24A1), for which it was found that MS patients carrying the risk allele showed diminished
serum calcitriol levels and a trend for increased levels of CYP24Al gene expression, which
codes for an enzyme responsible for vitamin D degradation, after its in vitro stimulation with
calcitriol in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs). In reference to the second block, rare
variant enrichments were detected more frequently in MS patients within specific regions of the
FCRL1, RGS1, TRAF3 and CYP24A1 genes, of which the one reported in the whole sequence of
RGS1 was associated with a decreased RGS1 gene expression in PBMCs, with a lower
percentage of circulating B cells expressing RGS1 on their membrane, and with a lack of
response to in vitro stimulation of PBMCs with interferon-p, all in MS patients. The third block
uncovered a deletion of exons 4-10 in the FCRL1 gene in a patient with MS but, despite its
experimental validation, no additional carrier individuals could be identified to tightly associate

it with MS. Overall, the complete set of results led to conclude that i) the variant rs11602393 is
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associated with a decrease in circulating regulatory T cells with CXCR5-mediated migratory
capacity towards CXCL13 chemokine enriched germinal centers; ii) the risk allele of the
rs2762943 polymorphism could be related to a decrease in serum calcitriol levels influenced by
a higher CYP24A1 enzyme activity; iii) that the presence of rare variants associated with the
RGS1 gene can alter both the migratory capacity of B cells by reducing the proportion of them
expressing RGS1 and the response to in vitro exposure of PBMCs to interferon-p treatment;
and iv) that the FCRL1 deletion still cannot be associated with the risk of MS.
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1. Introduccion

1.1. La esclerosis multiple: definicidn y etiologia

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad inflamatoria crénica del sistema nervioso central
(SNC) caracterizada por desmielinizacion, gliosis reactiva y dafio neuronal. Cada uno de estos
componentes contribuye en un grado determinado al fenotipo del paciente con EM, lo que
conduce a que la enfermedad sea altamente heterogénea (1). Las manifestaciones clinicas de la
EM son altamente variables e incluyen sintomas motores, sensoriales, visuales y cognitivos, sin

ser ninguno de ellos especificos de la enfermedad (2).

La causa de la EM permanece desconocida. Sin embargo, la hipétesis mas aceptada desde hace
algunas décadas es la existencia de un proceso autoinmune en el SNC, el cual estaria
condicionado tanto por una predisposicién genética como por un componente ambiental (3). Los
principales factores ambientales asociados con la manifestacion de la EM son el tabaco, agentes

infecciosos (como el virus de Epstein-Barr) y los niveles de vitamina D.

1.2. Epidemiologia

La EM afecta principalmente a adultos jévenes y se diagnostica tipicamente entre los 20 y los
40 afios de edad (4). Es una enfermedad que predomina en el sexo femenino, con una

proporcion de casi 3 mujeres por cada hombre (5).

La Figura 1 representa la prevalencia de la EM en las diferentes regiones geograficas a nivel
mundial. El grupo étnico caucasico es el mas afectado por la EM (6). En Europa, existe un
gradiente decreciente de prevalencia de la enfermedad desde el norte hacia el sur del continente.
Concretamente, en Espafia 47.000 personas sufren EM, por lo que la prevalencia es de casi 100
pacientes por cada 100.000 habitantes. Ademas, segun los datos de la Sociedad Espafiola de
Neurologia (SEN), en nuestro pais se diagnostican 1.800 casos nuevos cada afo. Estas elevadas
cifras suponen que la EM sea una enfermedad con un importante impacto social por ser la causa
no traumatica mas frecuente de discapacidad neuroldgica en los adultos jovenes en nuestro pais
(7). A nivel global, sin embargo, la prevalencia media de la EM es de 33 individuos afectados
por cada 100.000 habitantes. Esta cifra reducida con respecto a Espafia se debe a la baja
prevalencia de la enfermedad en Asia oriental y en el Africa subsahariana (2 pacientes por cada
100.000 habitantes) (8).
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La disminucién de la esperanza de vida de un paciente diagnosticado de EM es moderada; los
pacientes con EM viven aproximadamente 7 afios menos en comparacion con la poblacién
general (75.9 afios vs 83.4 afios) (8,9).

Prevalencia de la
esclerosis multiple
por cada 100.000
>20
90-120
60-90
20-60
5-20

<5

Sin datos

OONR0NN

Figura 1. Distribucion geografica de la esclerosis multiple a nivel mundial. Figura adaptada de la

revision de Shapira y col. (10).

1.3. Formas clinicas

En la mayoria de los casos, la EM cursa con la presencia de brotes que afectan a diferentes areas
del SNC (2). Un brote o exacerbacion es un episodio clinico de al menos 24 horas de duracion
en el que aparecen nuevos sintomas de la enfermedad o un aumento de los ya presentes (11).
Estos sintomas varian en funcion de la zona del SNC afectada y suelen ir acompafiados de una
mayor discapacidad; la mayoria de los pacientes con EM experimentan sintomas que incluyen
movilidad, vision y funcion cognitiva disminuidas, asi como depresién y la fatiga (12).

El curso de la EM no puede pronosticarse y es altamente heterogéneo. Lo mismo ocurre con la
sintomatologia. Sin embargo, se ha conseguido consensuar una clasificacion de los pacientes
con EM por patrones generales de presentacion de la enfermedad, que han permitido que se

reconozcan varios subtipos de EM (13). Las definiciones de los posibles cursos clinicos fueron
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definidas por un comité internacional de expertos (14) y se revisaron recientemente para

confirmar su validez (15).

El primer episodio clinico o brote con caracteristicas sugestivas de EM se conoce como
sindrome clinico aislado (CIS, por clinically isolated syndrome). El curso de la EM después del
CIS es variable; el riesgo a largo plazo de desarrollar una EM clinicamente definida es del 60-
80% cuando existen lesiones en la resonancia magnética (MR, por magnetic resonance) y del
20% cuando la imagen por resonancia magnética (MRI, por magnetic resonance imaging) es
normal aparte de la lesion sintomatica (16). De forma general, la EM puede presentarse o

evolucionar siguiendo cuatro formas clinicas diferentes (Figura 2).

1.3.1. Esclerosis multiple remitente recurrente (EMRR)

Es el tipo més frecuente. Afecta al 85-90% de los pacientes con EM (17). Este tipo de EM se
caracteriza por la presencia de brotes sintomaticos seguidos de periodos de remision en los que
los sintomas mejoran o desaparecen (18). Sin embargo, a medida que avanza la enfermedad, la
mejora experimentada en la remision es menor (13). En la EMRR, los brotes coinciden con

inflamacion y desmielinizacion focalizada en el SNC.

1.3.2. Esclerosis multiple secundariamente progresiva (EMSP)

Practicamente el 80% de los pacientes con EMRR evolucionan hacia la forma progresiva
secundaria (EMSP) una o dos décadas después del diagnostico (13). El tratamiento preventivo
con agentes modificadores de la enfermedad o inmunomoduladores ayuda a retrasar dicha
progresion (18). En este tipo de EM, predomina el empeoramiento progresivo de la funcion
neurolégica respecto a los procesos inflamatorios, lo que supone una acumulacion de

discapacidad (fuente: http://www.nationalmssociety.org).

Dentro de la EMSP se pueden apreciar episodios de actividad (con la presencia de brotes y/o
evidencia de nuevas lesiones en la MRI) y episodios de no actividad de la enfermedad, asi como
episodios de progresion (evidencias de empeoramiento, con o sin brotes) y de no progresion

(fuente: http://www.nationalmssociety.org).
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1.3.3. Esclerosis multiple primariamente progresiva (EMPP)

Afecta al 10-15% de los pacientes de EM (19). Se caracteriza por un empeoramiento constante
de los sintomas desde el diagndstico. Los pacientes con EMPP no presentan brotes ni
remisiones, pero en alguna ocasién si pueden existir periodos de estabilidad (20). Curiosamente,
en esta forma clinica no se observa predominancia de su incidencia en mujeres y los pacientes
debutan mas tarde (21).

1.3.4. Esclerosis multiple progresiva recurrente (EMPR)

Se trata de una forma parecida a la EMPP pero sin periodos de estabilidad. El paciente presenta
tanto una progresion constante como episodios de brotes. Es una forma clinica con una
incidencia muy baja entre los pacientes. Cabe resaltar que existe cierta controversia sobre este
término; de hecho, fue eliminado en la revision de Lublin y col. (15).

EM remitente
recurrente

EM secundariamente
progresiva

Discapacidad

EM primariamente
progresiva

1 /\ N
A A EM progresiva
A recurrente

v

Tiempo

—— Estable
— Brote
Progresion

Figura 2. Diferentes formas clinicas de la esclerosis multiple.
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1.4. Diagnostico

En el pasado, el diagndstico de la EM era exclusivamente clinico (22). Desde que se
establecieron los criterios diagndsticos de Poser y col. en 1983 se afiadid la necesidad de
demostrar diseminacion de las lesiones desmielinizantes del SNC en el espacio (DIS, por
dissemination in space) y en el tiempo (DIT, por dissemination in time) y de excluir otras
enfermedades (23). Los criterios de Poser clasificaban a los pacientes con EM en funcién del
numero de brotes, las evidencias clinicas y paraclinicas, la presencia de bandas oligoclonales
(BOC) de inmunoglobulina G (IgG) y/o un incremento del indice de IgG (I1gG en el liquido
cefalorraquideo (LCR)/IgG en suero). Sin embargo, en 2001, McDonald y col. reevaluaron
estos criterios y propusieron una serie de modificaciones, entre las que destaca la integracion de
la imagen por MRI en el diagndstico (24). En 2010, el Grupo Europeo del MAGNIMS
(Magnetic Resonance Network in Multiple Sclerosis) publicd una revision de los criterios de
McDonald 2001, donde se subray6 la posibilidad de establecer un diagnéstico de EM partiendo
de una primera y Unica resonancia magnética (RM), sin la necesidad de un espacio de tiempo y
de una segunda RM, lo que permitiria un diagnéstico precoz (25). La ultima revision de los
criterios de McDonald se realiz6 en 2017 por Thompson y col. (26). En ella, se realizaron los
siguientes cambios: i) en pacientes con un CIS y una demostracién clinica o de MR de DIS, la
presencia de BOC permite un diagnéstico de EM; ii) las lesiones sintomaticas pueden utilizarse
para demostrar la DIS o la DIT en pacientes con sindrome supratentorial, infratentorial o de
médula espinal; y iii) las lesiones corticales pueden usarse para demostrar la DIS. Todo lo
expuesto evidencia que los criterios puramente clinicos de McDonald estan apoyados por
pruebas diagnosticas complementarias, tales como las imagenes por resonancia magnética
(MRI), el analisis del LCR vy los potenciales visuales evocados (PVE) (27), las cuales se

resumen a continuacion.

1.4.1. MRI

La MR es una técnica altamente sensible para detectar lesiones desmielinizantes en el SNC (25)
y crucial para el diagndstico de la EM. Las imagenes por RM potenciadas en T2 muestran
anormalidades en la sustancia blanca en el 95% de los pacientes (28); sin embargo, su sola
presencia no permite el diagnoéstico de la enfermedad (29). La Figura 3 representa las

caracteristicas tipicas de las lesiones encontradas en pacientes con EM mediante MRI.
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Figura 3. a y b| Lesiones periventriculares
conocidas como dedos de Dawson (flechas
y caja); c| Lesién yuxtacortical en forma de
S (caja); d| Lesiones corticales (cajas); e| El
signo de la vena central, tipico en EM
(caja); f| Lesion en la médula espinal (caja).
Extraida de Geraldes y col. (30).

1.4.2. Analisis del liquido cefalorraquideo (LCR) — Bandas oligoclonales
(BOC)

Las bandas oligoclonales (BOC) son bandas de proteinas que se detectan en la region de las
inmunoglobulinas por isoelectroenfoque y técnicas de inmunotransferencia. La presencia de
BOC de inmunoglobulina G (I1gG) en el liquido cefalorraquideo (LCR), pero no en el suero, es
una alteracion inmunoldgica que sugiere la sintesis intratecal de inmunoglobulinas. Se observa
en casi el 90% de los pacientes con EM (31) y cuanto mayor sea su nimero, peor prondstico
(32), mientras que su ausencia se asocia con un curso benigno de la EM (33).

1.4.3. Potenciales visuales evocados (PVE)

Los potenciales visuales evocados (PVE) son estudios no invasivos que determinan la respuesta
electrofisioldgica del sistema nervioso ante un estimulo visual externo. Se utilizan para evaluar
las vias de conduccion visuales a través del nervio dptico y el cerebro (34) y para localizar sitios
afectados por la patologia. Las respuestas se recogen colocando electrodos en el I16bulo occipital
del paciente. Los potenciales visuales en algunas series son anormales en un alto porcentaje de

los pacientes con diagndstico definitivo de EM.

1.5. Anatomia patologica

Hoy en dia, todavia hay quien defiende que la EM es principalmente un proceso
neurodegenerativo con implicacion secundaria del sistema inmune (35). Sin embargo, una

inmensa evidencia sitda a la EM como una enfermedad inmunomediada en primera instancia.
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Los principales eventos patologicos que
AN A /\/ ocurren en el SNC de pacientes con EM

| RR SPenhbrote  SP sin brote PP son la desmielinizacion, la inflamacion, la

Inflamacion multifocal

neurodegeneracion y la gliosis reactiva. Los

bmnismos de . L
reparacion EMSP) se caracterizan por el predominio
o Dedeneracion axonal

fenotipos que cursan con brotes (EMRR vy

de la inflamacién multifocal. A medida que
Figura 4. Balance entre los mecanismos

fisiopatoldgicos que ocurren en la EM. RR: EM
remitente-recurrente; SP: EM secundariamente sin brotes, predomina el componente
progesiva; PP: EM primariamente progresiva.
Adaptada de Grigoriadis y col. (36).

la EM progresa hacia fenotipos que cursan

neurodegenerativo y fallan los mecanismos

de reparacion del SNC (Figura 4).

1.5.1. Desmielinizacion

La desmielinizacion es la pérdida de la vaina de mielina que recubre y protege a los axones de
las neuronas. El principal signo patoldgico de la EM consiste en la presencia de placas de
desmielinizacion multifocales en el SNC, con grados variables de inflamacion,
neurodegeneracion y gliosis y caracterizadas por la infiltracion de células inmunes, proceso
ausente en el tejido nervioso normal (37). Estas placas se diseminan a lo largo de todo el SNC,
pero predominan en la region cervical de la médula espinal, el nervio Optico, el tronco
encefalico, el cerebelo y las regiones yuxtacortical y periventricular de la sustancia blanca
(38,39). Ademas, aunque son mas frecuentes en la sustancia blanca del SNC, también pueden

encontrarse en la sustancia gris, donde son menos inflamatorias (40).

La mielina es destruida por los macrofagos, actividad que va precedida o acompafiada de
apoptosis de oligodendrocitos, los cuales pierden sus prolongaciones y, por tanto, su capacidad
de mielinizar (41). Actualmente, se acepta la hipotesis de que la causa de la desmielinizacion es
una reaccion autoinmune contra la propia mielina y contra los oligodendrocitos productores de
mielina (42).

1.5.2. Lesiones inflamatorias

La inflamacion es una caracteristica presente durante todas las etapas de la EM. Todos los
pacientes con EM presentan infiltrados inflamatorios perivasculares, lo que sugiere que la
desmielinizacion y la neurodegeneracién podrian ser de naturaleza inflamatoria (39). Los

infiltrados inflamatorios estan formados principalmente por macrofagos activados/microglia y
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linfocitos T CD8* citotdxicos y, en menor medida, por linfocitos T CD4* colaboradores,
linfocitos B y células plasmaticas (43). Se ha observado que las lesiones desmielinizantes mas
activas muestran una mayor densidad de infiltrado inflamatorio (44). Ademas, la microglia
activada produce especies reactivas de oxigeno (ROS, por reactive oxygen species), las cuales
estin implicadas en préacticamente todas las condiciones neurodegenerativas Yy

neuroinflamatorias descritas (45) y causan disfuncién mitocondrial.

1.5.3. Neurodegeneracion y pérdida axonal

En las lesiones cronicas, el grado de neurodegeneracion es variable (36,46), se correlaciona con
el nivel de inflamacion, especialmente en las formas progresivas de la EM (44), y finalmente
tiene como consecuencia la pérdida total del axon mediante un proceso progresivo lento (47), el
cual tiene repercusiones directas sobre la discapacidad neuroldgica que sufre el paciente (46).
De hecho, la progresién de la EM depende en gran parte de la pérdida acumulativa de axones
(2). Respecto a los mecanismos que subyacen al dafio axonal, se ha observado que los defectos
mitocondriales producidos por las ROS dan lugar a un estado de deficiencia energética que, a su
vez, desencadena la degeneracién axonal (48). Las mitocondrias también son importantes para
el mantenimiento de la homeostasis del calcio, cuyo desequilibrio intra-axonal también puede
resultar en neurodegeneracion. Ademas, la proteina precursora amiloidea (APP, por Amyloid
Precursor Protein), que es la molécula precursora del f-amiloide, se acumula en los axones
dafados (49) y puede utilizarse como marcador de dafio axonal, ya que no se detecta en tejido

normal (46).

En los Gltimos afos, se ha despertado el interés hacia los cambios degenerativos observados en
la sustancia de gris de pacientes con EM, descritos incluso en las primeras fases de la
enfermedad, los cuales son independientes de la desmielinizacion. Ademés, mientras que las
lesiones de la sustancia blanca se caracterizan por la presencia de células inmunes infiltradas, en
las lesiones de la sustancia gris apenas se observan estas células (50), hecho que obstaculiza ain
mas el estudio del vinculo entre la inflamacion y la neurodegeneracion en la EM. A dia de hoy,
aun se duda si las lesiones corticales son secundarias al dafio axonal o son procesos patol6gicos

primarios.

Por ultimo, cabe resaltar que se postula que el fallo de la remielinizacion en la fase crénica de
enfermed se debe no a la destruccion de células precursoras de oligodendrocitos (OPCs) locales,
sino a la incapacidad de dichas OPCs para proliferar y diferenciarse, al menos en las lesiones

cerebrales (51).
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1.5.4. Gliosis reactiva

La gliosis reactiva es la proliferacién y activacién de las células gliales como respuesta al dafio
del SNC. En la EM, es muy caracteristica la presencia de astrogliosis. En ella, debido a la
destruccion de neuronas proximas, los astrocitos cambian su patrén de expresion molecular, asi
como su morfologia, y proliferan rodeando las placas de desmielinizacién. Como consecuencia,

se forman cicatrices gliales (52).

1.6. Inmunopatogénesis

La inmunopatogénesis de la EM es un campo con todavia muchos aspectos por elucidar.
Diversos estudios inmunoldgicos, genéticos e histopatolégicos en pacientes con EM han
demostrado que el sistema inmune (SI) juega un papel fundamental en la patogénesis de la
enfermedad. La hip6tesis de que la EM es una enfermedad autoinmune proviene principalmente
de las similitudes observadas entre la EM y su modelo animal, la encefalomielitis autoinmune
experimental (EAE) (3).

1.6.1. Componente celular de la respuesta inmunitaria en la EM

En la EM, las células tanto del sistema inmune innato como del adaptativo estan

descompensadas.
1.6.1.1. Sistema inmunitario adaptativo o adquirido

El componente celular del sistema inmunitario adaptativo esta formado por las células T y las
células B. Las células T pueden encontrase en las lesiones del SNC de pacientes con EM desde
las primeras fases de la enfermedad (43). Las células B también tienen un papel importante en la
EM como precursoras de células plasmaticas secretoras de anticuerpos y como células
presentadoras de antigenos (APCs) para activar células T (53), aunque su abundancia en el
infiltrado inflamatorio varia mas a lo largo de la progresion de la enfermedad que en el caso de
las células T (13).

i) Linfocitos T CD4"

Los linfocitos T CD4* siempre se han considerado los principales mediadores de la EM en base

a estudios con la EAE donde la inyeccion de células T CD4* mielina-especificas induce la
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enfermedad (54). En pacientes con EM las células T CD4* reconocen concretamente a las
proteinas derivadas de la mielina, como la proteina basica de la mielina (MBP, por myelin basic
protein) o la glicoproteina de mielina del oligodendrocitos (MOG, por myelin-oligodendrocyte
glycoprotein); pero este acontecimiento también ocurre en individuos sanos, por lo que se
teoriza que el reconocimiento ocurre con mayor frecuencia o avidez en pacientes con EM (55).
Otro hecho que sitta a los linfocitos T CD4* como principales impulsores de la EM es que los
principales factores genéticos asociados a la EM se localizan en la region del complejo mayor
de histocompatibilidad (MHC, por major histocompatibility complex) de clase Il del genoma
(56), que juega un papel fundamental en el desarrollo de la tolerancia central de las células T en

el timo y en la presentacion de antigenos a los linfocitos T CD4* (57).

Cuando las APCs presentan un antigeno similar a algin autoantigeno del SNC a las células T
CD4* naive en los tejidos linfoides secundarios, éstas se activan, proliferan y se diferencian a
una de las poblaciones de células T CD4* efectoras representadas en la Figura 5. Estas células
pueden distinguirse por sus perfiles Unicos de produccién de citocinas, por su también Unica
expresion de receptores de citocinas y por sus funciones exclusivas (58,59). Lo que determina
gue una célula T CD4* naive se diferencie hacia un subtipo celular u otro es el conjunto de
genes que dichas células expresan, lo cual esta a su vez influenciado por el conjunto de citocinas

presentes en el ambiente producidas por las propias APCs (60).

IL-4
IL-5
IL-13

TNF-a IL-8 IL-21 IL-17
IL-4  IFN-

@ Figura 5. Diferenciacion de las células T CD4*
& TH‘ naive a las distintas poblaciones de células T
B % %

= / CD4* efectoras. En funciéon de las citocinas

predominantes en el ambiente, los linfocitos T CD4*

naive se diferencian a un subtipo de células T CD4*
.8 \” & efectoras concreto. Una vez diferenciadas, cada tipo
celular liberara citocinas especificas:

proinflamatorias, antiinflamatorias y/o reguladoras.

IL-22
IL-15
INF-a

IL-10 AR: &cido retinoico.

Las células Thly Thl7 son los principales subtipos de células T CD4"* efectoras implicadas en
la EM, aunque hay mucha controversia para decidir su importancia relativa en la patogénesis de
la enfermedad y en sus diferentes etapas (61). Si el ambiente es rico en IL-12 e interferon-y
(IFN-y), las células T CD4" naive se diferencian a células T efectoras 1 (Thl) (62), que secretan

citocinas proinflamatorias, predominantemente IFN-y, pero también TNF-a, IL-2 0 IL-8 (63), ¥
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median la respuesta inmune contra patdgenos intracelualres viricos y bacterianos (64) y las
reacciones alérgicas. Por otro lado, la combinacién de IL-6 y TGF-B induce el desarrollo de
células T efectoras 17 (Th17) a partir de las células T CD4* naive (65); ademas, la IL-23 es
necesaria para la expansion y mantenimiento de estas células (66). Otro estudio observo que la
presencia de IL-6, IL-23 e IL-1p también induce la diferenciaciéon a Th17 en ausencia de TGF-3
(67). Las células Th17 secretan las citocina proinflamatoria IL-17 y la reguladora IL-22 (68,69),
mediante las que controlan infecciones extracelulares bacterianas y fungicas (64). Cuando
predominan IL-2 o IL-4, las células T CD4" naive se diferencian a células T efectoras 2 (Th2)
(70), que producen citocinas antiinflamatorias, como IL-4, IL-5 o IL-13 (71), para eliminar
parasitos extracelulares como los helmintos (72). Se ha observado que la IL-12, inductora de la
diferenciacion a Thl, bloguea la generacion de células Th2 (73). Ademas, la relacion Th1/Th2
es alta en pacientes con EM. Cuando en el ambiente hay una elevada concentracién de IL-4 y
TGF-B, las células T CD4" naive se diferencian en células T efectoras 9 (Th9) (74).
Interesantemente, la presencia de Unicamente IL-4 no induce la diferenciacién a Th9, sino a
Th2. Lo mismo ocurre con la presencia de s6lo TGF-p, que daria lugar a células T reguladoras
(Treg), y no a células Th9, con la IL-2 y el acido retinoico (AR) contribuyendo a este proceso
(75). Las células Treg producen citocinas reguladoras, como IL-10, y su funcion es mantener la
homeostasis, activacion y funcion linfocitaria (64), prevenir la autoinmunidad y controlar la
magnitud de la respuesta inflamatoria (76). Recientemente, se ha descubierto que las células
Treg promueven la remielinizacion en el SNC (77). Las células T CD4* naive se diferencian a
células Th22 en presencia de IL-6 y TNFa (78), células que principalmente secretan IL-22,
citocina de naturaleza dual pro y antiinflamatoria, IL-15 y TNFa, ambas proinflamatorias (79).
Se ha observado un aumento de las células Th22 mielina-especificas en la periferia y en el LCR
de pacientes con EMRR. Ademas, se ha demostrado su resistencia al IFN-B (80). En presencia
de IL-21 e IL-6, las células T CD4" naive se diferencian a células T auxiliares foliculares (Tfh,
por T-follicular helper) (81,82), que expresan CXCRS5, PD-1 y Bcl6 y producen principalmente
IL-21 (83). Estas células se localizan en los 6rganos linfoides secundarios, donde proporcionan
sefiales de proliferacion, supervivencia y diferenciacion a las células B de los centros germinales
(84), lo que evidencia su papel crucial en la reaccion del centro germinal (CG), esquematizada
en la Figura 6. El objetivo de la reaccion es que las células B maduras se diferencien a células B
de memoria o0 a células plasmaticas productoras de anticuerpos de alta afinidad que aseguren
una proteccion a largo plazo frente al mismo patégeno que ha desencadenado la reaccion (85).
Este desenlace va precedido de varias rondas de hipermutacion somatica, expansion clonal
(ambos en la zona oscura del CG) y seleccion basada en su competitividad por la unién al
antigeno (en la zona clara) (86). Se ha observado que las Tfh controlan la seleccion de las
células B de alta afinidad en la zona clara y determinan si ya pueden diferenciarse o deben

volver a la zona oscura y experimentar de nuevo hipermutacién somatica y expasion clonal (87).
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Un riesgo asociado a la reaccion del GC es la posibilidad de que se produzcan mutaciones que
generen clones de células B autorreactivas. Cabe afiadir que se han observado formaciones de

CGs ectopicos en tejidos no linfoides de pacientes con enfermedades autoinmunes (85).
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Figura 6. Reaccién del centro germinal: la base de la inmunidad humoral dependiente de células T.
Los centros germinales (CGs) son estructuras especializadas dentro de los foliculos de los érganos
linfoides secundarios donde se produce una colaboracién entre células B antigeno-especificas células Tth
y células dendriticas foliculares. Las células B naive recirculan constantemente a través de los 6rganos
linfoides secundarios en busca de infeccion. Cuando encuentran un antigeno, se congregan en la frontera
entre la zona de células T y los foliculos de células B (zona T-B) en busca de la ayuda de las células T,
previamente activadas por el mismo antigeno presentado por CDs. La interaccion entre las células T y las
células B conlleva la proliferacion de éstas con la ayuda de las Tfh, mediante interaccién directa o
secrecidn de citocinas. A partir de aqui, las células B pueden bien diferenciarse directamente a células B
memoria 0 a células plasmaticas productoras de anticuerpos, o bien formar el CG, donde se mueven
bidireccionalmente entre la zona clara y la zona oscura para experimentar varias rondas de hipermutacion
somatica, expansion clonal y maduracion de afinidad para diferenciarse a uno de los dos tipos
mencionados. EI nimero de rondas es controlado por las células Tfh. AC: anticuerpos; AG: antigeno; CD:

célula dendritica; CG: centro germinal. Adaptada de Kurosaki y col. (88).

Recientemente, se han identificado unas células en la periferia que comparten propiedades
funcionales con las Tth de ganglios linfaticos y bazo: las Tfh circulantes (89). Estas, expresan
de forma constitutiva CXCR5, PD-1 s6lo cuando estan activadas y Bcl6 no lo expresan (90).

Por ultimo, cabe nombrar a las células T reguladoras foliculares (Tfr, por T-follicular
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regulatory), un subtipo de células Treg diferenciadas a partir de células Treg convencionales y
localizadas en los centros germinales, aunque también en la circulacién. Las Tfr expresan
FoxP3, CD25 y CXCR5 y se encargan de suprimir la reaccion del CG mediante la inactivacién
tanto de las células B como de las Tfh (91). En pacientes con EM se ha observado una

disminucién de la frecuencia de las Tfr, asi como de su funcién supresora (92).

La produccion de citocinas proinflamatorias por las células T CD4" autorreactivas efectoras,
especialmente por las Thl y las Thl7, y la expresién de moléculas de adhesion, enzimas
proteoliticas y ROS por las células inmunes de los pacientes con EM, facilitan la extravasacion
de los leucocitos al SNC (93). Una vez en el SNC, las APCs locales (macréfagos, microglia y
células dendriticas) presentan los péptidos de la mielina en el contexto del MHC de clase Il a los
linfocitos T CD4* mielina-especificos que han atravesado la BHE. Asi, éstos se reactivan y se
produce una respuesta inflamatoria en la que liberan mediadores solubles y citocinas
proinflamatorias que ejercen varias acciones: por un lado, pueden romper més la BHE y
estimular la quimiotaxis, lo que resulta en una segunda oleada de reclutamiento de células
inflamatorias en el SNC (3). Por otro lado, pueden destruir la mielina por si solas. Por Gltimo,
pueden activar a las células de la microglia, con la consiguiente produccién de otras citocinas y

ROS que también dafian a la mielina.

ii) Linfocitos T CD8*

Aunque clasicamente se ha situado a las células T CD4* como principales mediadoras de la EM,
el analisis de las células T presentes en lesiones de cerebro de pacientes con EM ha aumentado
el interés hacia la implicacion de las células T CD8* en la patogénesis de la enfermedad al
detectar su presencia. De hecho, algunos estudios han demostrado que, al contrario de lo
obsevado en el modelo animal, las células T CD8* predominan sobre las células T CD4* en las
lesiones desmielinizantes de los pacientes con EM (94), hallazgo identificado por primera vez
en el parénquima cerebral (95) y posteriormente observado en las acumulaciones leucocitarias
de los espacios perivasculares de lesiones activas de pacientes con EMPP (96). Ademas, el
numero de células T CD8* en las lesiones de pacientes con EM se correlaciona con el grado del
dafio axonal existente (97). Sin embargo, el mecanismo exacto mediante el cual atraviesan la

BHE aln se desconoce (98).

El perfil citotoxico de las células T CD8* refuerza su implicacion en la EM; las células T CD8*
producen citocinas proinflamatorias, asi como moléculas con efecto citolitico, como la perforina
y la granzima, que lisan sus células diana en el contexto del MHC de clase I. Una vez resuelta la

infeccion normal, los clones experimentan apoptosis y tan solo el 10% persisten como células

45



Introduccion

memoria (99) que protegen contra una reinfeccion pero que también pueden ser patogénicas si
reconocen autoantigenos, Otro hecho que apoya su papel en la patogénesis de la EM es que
existe una evidencia de expansion oligoclonal de células T CD8" en lesiones desmielinizantes
del SNC y en LCR de pacientes con EM (100). Sin embargo, no se conoce el antigeno
reconocido especificamente por las células T CD8* patogénicas, aunque si se ha observado que
la transferencia adoptiva de células T CD8+ activadas contra la mielina induce EAE severa
(101). Es interesante mencionar que también existe una subpoblacion de células T CD8*
reguladoras con efecto supresor y/o citotdxico sobre las células T CD4* patogénicas. La funcién
reguladora de estas células se media a través de una combinacion de regulacion mediada por el
IFN-y y citotoxicidad mediada por la perforina (102). Se ha observado que en pacientes con EM
esta subpoblacién tiene la capacidad citolitica disminuida, favoreciendo la presencia de células
T CD4" autorreactivas (103). Por altimo, otro hallazgo que apoya la involucracion de las células
T CD8" en la fisiopatologia de la enfermedad es la asociacion de varios polimorfismos en la
region del MHC de clase | con la EM (104-106). Por todo ello, el desarrollo de tratamientos
especificamente dirigidos hacia las células T CD8* podria ser pertinente.

iii) Linfocitos B

La inmunidad humoral también juega un papel importante en la patogénesis de la EM. Se ha
descrito expansion clonal de células B autorreactivas en lesiones del SNC, en LCR y en sangre
de pacientes con EM (107,108). En el SNC, las células B forman parte del infiltrado
inflamatorio presente en las lesiones activas de los pacientes con EM, donde principalmente se
encuentran en el espacio perivascular, pero también en el parénquima (109). Ademas, se ha
observado que las células B forman agregados de tipo folicular en el espacio subaracnoideo de
las meninges de algunos pacientes con EM, cuya organizacion suele ser en forma de centros
germinales. Estos agregados son caracteristicos de formas progresivas de EM (110), aunque
también se han observado en estadios tempranos de EMRR (111). Su permanencia en el SNC
puede ser porque éste se ha definido como un ambiente propenso a fomentar la supervivencia y
desarrollo de las células B, ya que las células residentes del SNC producen mediadores como
CXCL12 (CXC-chemokine ligand 12, cuyo receptor CXCR4 esta altamente expresado en
células B), BAFF (B cell activating factor) o APRIL (a proliferation-inducing ligand) (112).
Ademas, se observa una presencia continua de BOC de inmunoglobulina G (1gG) en el LCR de
mas del 95% de los pacientes con EM, un producto de la expansién clonal de células B (113).
Respecto a la sangre de pacientes con EM, también se ha observado la acumulacién de clones

de células B autorreactivas, lo que puede deberse a que la funcion defectuosa de las células T
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reguladoras reduce la tolerancia periférica a las células B (114), al igual que se describid para

las células T autorreactivas.

La participacion de las células B en la inmunopatogénesis de la EM también se apoya en la
observacion que el tratamiento con anticuerpos monoclonales anti-CD20, el cual depleciona las
células B inmaduras y maduras pero no las células plasméaticas CD20", reduce rapidamente la
formacion de nuevas lesiones en el SNC (53). Las principales funciones patogénicas de las
células B en la EM son: i) la secrecion de autoanticuerpos que, aungue ain no se conoce con
certeza su especificidad, si se han propuesto algunos autoantigenos como posible diana, tales
como MOG (115); ii) la liberacién de citocinas proinflamatorias (IL-6, LT, TNF, etc.),
habiéndose demostrado que la secrecién de IL-6 por células B es mayor en pacientes con EM
gue en controles sanos (116) y que el TNF puede inducir la apoptosis de oligodendrocitos (117);
0 iii) la presentacién de antigenos a los linfocitos T CD4* patogénicos via el MHC de clase I,

con su consiguiente activacion (118), campo aln poco estudiado.

1.6.1.2. Sistema inmunitario innato

El sistema inmune innato es la primera linea de defensa frente a patdgenos. Varios estudios
recientes sugieren que también participa en la patogénesis de la EM, principalmente mediante la
influencia sobre la funcién efectora de las células T y B, las cuales a su vez expresan citocinas y

marcadores de activacion que activan aun mas a las células del sistema inmune innato (119).

i) Células dendriticas

Las células dendriticas (CDs) son APCs profesionales cuya interaccion con los linfocitos T
CD4* naive es critica para la diferenciacion de éstos a células efectoras (120). Ademas, las CDs
son capaces de activar a las células natural killer (NKs) mediante la liberacion de I1L-12 e IL-15
(121) y de modular su proliferaciéon y funcion mediante la secrecion de IL-27 (122). También se
ha descrito que liberan osteopontina, una citocina proinflamatoria que afecta a la progresion de
la EM (123) y que promueve la superviviencia de las células T activadas (124). En pacientes
con EM, las CDs abundan en lesiones inflamatorias del SNC, en el LCR y en la circulacion
(125), donde ademas presentan alteraciones fenotipicas y/o funcionales respecto a individuos
sanos (126): producen altos niveles de TNF-a, IFN-y e IL-6 (citocinas proinflamatorias), lo que
va acompafiado de una mayor respuesta inflamatoria de las células T. Todo ello sugiere un

estado activo y proinflamatorio de las CDs, contribuyendo asi a la patogénesis de la EM (127).
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ii) Fagocitos (macréfagos y microglia)

En pacientes con EM, la destruccion de la mielina en el SNC también se asocia con células con
capacidad fagocitica o fagocitos (128), de los que existen dos tipos que difieren en su origen. En
primer lugar, en el SNC existen macr6fagos derivados de monocitos periféricos. Estos presentan
un fenotipo activado con una expresion aumentada de citocinas proinflamatorias y
metaloproteinasas de matriz extracelular (MMPs, por matrix metalloproteinases) en pacientes
con EM, lo que facilita su infiltracion en el SNC, donde se diferencian a macréfagos que
fagocitan la mielina. En segundo lugar, las células de la microglia residente activada de forma
local también actian como macréfagos en el SNC, los cuales presentan antigenos, producen
citocinas (129,130) y se activan en respuesta a la neurodegeneracion, infecciones, o inflamacion
(131). En la EAE se ha observado que los macr6fagos derivados de monocitos parecen iniciar la
desmielinizacion, mientras que los derivados de la microglia eliminan debris celulares y, por
tanto, promueven la recuperacion del tejido (132). Otro reciente estudio ha observado una
dualidad funcional dentro de la microglia: por un lado, expresan moléculas antiinflamatorias, se
encargan de la fagocitosis de debris celulares y liberan factores neurotréficos, lo que favoreceria
la remielinizacion; por otro lado, actian como APCs, secretan moléculas proinflamatorias y
fagocitan mielina, lo que potenciaria la desmielinizacion (133). Merece la pena destacar que los
macrofagos son las células predominantes en las lesiones desmielinizantes y su ndmero se
corresponde con el dafio tisular. En la EAE, la activacion de los macréfagos mediada por células
T es critica para la desmielinizacién inflamatoria (134). De hecho, la microglia y las células T
infiltradas en el SNC estan muy proximas en las lesiones de pacientes con EM y en la EAE, lo
que sugiere una interaccion entre ellas. Se ha propuesto una estimulacion reciproca: las células

T activan a la microglia y la microglia ya activada es capaz de activar a las células T (135).

iii) Células natural killer

Las células natural killer (NK) son linfocitos con un papel clave en la conexion entre el sistema
inmune innato y el adaptativo. En base a la expresion de CD56 en su superficie, se clasifican
como células efectoras (CD56%™) o reguladoras (CD56°™"). Las células NK CD56%™ muestran
mayor actividad citotoxica que las CD56""" (136) y expresan las enzimas proteoliticas
perforina y granzima (137), mientras que las células NK CD56""" expresan bajos niveles de

dichas enzimas (138) y secretan grandes cantidades citocinas inmunoreguladoras (136).

En pacientes con EM, en cuyas lesiones desmielinizantes se han observado células NK (139), se
han atribuido tanto funciones patogénicas como protectoras a diferentes subpoblaciones de

celulas NK en el SNC en funcion del subtipo celular y del ambiente. Por un lado, se ha
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observado la actividad citotoxica de algunas NKs hacia oligodendrocitos, astrocitos y microglia
durante la inflamacion; por otro lado, existen células NK que participan en la proteccion y

reparacion del SNC mediante la produccion de factores neurotroficos (119).

iv) Otras células del Sl innato

Otras células del sistema inmune innato a destacar son los mastocitos, las células NKT
invariantes (iNKT, por invariant natural killer T cells) y las células T y3. Los mastocitos son
células mieloides que contienen granulos citoplasmaticos en cuyo interior se encuentra la
histamina, asi como otros mediadores quimicos y citocinas (140) que, al ser secretados, act(ian
sobre CDs, neutrdfilos y linfocitos y pueden afectar a la diferenciacion de los linfocitos T CD4*
naive a efectores (141). En pacientes con EM se ha detectado la presencia de mastocitos en las
placas de desmielinizacion inflamatoria del SNC (142). Las células iNKT son una poblacion
que comparte propiedades con las células T y con las NK caracterizada por expresar las cadenas
ap invariantes del receptor de las células T (TCR) y moléculas de superficie presentes en las
células NK (143). Estas células producen citocinas implicadas en la prevencion de la
autoinmunidad, como IL-10 y TGF-B (119). En pacientes con EM, el niumero total de células
iNKT en sangre periférica esta disminuido (144). Por Gltimo, las células T yd son un subtipo de
linfocitos T que, a diferencia de las células T ap, ejerce su funcion como parte del sistema
inmune innato y se caracteriza por poseer un TCR diferente originado a partir de una
reorganizacion distinta del gen que lo codifica (145). Se localizan en la piel y la mucosa (146),
aunque también se han observado en la circulacion (147). En pacientes con EM, se ha detectado

su aumento en LCR (148), en lesiones activas y cronicas (149) y en sangre periférica (150).

1.6.2. Mecanismos inmunopatogénicos

No hay una respuesta indudable a la pregunta de si la EM se origina en la periferia o en el SNC,
aungue si esta esclarecido que en ambos lugares ocurren procesos inmunopatogénicos que

subyacen a la enfermedad.

1.6.2.1. Cambios inmunoldgicos periféricos

En la ontogenia de los linfocitos T en el timo, la mayoria de los autorreactivos son eliminados
gracias a la tolerancia central (151). Pero la imperfeccion de este proceso conduce a que algunos

se liberen a la periferia, donde ocurren los mecanismos de tolerancia periférica, como la
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inactivacion directa de los linfocitos T autorreactivos mediante delecion clonal o induccion de
anergia (152), o los mecanismos inmunosupresores ejercidos por las células Treg para que no se
activen (153,154). En sangre periférica y en LCR de pacientes con EM se han encontrado
linfocitos T autorreactivos especificos contra la mielina y, aunque también pueden encontrarse
en individuos sanos, los presentes en los pacientes con EM muestran un fenotipo mas activo,
una mayor avidez por la mielina (55) y una mayor produccion de citocinas proinflamatorias
(155). Estas diferencias conducen a pensar que en la EM se rompe la tolerancia periférica, lo
gue puede deberse a la alteracidon tanto de factores intrinsecos a las células T (mecanismos
transcripcionales o epigenéticos, receptores de citocinas, etc.) como de factores extrinsecos
(descompensacion de las células Treg) (156,157) . La hiperactivacion de los linfocitos T
autorreactivos va acompariada de una sobreexpresion de moléculas de adhesion que los hace
mas propensos a interaccionar con la BHE vy, asi, a infiltrase en el SNC, donde median la
respuesta inflamatoria contra la mielina (3). Dicha infiltracion ocurre junto con monocitos y
linfocitos B activados (158). ElI mecanismo exacto de activacion de los linfocitos T
autorreactivos se desconoce, pero existen varias hipétesis. Una de ellas propone que la
activacion ocurre mediante mimetismo molecular: las células T CD4* naive que reconocen a un
epitopo presente en un agente infeccioso se encuentran con las APCs que les presentan dicho
patdégeno en los tejidos linfoides secundarios, se activan y, posteriormente, se produce una
reactividad cruzada contra un antigeno propio que comparte el epitopo desencadenante
(159,160). Otra hipotesis sostiene que existen receptores de los linfocitos T (TCRs) degenerados
gue reconocen epitopos enddgenos de la mielina presentes de forma constitutiva en los ganglios
linfaticos cervicales (161-163), proceso conocido como epitope spreading. Una tercera
hipétesis es que cuando se produce una infeccién por un virus irrelevante pero que desencadena
la liberacion de diferentes citocinas, éstas pueden provocar una activacion bystander de células
T autorreactivas (164). Por Gltimo, un estudio identifico en 2010 células T CD8* que expresan
un TCR dual especifico tanto para la MBP como para antigenos virales, cuya activacion

también podria inducir reacciones autoinmunes (165).

1.6.2.2. Migracidn celular y cambios en el sistema nervioso central

Como se menciond previamente, algunos autores proponen que la EM se inicia en el SNC, de
modo que eventos intrinsecos al mismo, aun sin elucidar, podrian desencadenar el desarrollo de
la enfermedad, con la infiltracion de linfocitos autorreactivos como fendmeno secundario. Uno
de los eventos postulados como candidatos es una reaccién inflamatoria ante una infeccidn viral

en el SNC (158). A pesar de no existir una confirmacion del lugar de origen de la enfermedad, si
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se sabe con certeza que la migracion de linfocitos autorreactivos activados desde la periferia al

SNC atravesando la BHE es un paso crucial para la formacion de lesiones en la EM.

La BHE, que limita la entrada de proteinas y células del torrente sanguineo al SNC, esta
formada por células endoteliales unidas mediante uniones estrechas (166). Los pericitos (167),
las células microgliales perivasculares, los astrocitos y las neuronas contribuyen a la regulacion
funcional de las uniones estrechas y al mantenimiento de la integridad de la BHE (168).
Mientras que los linfocitos T en reposo tienen capacidad limitada para invadir el SNC, los
linfocitos T activados expresan moléculas (receptores de quimiocinas, citocinas inflamatorias,
moléculas de adhesién celular (MACSs), integrinas, MMPs y RQOS) que promueven su
extravasaciéon al SNC mediante la afectacidn sobre la permeabilidad de la BHE (93). Las células
endoteliales de la BHE expresan MACs que reconocen con los ligandos presentes en los
leucocitos activados, cuya interaccion media la transmigracion de las células inmunes al SNC.
Una vez en el SNC, los linfocitos T necesitan ser reactivados por APCs locales para ejercer el

dafio (155). A modo de resumen, la Figura 7 representa la inmunopatogénesis de la EM.
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Figura 7. Inmunopatogénesis de la EM. Las células del sistema inmune son activadas en la periferia y
atraviesan la BHE mediante su interaccion con las moléculas de adhesion de las células endoteliales de la
BHE. Ya en el SNC, la reactivacion de las células inmunes por las APCs locales mediante la presentacién
de péptidos de la mielina desencadena la produccion de citocinas proinflamatorias, que pueden romper
mas la BHE y atraer a nuevas células immunes, pueden atacar a la mielina directamente, o pueden activar

a las células de la microglia, las cuales también dafarian la mielina. Adaptada de Dolati y col. (169).
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1.7. Tratamiento

El objetivo de los tratamientos es reducir la frecuencia y severidad de los brotes y el desarrollo
de nuevas lesiones, asi como ralentizar la progresion de la discapacidad de los pacientes.
Algunos neurdlogos hablan de poder “congelar” el estado patoldgico del paciente. Sin embargo,
no existe ningun tratamiento eficaz que frene completamente la evolucion de la EM. La alta
heterogeneidad clinica y patoldgica de la EM implica que se requiera mas de un enfoque a la
hora de tratar la enfermedad, de los que el tratamiento con interferon-beta (IFN- B) es el méas

comdan.

Los interferones son citocinas que participan en la regulacion de la respuesta inmune frente a
patdgenos (170). La accién del IFN- B desencadena los siguientes resultados: limitacion de la
migracion leucocitaria a través de la BHE, incremento de la produccion de células NK
CD56"9" estimulacion de la produccion de factores troficos in vitro, como NGF, que median
en la reparacion de tejidos, aumento de la produccion de citocinas antiinflamatorias y reduccion
de la produccién de citocinas proinflamatorias (171). Ademas, un estudio observé que el IFN-B
puede suprimir la proliferacién de células T CD4* y CD8* autorreactivas en la periferia (172).
Otros tratamientos contra la EM son el acetato de glatiramero (AG), el dimetil fumarato (DMF),
la teriflunomida, los anticuerpos monoclonales (mAbs) anti-CD20, el natalizuma, el fingolimod

o el alemtuzumab.

1.8. Complejidad de la EM

La EM es una enfermedad de etiologia desconocida y de patogenia compleja que se desarrolla
como resultado de la convergencia de factores genéticos y ambientales con eventos reguladores
post-gendmicos y epigenéticos, como reorganizaciones genéticas, splicing y edicion del ARNm,

metilacion o microARNS.

1.8.1. Factores ambientales

En este apartado se abordaran los principales factores ambientales que se han descrito como

factores de susceptibilidad para desarrollar EM.
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1.8.1.1. La vitamina D

La vitamina D es una molécula liposoluble que desempefia un papel importante en la regulacién
de la funcién inmune y en la reduccion de la inflamacion (173). Se ha reportado su efecto
protector para la EM, lo que se basa en una disminucion del riesgo de desarrollar la enfermedad
asociada a la exposicién solar, ya que la vitamina D es sintetizada por la piel cuando ésta se
expone al sol (174), y a la ingesta de suplementos de vitamina D (175). Ademas, altos niveles
en suero de la forma 25(0OH)-D, el precursor de la vitamina 1,25(OH).-D, se correlacionan con
una reduccion en la actividad de la EM observada mediante RM, con una tasa de progresion
mas lenta y con un menor nimero de brotes de los pacientes (176-178). También se ha
observado que los niveles en suero tanto de 25(0OH)-D como de la forma fisiol6gicamente activa
de la vitamina D, 1,25(0OH).-D, son menores en pacientes con EMRR que en controles sanos;
sin embargo, curiosamente, no se observa esta diferencia entre pacientes con EMPP y controles
sanos (179).

1.8.1.2. Gradiente latitudinal

Muchos estudios indican que la incidencia y la prevalencia de la EM en una poblacion son
mayores cuanto mas alejada esté del ecuador (180), aunque otras investigaciones sefialan que

esta correlacion podria ser un artefacto (181,182).

1.8.1.3. Tabaco

Diversos estudios han relacionado fumar tabaco con un mayor riesgo de desarrollar EM (183),
asociacion aun mas fuerte en hombres que en mujeres (184). Varios autores indican que fumar
tabaco también tiene una influencia negativa sobre la progresion de la EMRR hacia formas
progresivas (185,186), aunque estos resultados no han sido uniformes en todos los estudios.
Ademas, se ha observado que el riesgo de desarrollar anticuerpos neutralizantes (NAbs, por

neutralizing antibodies) contra el IFN-B es mayor en fumadores que en no fumadores (187).

1.8.1.4. Dieta y obesidad

Varios estudios epidemioldgicos indican que un alto consumo de grasa animal saturada se
asocia con una mayor incidencia de EM y que la ingesta de suplementos de &cidos grasos

omega-3 podria influir positivamente en el curso de la EM (188). Durante los ultimos afios, la
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dieta mediterranea esta adquiriendo relevancia a la hora de combatir la EM y un mayor
consumo de frutas y verduras se ha relacionado con un menor riesgo de desarrollar EM (189).
Sin embargo, en este campo también hay resultados contradictorios (190) y muchos autores
sefialan que la dieta mediterranea simplemente favorece la salud de la poblacion general, y no
especificamente la de los pacientes con EM. La obesidad si esta mas s6lidamente asociada a la
EM; varios estudios demuestran que la obesidad en la infancia y en la adolescencia son factores
de riesgo para la susceptibilidad a la EM, asociacién demostrada consistentemente en mujeres y
de forma menos sélida en hombres (191). Ademas, un estudio reciente indica que un indice de
masa corporal (IMC) genéticamente elevado se asocia con un mayor riesgo de EM, lo que

proporciona otra evidencia del papel causal de la obesidad en la etiologia de la EM (192).

1.8.1.5. Microbiota

La microbiota intestinal es el conjunto de bacterias, arqueas, hongos, eucariotas y virus que
residen en las superficies mucosas del intestino, mientras que su material genético se conoce
como microbioma. Actualmente, el estudio del papel de la microbiota comensal en la
patogénesis de la EM esta en expansion debido a que diversas investigaciones con EAE
demuestran que la microbiota intestinal i) puede modular el sistema inmune del huésped, ii)
altera la integridad y la funcién de barreras biolégicas, tales como la barrera intestinal, y iii)
tiene un efecto directo sobre las células residentes del SNC (193). Estudios con humanos han
demostrado que los pacientes con EM poseen una disbiosis microbiana intestinal respecto a los
individuos sanos. Este desbalance del equilibrio microbiano se caracteriza por un incremento en
la abundancia de géneros con efecto proinflamatorio en pacientes con EM, mientras que los
individuos sanos muestran una mayor abundancia de géneros con efecto regulador sobre los
linfocitos T (194).

1.8.1.6. Higiene

La hipdtesis de la higiene sugiere que la escasa exposicion a patdgenos durante la infancia
puede aumentar el riesgo de desarrollar alergias o enfermedades autoinmunes en individuos
susceptibles (195). Numerosos estudios han observado que la prevalencia de la EM en los paises
desarrollados excede la de las regiones caracterizadas por infecciones infantiles generalizadas o
por una higiene deficiente. Especificamente, un estudio concluy6 que existe una correlacion
negativa entre la incidencia de la EM y la presencia del helminto de distribucion mundial
Trichuris trichiura, el cual predomina en los lugares con una higiene menor (196). Ademas, dos

recientes meta-analisis han demostrado que la infeccion con Helicobacter pylori se correlaciona
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negativamente con la EM (197,198). También se ha hipotetizado que la infeccion con el parésito
Toxoplasma gondii podria proteger contra la EM (199). A modo de conclusion, se puede decir
que la higiene excesiva puede limitar la exposicién a compuestos inmunomoduladores de los

microorganismos comensales que ofrecen proteccidn contra enfermedades inmunomediadas.

1.8.1.7. Infecciones virales

Cada vez hay mas evidencias de que los virus pueden desempefiar cierto papel en la patogénesis
de la EM, siendo el virus de Epstein-Barr (VEB) principalmente y el virus del herpes humano
tipo 6 (VHH-6) los méas solidamente asociados (200,201). El hallazgo mas importante que
asocia al VEB con la EM es una mayor seroprevalencia y titulos mas altos de anticuerpos contra
el VEB en pacientes con EM respecto a individuos sanos (202). Se han propuesto varios
posibles mecanismos biol6gicos que podrian explicar como el VEB puede inducir la aparicion
de EM, entre los que destacan dos: en primer lugar, el mimetismo molecular, es decir, la
respuesta inmune de linfocitos autorreactivos que reconocen la MBP frente a péptidos
compartidos entre ésta y el VEB, de modo que, ante una infeccion, dichos linfocitos se
activarian y podrian atravesar la BHE, causando una reaccion inflamatoria en el SNC al
reaccionar contra la mielina (161,203). El segundo mecanismo seria la activacion inespecifica
(bystander) de células del sistema inmune VEB-especificas como consecuencia de la infeccion
por dicho virus, causando un ataque al propio sistema inmune (204). Las principales células
candidatas a mediar esta accion son los linfocitos T CD8*, ya que se ha demostrado que la
frecuencia de células T CD8* especificas para los antigenos liticos del VEB aumenta en la
sangre durante el brote en pacientes con EMRR (205). En el caso del VHH-6, su ADN, ARN o
proteina se encuentran aumentados en distintos fluidos corporales y en tejido cerebral de
pacientes con EM comparados con controles sanos (206). También se han propuesto diferentes
mecanismos de accion del VHH-6 en EM, como son el mimetismo molecular de algunos
péptidos del VHH-6 con la MBP (162), la infeccion de astrocitos en el SNC con la consiguiente
creacion de un entorno proinflamatorio que estimula la infiltracién de leucocitos (207), la
promocion de la infiltracion leucocitaria en el SNC por la quimioatraccion desencadenada por la
similitud entre proteinas codificadas por el VHH-6 y receptores humanos de quimiocinas o la
infeccion de células endoteliales, aumentando su capacidad de secretar quimiocinas

proinflamatorias y reclutando asi células inmunes al SNC (208).
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1.8.2. Factores genéticos

La variacion genética constituye aproximadamente el 30% del riesgo total de la EM (158). Las
numerosas investigaciones han identificado un nimero de variantes genéticas asociadas a la
enfermedad que, en su conjunto, constituyen mas de la mitad del componente genético de la
EM. A continuacion, se desarrollard un apartado donde se detalla el camino que ha seguido la
busqueda de los genes que determinan el riesgo de desarrollar EM a lo largo de los afios, asi

como las regiones mas fuertemente asociadas.

1.9. La genética de la esclerosis multiple

1.9.1. Busqueda de biomarcadores genéticos para la EM

Dado que la EM no sigue un patron de herencia mendeliana, la busqueda de variantes genéticas
asociadas a la enfermedad es esencial para construir la estructura genética de la misma. El
objetivo de ello es identificar variantes que puedan clasificarse en la categoria de biomarcadores
para la EM, los cuales se definen como cualquier sustancia, estructura o proceso que puede
medirse en el cuerpo, o sus productos, e influir o predecir la incidencia de un resultado o
enfermedad (209). Toda nueva identificacion de un biomarcador debe incluir una fase de

descubrimiento en un nimero limitado de muestras y una de validacion de los resultados (210).

En el caso de la EM, los biomarcadores se clasifican en cuatro categorias segun su capacidad
para i) predecir la susceptibilidad de desarrollar EM, ii) asegurar un diagndstico correcto, iii)
constituir un indicador de la forma clinica o la actividad de la enfermedad, e iv) identificar
pacientes con riesgo de desarrollar efectos adversos ante un tratamiento (210). Los
biomarcadores genéticos pueden incluirse dentro de cualquiera de las cuatro categorias y
consisten en cualquier variacién a nivel de la secuencia del ADN, aunque los polimorfismos de
un solo nucleétido (SNPs, por Single Nucleotide Polymorphisms) son las variaciones mas
utilizadas debido a la disponibilidad de tecnologias de secuenciacion masiva y genotipado de
alto rendimiento (211). El objetivo final es identificar variantes genéticas con una frecuencia del
alelo minoritario diferente entre dos grupos, en funcion del pardmetro que se esté estudiando
(susceptibilidad a la EM, respuesta al interferdn-p, etc.). La importancia de los biomarcadores
genéticos en una enfermedad tan heterogénea como la EM reside en su utilidad bien para
determinar la susceptibilidad a la misma, lo que permitiria un diagnéstico temprano, o bien para
encuadrar a cada paciente en un contexto patoldgico desde el inicio de la EM, pudiendo asi

estratificar a los pacientes y seleccionar tratamientos 6ptimos personalizados para cada uno.
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1.9.2. El riesgo de recurrencia en la EM

Aunque la EM no es una enfermedad hereditaria, diversos estudios han demostrado que presenta
cierta agregacién familiar, pero sin un patron de herencia mendeliana. A finales del siglo XX se
publicaron los primeros trabajos que evidencian la contribucion de los genes a la etiologia de la
EM (212). Como muestra la Figura 8, estos trabajos revelan un aumento en la incidencia de la
EM en familiares de primer grado de consanguinidad con respecto a la poblacion general.
Ademas, diversos estudios genéticos han documentado una concordancia del 25-30% entre
gemelos monocigoticos frente al ~5% en gemelos dicig6ticos (213). También se ha observado
gue cuando ambos progenitores estan afectados por la EM, el riesgo de que su descendencia
desarrolle la enfermedad es mayor que si solo est4 afectado uno de ellos (214). Ademas, el
riesgo de recurrencia asociado a medios hermanos es aproximadamente la mitad que el asociado
a hermanos completos (215). Por ultimo, cabe resaltar que en estudios realizados con pacientes
con EM que habian sido adoptados, no se observé una incidencia mayor en la familia adoptante
respecto a la poblacién general (216), lo que resalta el importante papel de los genes en la
susceptibilidad de desarrollar EM y que no so6lo participa el componente ambiental. Sin
embargo, el hecho de que no siempre exista concordancia para desarrollar EM en individuos

genéticamente idénticos (gemelos monocigéticos) confirma que existen otros factores de riesgo.

57



Introduccion

35
O a0
® 25
20 Riesgo de
recurrencia
O =
=10
®ee :
] o
o o —
8 838 g 2ge 222 ¢ T T
£ ¥ &8z sEg3fT = F35 £ g g >
2 £ 8§ o E a £ ) a 2 g  Relacién con
‘S g Y— .50 O Q (%) o oo
= T s < 2 g elpaciente
S s ) o 0
g v 5 % 5 o de EM
o 2 £ £ = =
e £ ¢ 5
QE) S @ O =
oo (o)
(] le) —
(G] =
Q o
)
2 5
c
© £
E &
() T
T
25% 12, 5% 0%

C I
- genética

Figura 8. El riesgo de recurrencia en la EM. Se representa la probabilidad de desarrollar EM respecto a
la relacion familiar que se tenga con el paciente de EM. La barra inferior indica el porcentaje del

componente genético compartido. Adaptada de Oksenberg y col. (213).

1.9.3. Genes asociados con la EM

El esclarecimiento de la existencia de un componente genético subyacente a la EM impulso el
inicio de numerosas investigaciones con el objetivo de identificar genes asociados a la
enfermedad y elucidar la arquitectura genética de la EM. Entre los loci de susceptibilidad

identificados, se observa una predominancia de genes relevantes para el sistema inmunologico.

58



Introduccion

1.9.3.1. Genes del complejo HLA

En humanos, la regién del MHC se denomina sistema del antigeno leucocitario humano (HLA,
por human leukocyte antigens). El sistema o complejo HLA se sitla en el brazo corto del
cromosoma 6 (locus 6p21.3), abarca ~3,5 megabases con mas de 220 genes alojados y es la
region con mayor densidad de genes del genoma humano (217), asi como la que exhibe los
niveles mas altos de polimorfismo (218). Ademas, esta region se caracteriza por la existencia de
un alto desequilibrio de ligamiento (LD, por linkage disequlibrium), cuya distribucién no es

homogénea a lo largo de toda la region MHC, sino en forma de grandes bloques haplotipicos.

Como muestra la Figura 9, el sistema

Cromosoma 6 HLA se divide en las regiones HLA-

I, HLA-1II 'y HLA-I, de la mas

Complejo HLA - . .
meee — proxima al centrmero a la mas
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se subdivide en distintos genes o loci.
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Figura 9. Representacién esquematica del MHC en  HLA-I codifican glucoproteinas de la
humanos: el denominado sistema HLA. membrana plasmética implicadas en

los mecanismos de presentacion de
antigenos a los linfocitos T, mientras que los genes de la region HLA-III codifican citocinas y
proteinas del sistema del complemento, TNF-a y TNF-R, entre otros. EI WHO Nomenclature
Committee for Factors of the HLA System ha establecido una nomenclatura oficial para nombrar
a las diferentes variantes alélicas que se identifican dentro del sistema HLA: el prefijo HLA
siempre aparece y va seguido de un guion, el gen correspondiente y un asterisco, campo a partir
del cual se especifica mediante distintos digitos el grupo alélico o la proteina codificada. Para

mas informacién, consultar la pagina web http://hla.alleles.org/nomenclature/index.html.

Las primeras asociaciones genéticas con el riesgo de desarrollar EM se identificaron en la
region del HLA y, durante varias décadas, fue el Gnico locus asociado de forma consistente a la
EM. En el afio 1972, la EM se asocio con los alelos del HLA clase | HLA-A*03 (219) y HLA-
B*07 (220), pero mas adelante se descubrid que eran eventos secundarios a la asociacion del
alelo del HLA clase Il HLA-DR2 (221). Afios después, se realizé un mapeo fino y se observé
que el haplotipo que realmente confiere susceptibilidad a la EM es el HLA-DRB5*0101-HLA-
DRB1*1501-HLA-DQA1*0102-HLA-DQB1*0602 (denominado DRZ2) en poblaciones del
norte de Europa (222,223). El alto LD entre estos loci dificultd la identificacion de un dnico

locus causal, aunque mas adelante se observd que estos 4 polimorfismos no siempre se
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encuentran en el mismo haplotipo, es decir, no siempre se heredan juntos. A dia de hoy, se
considera que el alelo HLA-DRB1*1501 es el principal factor genético asociado a la EM (224—
226), ya que ha sido vinculado a la enfermedad de forma consistente en practicamente todas las
poblaciones testadas. Ademas, se ha demostrado que la vitamina D es capaz de regular la
expresion del alelo HLA-DRB1*1501, lo que supone una conexién entre uno de los principales
factores ambientales asociados a la EM y su factor genético central (227). Como dato también
interesante, la presencia de BOC en el LCR de pacientes con EM se ha correlacionado
positivamente con la presencia del alelo HLA-DRB1*1501 en diferentes poblaciones de Japén
(228), Suecia (229), Australia (230) y Espafia (231), hallazgo que conecta uno de los principales
factores diagnosticos de la enfermedad de nuevo con su componente genético central. En el caso
de Japdn y Suecia, la presencia de BOC en el LCR de pacientes con EM se ha correlacionado
negativamente con el alelo HLA-DRB1*0405.

Un hecho que aumenta adn mas la complejidad de la asociacion del sistema HLA con la EM es
la existencia de numerosas interacciones epistaticas dentro de la region HLA de clase Il, de
modo que determinadas variantes genéticas anulan el efecto conferido por ciertos haplotipos del
gen HLA-DRBL1, mientras que otros genes pueden actuar como modificadores de la enfermedad
(213).

1.9.3.2. Otros genes asociados

Dado que la EM es una enfermedad en la que se postula que un conjunto de genes contribuyen a
la susceptibildiad a la misma, durante las Ultimas décadas se han llevado a cabo diversos tipos

de estudios con la finalidad de identificar genes asociados con la EM fuera de la region HLA.

i) Estudios en familias

Tal y como se mencion6 previamente, en la EM se puede observar cierta acumulacion familiar
de la enfermedad. Pero cuando afecta a una familia, lo hace de forma irregular. Por ello, no se
puede concluir que se trata de una enfermedad con herencia mendeliana. Con la finalidad de
identificar algin gen que contribuya al riesgo de desarrollar EM, se comenzaron a realizar
estudios en familias con dos o m&s miembros afectados de EM pertenecientes al menos a dos
generaciones distintas para identificar un componente genético comin y desenmarcarar
marcadores genéticos que han sido heredados (Figura 10). Sin embargo, la aplicacion de estos
estudios para la identificacion de genes asociados con la EM va acompafiada de importantes

limitaciones: (i) en primer lugar, son més Utiles y concluyentes para enfermedades con herencia
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monogénica que para enfermedades poligénicas, como la EM; (ii) ademas, la mayoria de los
pacientes con EM no tienen ningun familiar con la enfermedad, por lo que no es facil conseguir
un tamafio muestral adecuado. Por todo ello, los estudios de ligamiento en familias s6lo han
reportado asociacion de la region HLA con la EM una vez mas, pero no han permitido

identificar asociacion fuera de ella (232).

[ H@®
t| tl Figura 10. Familia valida para estudios de
ligamiento. Diagrama representativo de una
familia con varios miembros (color negro)
O afectados de una enfermedad.

ii) Estudios de asociacion en genes candidatos

La primera fase para realizar estos estudios consiste en la eleccion de genes candidatos a ser
asociados con la EM en base a diferentes hipdtesis, como su previa asociacion con otras
enfermedades inmunomediadas, autoinmunes o desmielinizantes o su funcion bioldgica relativa
a procesos potencialmente relacionados con la patogénesis de la EM (233). Una vez detectada
una asociacion, el polimorfismo podria ser el causal o estar en alto LD con el realmente causal.
Gracias a estos estudios, se han identificado varios loci implicados en la EM, incluidos algunos
genes en la region del HLA de clase | (219) y de clase 1l (234), el gen IL7RA (235), el gen
CHTA (236) o el gen SOCS1 (237). A pesar de su precision, los estudios de genes candidatos
han sido criticados debido a tres desventajas principales: la especificidad de sus resultados sobre
una poblacién concreta (238), la falta de replicacion de los resultados obtenidos y su capacidad
limitada para incluir todos los posibles genes y polimorfismos causales (239). Sin embargo, hoy
en dia se utiliza como abordaje el realizar meta-anélisis de los resultados de varios estudios de
asociacion en genes candidatos para resolver sus limitaciones y para aumentar el poder
estadistico. A modo de resumen, los meta-analisis de estudios de asociacion de genes candidatos
realizados hasta ahora han confirmado la asociacion con la EM de polimorfismos situados en 15

genes, pero no lo han conseguido en el caso de 14 genes (238).
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iii) Estudios de asociacion del genoma completo (GWAS)

Los estudios de asociacion del genoma completo (GWAS, por genome-wide association
studies) han permitido solucionar parcialmente las limitaciones de los estudios en genes
candidatos. Los GWAS se basan en examinar o genotipar de forma simultanea un gran nimero
de polimorfismos genéticos, seleccionados sin partir de ninguna hipotesis, en grandes cohortes
para determinar si existe asociacion de alguno de ellos con el fenotipo de interés. En la EM, los
GWAS se han utilizado para elucidar los factores genéticos asociados con la susceptibilidad a
desarrollar la enfermedad, con aspectos clinicos (niveles de IgG, BOCs, lesiones cerebrales,
edad de inicio, etc.), con el fenotipo del paciente o con la respuesta al tratamiento (233). Dada la
existencia de grandes bloques de LD a lo largo del genoma, en los GWAS es posible utilizar un
nimero de SNPs relativamente pequefio (tag SNPs), cada uno representativo de un grupo de
SNPs mas numeroso o haplotipo (240). EI nimero de SNPs incluidos en los GWAS realizados
hasta la fecha varia ampliamente (con un rango de 262 K a aproximadamente 600 K). Ademas,
s6lo los SNPs cuyos alelos minoritarios son comunes (frecuencia de alelo menor, 0 MAF,
superior al 1%) se incluyeron en el disefio de dichos GWAS. Cabe destacar que en algunos
estudios sélo se estudiaron los SNPs con una MAF superior al 5%. Todos los GWAS realizados
constan de dos fases: una inicial de descubrimiento y una de replicacion, en la que se validan los

resultados en una cohorte independiente.

El primer GWAS en EM se publicé en el afio 2007 e incluia 931 trios familiares (formados por
un paciente con EM y sus dos progenitores) y grupos caso-control (241). Los autores mostraron
su decepcion al observar en el Manhattan Plot que la Unica linea de puntos que superaba el
umbral de asociacion p<1x107 aparecia en el cromosoma 6 (Figura 11), lo que supondria volver

a reportar una asociacion de la region HLA con la EM.

10 T p<lx1078

]

Distribucién observada
(-logio del P valor)

13 14 15 16 17 18 19202122 x

Cromosoma

Figura 11. Esquema del primer GWAS desarrollado en EM. En él, se incluyeron 931 trios familiares.
Los p valores (mostrados como -logio) de los resultados se representan a lo largo de todos los
cromosomas del genoma. El locus de riesgo clasico en el cromosoma 6p21, el HLA-DR, destaca con una

fuerte significacion estadistica (p<1x10-%1) (241).
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Sin embargo, para futuras investigaciones, se tuvieron en cuenta los “hits” identificados en otros
cromosomas que, aunque no superaban el umbral de significacion, podrian ser indicios de
asociacion. De hecho, la seleccion de 110 SNPs de este primer GWAS para su validacion
condujo a la identificacion de genes de susceptibilidad a la EM fuera de la region HLA, como
alelos del gen IL2RA o del gen IL7RA.

A partir del afio 2007, se han realizado numerosos GWAS. En todos ellos, independientemente
del resto de loci identificados, el locus HLA se reporté como asociado a la EM de forma sélida.
El segundo GWAS en EM se realizd en el afio 2008 e incluy6 242 pacientes con EM y 242
controles sanos (242). En este caso, se analizaron 500.000 SNPs y se seleccionaron 320 para ser
genotipados en una cohorte de replicacion independiente espafiola caucasica. De ellos, los 8 que
se validaron con el mayor poder estadistico se genotiparon en una segunda cohorte de
replicacién estadounidense caucasica para su confirmacion y se observd que las asociaciones
mas fuertes correspondian a los SNPs rs3129934 (HLA, p=1,4x10?) y rs1327328 (1331.3,
p=0,0018), siendo la ultima regién un nuevo locus de riesgo para la EM. Sin embargo, segln
estudios de simulacién, los GWAS con menos de 2.000 casos y 2.000 controles en la fase de
descubrimiento tendran poco poder para detectar asociaciones tipicas para variantes comunes
(243); de ahi que estas asociaciones no alcancen el nivel de significacion de GWAS (p=5x10%)
(244). También en 2008, Aulchenko y col. publicaron el tercer GWAS en EM (245), en el que
identificaron una nueva variante genética, rs10492972 (KIF1B), asociada con el riesgo de
desarrollar EM. Inicialmente, detectaron este SNP en una pequefia cohorte holandesa de 45
pacientes con EM y 195 controles (p=0,0004) y posteriormente lo replicaron en tres cohortes
independientes (procedentes de Holanda, Suiza y Canadd); el meta-analisis del total de 2.679

casos y 3.125 controles que constituyen estas tres cohortes resultd significativo (2,5x107°).

Fue en 2009 cuando se publicé el cuarto GWAS en EM, que testd 551.642 SNPs en 978
pacientes con EM y 883 controles sanos con alto grado de similitud demografica, procedentes
de Amsterdam, San Francisco y Suiza (246). En él, se identificaron 13 nuevos SNPs fuera de la
region HLA asociados a la EM que superaron el umbral de significacion p=107°, entre los que
destaca una variante genética localizada en el gen GPC5 (rs9523762). En el siguiente GWAS en
EM, publicado en el afio 2009, se examinaron 302.098 SNPs en una cohorte formada por 1.618
pacientes con EM y 3.413 controles sanos de ascendencia europea procedentes de Australia y
Nueva Zelanda (247). Los SNPs se priorizaron para la fase de replicacion y se seleccionaron
100 para intentar validarlos en una cohorte independiente formada por 2.256 casos y 2.310
controles sanos también de Australia y Nueva Zelanda. Como resultado, se asociaron dos
nuevos loci al riesgo de desarrollar EM, situados en los cromosomas 12 y 20 (concretamente,

upstream de CDA40), los cuales ya estaban asociados a otras enfermedades autoinmunes.
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En el afio 2010, se desarroll6 un GWAS que incluia 68 casos con EM y 136 controles sanos
procedentes de una region de Finlandia con alta prevalencia de la enfermedad (248). Las 27
variantes que resultaron mas significativas (p<10) se testaron en una cohorte adicional formada
por 711 casos de EM y 1029 controles sanos finlandeses. De este analisis, se seleccionaron los 2
SNPs maés significativos fuera de la region HLA (rs744166, STAT3, p=0,0012 y rs1364194,
cromosoma 16, p=0,0047) y se genotiparon en una muestra internacional procedente de 6
poblaciones diferentes y formada por 3.859 pacientes con EM y 9.110 controles sanos. El
resultado fue la validacion de la variante del gen STAT3, rs744166 (p=2,75x10%%), cuyo alelo
protector para la EM es de riesgo para la enfermedad de Crohn (249). Ademas, los autores
evaluaron el bloque de LD que contiene este SNP y observaron que engloba el inicio del gen
STAT3 y parte de su promotor. También en 2010, Sanna y col. publicaron un GWAS donde
genotiparon 6,6 millones de SNPs en 882 pacientes con EM-RR y 872 controles sanos, todos
procedentes de una poblacion de Cerdefia con alta prevalencia de EM (0,16%), e identificaron
asociacion del gen CBLB con la EM, lo que se confirmé en 1.775 casos con EM y 2.005
controles sanos también de Cerdefia. Los autores observaron que el SNP rs9657904 (joint
p=1,60x10"% explicaba por completo la asociacion de esta region a la EM (250). En el mismo
afio, 2010, se publicd otro GWAS donde se genotiparon ~300.000 SNPs en 590 pacientes con
EM y 825 controles sanos de ascendencia europea y en el cual se hallaron 4 nuevos loci

asociados a la EM, aunque ninguno de ellos alcanzo el nivel de significacion de GWAS (251).

El siguiente GWAS en EM se report6 en el afio 2011 y consistié en un meta-analisis de 7
GWAS que incluy6 5.545 casos y 12.153 controles, todos ellos de ascendencia europea, y que
analiz6 2.529.394 SNPs. El resultado fue la identificacion de 3 nuevos loci de susceptibilidad a
la EM (252). Posteriormente, también en 2011, el mayor GWAS hasta el momento fue
desarrollado por una colaboracion entre el IMSGC y el WTCCC2 (226). En él, participaron casi
10.000 pacientes con EM y mas de 17.000 controles sanos, todos de ascendencia europea y
recogidos por 23 grupos de investigacion pertenecientes a 15 paises diferentes. Ademas de la
fuerte asociacion de la region HLA y de replicar casi todas las asociaciones previamente

reportadas, se identificaron 29 nuevos loci asociados a la EM (véase la Figura 12).
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Figura 12. Regiones genémicas fuera del complejo HLA asociadas a la EM en el GWAS del afio
2011. En negrita, aparecen los SNPs de nueva identificacion; en negro, los SNPs fuertemente asociados;
en gris, los previamente descritos. De cada uno, se indica su alelo de riesgo (Risk Allele), su Odds Ratio y
la frecuencia del alelo de riesgo (Risk Allele Frequency). La columna candidate gene indica al mejor gen

candidato de cada asociacion identificada. Adaptada de Sawcer y col. (226).

En 2012, Matesanz y col. publicaron un GWAS realizado en una muestra formada por 296
casos con EM y 801 controles sanos de origen espafiol. Ademas, hicieron un meta-analisis de
los nuevos datos generados con los previamente publicados. El resultado mas trascendental fue
la confirmacion de la asociacién del locus 5p13.1 a la EM mediante la identificacion de un
nuevo SNP asociado al riesgo de desarrollar EM en dicha region (253). También en 2012 se
publicé un GWAS en el que testaron 277.866 SNPs en 197 pacientes con EMPP y 234 controles
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sanos de ascendencia europea procedentes de Italia. En este caso, la validacién de los SNPs
seleccionados se realiz6 en una cohorte formada por 379 casos con EMPP y 398 controles
sanos, también de ascendencia europea pero procedentes de Australia y de paises nérdicos,
consiguiendo evidenciar asociacién de un nuevo locus en el cromosoma 7 con la EM, aunque no

se alcanzo el nivel de significacion de GWAS (254).

En este apartado es importante mencionar que en septiembre de 2013 se realizd un importante
avance en la genética de la EM que afect6 al disefio de los GWAS y meta-analisis realizados a
partir de dicha fecha. Se trata de un estudio liderado por el IMSGC en el que se empled un chip
customizado desarrollado por el Immunochip Consortium. Inicialmente, se analizaron 161.311
variantes autosémicas en 14.498 pacientes con EM y 24.091 controles sanos. Posteriormente, se
replicaron los hallazgos en 14.802 sujetos con EM y 26.703 controles sanos utilizando datos de
GWAS previos disponibles. Finalmente, se realiz6 un analisis conjunto de las fases de
descubrimiento y replicacion. Como resultado, las variantes genéticas fuera de la region MHC
asociadas a la EM ascendieron a 110 (en 103 loci) gracias a las 48 nuevas identificadas en este
estudio (255).

En 2016, se publicé un GWAS que constaba de una cohorte inicial formada por 4.888 casos con
EM y 10.395 controles alemanes de ascendencia europea y de una cohorte de replicacién
constituida por 2.903 pacientes con EM y 3.323 controles sanos, todos de ascendencia sarda.
Globalmente, se identificaron 5 nuevos loci asociados a la EM (256). Posteriormente, en el
mismo afio, se publicé un GWAS que también revel6 5 nuevos loci asociados al riesgo de
desarrollar EM. En este caso, participaron 2.273 pacientes con EM y 2.148 controles sardos y se
imputaron 574.519 SNPs. La cohorte de replicacion la constituyeron mas de 10.000 pacientes

con EM y més de 10.000 controles sanos de ascendencia europea (257).

Por ultimo, cabe destacar que, en 2017, se ha establecido el Gltimo mapa de referencia de la
arquitectura genética de la EM, el cual incluye 200 variantes autosémicas fuera del MHC, una
variante situada en el cromosoma X y 32 asociaciones independientes dentro del complejo
MHC. Estos datos derivan del estudio realizado por el IMSGC en el que se analizan los datos

genéticos de 47.351 pacientes con EM y 68.284 controles sanos (258).

1.9.4. La heredabilidad en la EM

La heredabilidad es la proporcion de la varianza de un rasgo en una poblacién que es atribuible
a la variacion genética (es decir, a las diferencias en el genotipo). Mateméaticamente, es la

proporcién de la varianza genética aditiva respecto a la varianza fenotipica. Durante las ultimas

66



Introduccion

décadas, se han identificado numerosas variantes genéticas comunes (MAF>5% o MAF>1%,
segun el criterio seleccionado) asociadas al riesgo de desarrollar EM; sin embargo, dado su
pequefio tamafio de efecto y su baja odds ratio (OR) asociada, s6lo son capaces de explicar el
~39% de la heredabilidad total de la EM, cifra a la que fundamentalmente contribuyen las
variantes de la regién del MHC, aunque podria extenderse al ~48% si se tuviesen en cuenta
también las 192 variantes con efecto sugestivo de asociacion (9%) (258). El desconocimiento de
la mayor parte de la proporcion de la heredabilidad, tanto de la EM como de otras enfermedades

complejas, condujo al origen del término “heredabilidad perdida” (259).

Se han llevado a cabo numerosas estrategias cientificas para tratar de identificar la procedencia
de dicha heredabilidad perdida (260). Una de las hipo6tesis mas competentes atribuye una gran
responsabilidad a las variantes genéticas cuya baja frecuencia en la poblacion impide que
resulten significativas y, por tanto, tienden a ser desdefiadas. Sin embargo, a pesar de su baja
frecuencia, se trata de variantes con alta penetrancia, siendo ésta la proporcién de individuos
gue portan un determinado alelo de un gen y que, ademas, expresan el fenotipo asociado a dicho
alelo. Por ello, por norma general, estas variantes solo se encuentran en individuos afectados de
la patologia asociada y no en la poblacién general. En la literatura ya existe la evidencia
empirica de que las variantes de baja frecuencia y raras estan asociadas a enfermedades
complejas (261,262). En el caso de las variantes comunes, su frecuencia en la poblacion general
es alta, pero su efecto o su penetrancia son bajos, con una OR asociada rara vez superior a 1,20,
de modo que es posible encontrar individuos portadores de la variante que no desarrollan la

enfermedad en cuestion.

Pero la hipGtesis expuesta no derriba por completo el clasico paradigma de “enfermedad comiin-
variante comin” (CDCV, por common disease-common variant), que sostiene que la
susceptibilidad genética a una enfermedad comin se debe a variantes comunes relativamente
frecuentes en la poblacion general y de baja penetrancia (263), sino que genera un nuevo
modelo denominado “enfermedad comun-variante rara” (CDRV, por common disease-rare
variant) que podria ser compatible con el tradicional y que propone que existen muchas
variantes raras, cada una de ellas con alta penetrancia, que predisponen a desarrollar una
enfermedad comdn. Estas variantes tendrian un alto impacto funcional mediante el truncamiento
de la funcion o produccién proteica (264). Como ya se ha mencionado, los dos modelos
opuestos no son excluyentes, ya que es posible que una combinacion de variantes comunes y

raras sea la causa de que un determinado individuo sea susceptible a la enfermedad.

Un concepto pertinente en este contexto es la seleccidon natural. Quizas, el argumento mas
consistente para apoyar al modelo CDRYV proviene de la teoria de la evolucion. Cuando aparece

una variante deletérea, la seleccion negativa actla para evitar que la deriva genética fije dicha
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variante, es decir, para que no alcance la frecuencia de 1%. De hecho, el objetivo final podria
ser conseguir una frecuencia de 0% para que la variante desaparezca. Por lo tanto, la mayoria de
los SNPs observados en la poblacién son probablemente neutrales o levemente deletéreos (265).
Esto podria explicar que las variantes que superan dicha frecuencia, es decir, las variantes
comunes, tengan baja penetrancia a la hora de promover el desarrollo de una enfermedad y que
una sola variante comin no pueda ser la Unica causa genética que desencadene una patologia.
Dado que una enfermedad por si sola se puede considerar como algo conceptualmente deletéreo
respecto al fitness (266), las variantes que la promueven podrian haber sido seleccionadas en
contra de la evolucion natural; podria haber individuos portadores de variantes deletéreas, de
alta penetrancia, que la seleccién natural no ha conseguido eliminar por completo pero cuya

frecuencia es tan baja que se consideran raras.

1.9.5. Variantes genéticas raras en la esclerosis multiple

Durante los ultimos afios, se ha potenciado el interés hacia las variantes genéticas raras. En la
literatura, no existe un consenso sobre qué es una variante rara, es decir, sobre qué umbral de
frecuencia establecer para considerar a una variante genética como rara. Lo mas comun es situar
este umbral en MAF<0,5% 6 1%. Algunos autores hablan de variantes de baja frecuencia
(0,5%<MAF<5%) y de variantes raras (MAF<0,5%).

Como se menciond en el apartado anterior, los tests de asociacion utilizados en los GWAS que
emplean SNP-chips predisefiados no capturan variantes genéticas menos frecuentes o raras.
Debido a su baja frecuencia, las variantes raras generalmente no se incluyen en los arrays de
genotipado comerciales y se necesitan tamafios de muestra muy elevados para detectar una
asociacion significativa con un rasgo o enfermedad. Sin embargo, ahora son detectables gracias
a las tecnologias de secuenciacion de nueva generacion (NGS, por next-generation sequencing),
por lo que actualmente es posible estudiar su contribucion a las enfermedades comunes
mediante la resecuenciacion de muestras de ADN de casos y controles. Una vez detectadas, se
pueden llevar a cabo diferentes disefios y estrategias cientificas para determinar si tienen un
papel funcional en la enfermedad de interés o no. Dado que los métodos de asociacion
tradicionales empleados para las variantes comunes no pueden utilizarse para las variantes raras,
se ha desarrollado un abordaje basado en la aplicacion de una serie de tests conocidos en su
conjunto como collapsing methods (267) para testar si el nUmero de muestras que portan al
menos una variante rara de un gen en concreto difiere entre el grupo de casos y el de controles
(Figura 13). En otras palabras, proporcionan la informacion de si existe una acumulacion de

variantes raras de un gen en uno de los dos grupos respecto al otro, constituyendo asi una pista
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para encauzar los futuros estudios funcionales. Otra forma de estudiar su papel en las
enfermedades comunes es mediante arrays de genotipado que incluyan variantes raras (268). De

este modo, el investigador puede incluir los SNPs que considere interesantes candidatos.

_? v S

Varlantes raras

@ Individuos con al menos una variante rara @ Individuos sin variantes raras

msos. CONTRO.

Casos Controles

Tabla de contingencia

Figura 13. Explicacién esquemética de la base l6gica del conjunto de collapsing methods.

La contribucion de las variantes raras en la EM aln no se ha dilucidado. Aunque se han descrito
formas familiares de EM, hasta la fecha no se han reportado variantes raras y penetrantes
asociadas de forma solida. Cabe destacar un estudio donde se realizd una secuenciacion
completa de las regiones codificantes de genes candidatos de susceptibilidad a la EM (269) y se
identificé una variante rara en el gen CYP27B1 que causa la pérdida completa de la funcion del
gen en un paciente con EM; después observaron que, en homocigosis, esta variante causaba
raquitismo dependiente de vitamina D tipo 1, mientras que en heterocigosis causaba niveles
bajos de calcitriol. El genotipado adicional de mas de 12.500 individuos mostré que otras
variantes raras de pérdida de funcion de CYP27B1 también conferian un riesgo significativo de
EM. En otro reciente estudio, se secuencié el exoma completo de dos hermanos afectados de
EM (270). Ambos pacientes resultaron homocigotos para una variante rara predicha como
patogénica (Gly578Ser) en el gen NLRP1. A continuacion, se amplio la busqueda de variantes
patogénicas del gen NLRP1 en 38 pacientes con EM familiar y 44 pacientes con EM esporadica
y se identificaron otras dos familias con EM con un total de 5 variantes raras potencialmente
patogénicas de NLRP1. La mas interesante consiste en un desplazamiento del marco de lectura
que introduce un codon de stop prematuro. En los pacientes con alguna variante rara de NLRP1,
asi como en controles sanos, se procedio a la inmunoestimulacion especifica de la ruta de
sefializacion del gen NLRP1 en células mononucleares de sangre periférica (CMSP), se midio la

actividad de los efectores situados downstream de NLRP1 y se secuencid el transcriptoma
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(RNAseq). El perfil de expresion de genes después de la estimulacion de la ruta de NLRP1
mostré diferencias significativas en la expresion de genes efectores situados downstream,
siendo un ejemplo interesante el aumento de la expresion de IL1B en pacientes con EM
portadores de variantes raras de NLRP1 respecto a controles sanos. EI RNAseq evidencié una
sobreactivacion de los genes relacionados con el inflamasoma en los pacientes portadores de

variantes raras de NLRP1.

Todo lo expuesto pone de manifiesto la posible implicacion de variantes raras de genes de
susceptibilidad a la EM en la patogénesis de la enfermedad y motiva la investigacion en este

campo.

1.9.6. Las variantes genéticas estructurales

Las variantes genéticas pueden clasificarse en dos categorias principales: SNPs y variantes
estructurales o variaciones en el nimero de copias (CNVs, por copy number variations) (271).
Las CNVs son mutaciones que pueden ser heredadas u ocurrir de novo e incluyen deleciones,
inserciones y duplicaciones. Se trata de una forma de alteracién cromosémica estructural en la
que una region del ADN posee un nimero de copias distinto al de un genoma de referencia.
Aparecen a lo largo de todo el genoma humano de manera muy comdn y en cientos de
localizaciones (272). A veces, una CNV puede ser tan grande que afecta a medio millén de
nucledtidos. Dado que muchas CNVs suponen cambios en los niveles de expresion génica, las
CNVs pueden explicar una proporcion significativa de la variacion fenotipica normal (273).
Funcionalmente, las variantes estructurales pueden ser benignas, tener influencias sutiles,
predisponer o causar una enfermedad en la generacion actual, o predisponer a una enfermedad

en la siguiente generacion (274).

Mediante el uso de microarrays de ADN, es posible evaluar pacientes con enfermedades con un
componente genético y compararlos con individuos sanos para examinar qué variantes
estructurales estan asociadas con la patologia y cudles son comunes en la poblacion general.
Esta informacion puede contribuir a la identificacion de nuevos genes asociados a una
enfermedad (275). De hecho, ya existen estudios publicados donde se ha demostrado asociacion
entre alguna variante estructural y la diversidad fenotipica o la susceptibilidad a una enfermedad
(276,277).

No hay mucha informaciéon sobre CNVs asociadas a la EM. La mayoria de los estudios
reportados hasta la fecha estan enfocados hacia fenotipos de EM muy concretos, como pacientes

con EM con insuficiencia venosa cerebroespinal cronica, causada por malformacion venosa
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estenosante (278), o pacientes con EM pediétrica (279). En 2005, se publico un estudio donde
se investigd la asociacién de la delecion de los siete primeros exones del gen ILT6
(immunoglobulin-like transcript 6) con la EM (280). La razon de escoger dicha delecion fue
doble: en primer lugar, se trata de una delecion de 6.7 kbp descrita en humanos como una
variante estructural frecuente (281); en segundo lugar, el gen ILT6 codifica un inmunoreceptor
soluble expresado predominantemente en células B y monocitos que actla reconociendo
antigenos en el contexto del MHC de clase I. Como resultado, se observo que la deficiencia
homocigota de ILT6 era significativamente mas prevalente en pacientes con EM (7,1%) que en
controles sanos (3,8%). Recientemente, se ha publicado otro estudio en pacientes con EM
japoneses donde identifican variaciones estructurales, también en la categoria de deleciones, en
las regiones gendmicas que codifican las cadenas alpha y gamma del TCR. Entre ellas, se
observo una alta prevalencia en la cohorte de EM de dos deleciones exdnicas: una en TRG
(16,40%) y otra en TRA (17,28%) (282).

Aun siendo pocos, los indicios de la implicacion de determinadas variantes estructurales en la
EM evidencian la necesidad de hacer énfasis en el disefio de estudios cuyo objetivo sea la
identificacion de nuevas CNVs asociadas a la EM vy la posterior validacién de los hallazgos en

cohortes independientes.
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Hipdtesis y objetivos

2. Hipotesis y objetivos

e HIPOTESIS:

La resecuenciacion dirigida de ADN permitira la identificacion de variantes genéticas comunes,
raras y estructurales diferencialmente distribuidas entre pacientes con EM y controles sanos. La
presencia, bien de una variante comdn, o bien de un enriquecimiento de variantes raras, se
asociara con un efecto funcional. Este efecto incrementard su valor como posible biomarcador

aplicable en la practica clinica del paciente con EM.

* OBJETIVO PRINCIPAL:

Identificar nuevas variantes genéticas asociadas con la susceptibilidad a la EM vy estudiar sus

posibles implicaciones funcionales.

* OBJETIVOS SECUNDARIQOS:

1. Identificar variantes genéticas comunes, raras y estructurales asociadas con el riesgo de

desarrollar EM en 14 genes candidatos mediante resecuenciacion dirigida de ADN.

2. Validar una seleccion de variantes genéticas comunes asociadas con la susceptibilidad
de desarrollar EM en la resecuenciacion de ADN en una cohorte independiente de
pacientes y controles sanos y realizar estudios adicionales relacionados con los

polimorfismos validados.

3. Investigar la posible implicacion funcional de la presencia de variantes genéticas raras

de genes que las acumulan con mayor frecuencia en pacientes con EM.

4. Validar y caracterizar experimentalmente las variantes genéticas estructurales

detectadas en la resecuenciacion de ADN e identificar nuevos individuos portadores.
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3. Materiales y métodos

3.1. Metodologia relacionada con el objetivo 1

"ldentificar variantes genéticas comunes, raras y estructurales asociadas con el riesgo de

desarrollar EM en 14 genes candidatos mediante resecuenciacion dirigida de ADN"

3.1.1. Individuos y obtencion de muestras de ADN genémico

Participaron un total de 1.095 individuos, 545 pacientes con EM con formas de inicio con brote
y 550 controles sanos, todos de origen europeo. Los 545 pacientes con EM se reclutaron en los
siguientes centros: Barcelona—Cemcat (n=358), Malaga (n=75), Granada (n=14), Barcelona—
Hospital Clinic (n=52), Girona (n=46). Todos los pacientes incluidos en el estudio cumplian los
criterios de diagndstico para la EM (24) . Los 550 controles se obtuvieron de la misma region
que los casos de EM [Barcelona-Cemcat (n=411), Mélaga (n=79), Granada (n=14), Girona
(n=46)]. Las caracteristicas demogréficas de la cohorte definitiva (n=1.070, teniendo en cuenta

la eliminacion de las muestras que no superaron el control de calidad) se resumen en la Tabla 1.

Caracteristicas Pacientes con EM Controles sanos
Individuos, n 524 546
Mujeres/Hombres (%omujeres) 310/214 (59,2%) 316/230 (57,9%)
Edad, afios 39,5+10,5 40,1 £12,7
Forma clinica, %0RR/SP 69,3%/30,7% -

Edad de inicio, afos 30,1 +9,7 -

Tabla 1. Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes con EM y de los controles sanos
incluidos en la cohorte de resecuenciacion tras el control de calidad. La edad se expresan como media +
desviacién estandar (DE). RR: esclerosis mdltiple remitente recurrente; SP: esclerosis maultiple

secundariamente progresiva.

El ADN gendémico de los 1.095 individuos se extrajo a partir de sangre periférica utilizando
protocolos estandar en cada centro. En el caso de las muestras del Cemcat, la sangre completa se
centrifugo, se recogieron los leucocitos y se lisaron los restos de eritrocitos mediante el tampdn
de lisis RBC (por red blood cells) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MA, EEUU). A continuacion, se
lisaron los leucocitos mediante la incubacién toda la noche a 37°C con tampon Nuclei lysis

(Sigma-Aldrich) y con proteinasa K (Roche, Suiza) para degradar las proteinas. Al dia siguiente,
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se afiadio acetato de amonio (Sigma-Aldrich) y se centrifugd para eliminar los restos celulares.
Se recogid la fase superior del tubo, donde se encuentra el ADN, y se afiadié el mismo volumen
de etanol absoluto (Sigma-Aldrich), con la consiguiente precipitacion del ADN. Se realiz6 un
lavado con etanol al 70% y se resuspendio el ADN en tampon Tris-EDTA (Sigma-Aldrich). La
cuantificacion del ADN obtenido se realizdé con el espectrofotémetro NanoDrop® ND-1000
(Thermo Fisher Scientific, Wilmington, EEUU). EIl protocolo méas detallado se encuentra en el
Anexo. Se utilizaron 5 pg de ADN gendmico por individuo para construir la biblioteca de ADN

descrita mas adelante.

3.1.2. Seleccion de los 14 genes candidatos

Se seleccionaron 14 genes candidatos asociados con la EM en los estudios GWAS descritos en
el apartado de Introduccidn, en base a una expresion diferencial entre pacientes con EM vy
controles sanos en estudios de microarrays llevados a cabo por el grupo en células de sangre
periférica, y/o que presentaran una funcién importante en la patogenia de la EM segln la
literatura. Los 14 genes seleccionados para la resecuenciacion fueron los siguientes: FCRL1,
RGS1, TIMMDC1, HHEX, CXCR5, LTBR, TSFM, GALC, TRAF3, STAT3, TNFSF14, IFI30,
CD40y CYP24A1.

3.1.3. Proceso de resecuenciacion de ADN

3.1.3.1. Regiones genémicas resecuenciadas
Para cada uno de los 14 genes seleccionados, se resecuenciaron las siguientes regiones:

= Los exones, cuyas coordenadas se obtuvieron utilizando el software BioMart (Ensembl
genes 67, GRCh37.p7). Ademaés, todos ellos se extendieron 100 pares de bases hacia arriba
y hacia abajo para incluir posibles sitios de splicing. Esta extension se ampli6 en los casos
donde se observo que se solapaba con elementos reguladores conocidos (datos descargados
de Ensembl).

= Una region de 2000 pares de bases hacia arriba del sitio de inicio de la transcripcion (TSS,
por transcription start site), de modo que se captur6 el promotor (extremo 5’-terminal) de

cada gen.

= El extremo 3’-terminal de cada gen: se consideraron los elementos reguladores ya

descritos, concatenandolos si la distancia entre ellos era inferior a 120 pares de bases.
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En total, se obtuvieron 141 fragmentos independientes para un total de 140144 bases. La

version del genoma empleado como referencia en esta tesis ha sido GRCh37/hg109.

3.1.3.2. Construccidn de la biblioteca de ADN genémico o genoteca

l Fragmentacion del ADN

[ Fragmentos de 150-200 pb ]

l Reparacion de extremos

Fragmentos con extremos
romos fosforilados en 5'

l Adicién de Klenow

[ dA en el extremo 3' ]

l Ligacion de adaptadores

[ Extremos con adaptadores ]

l Purificacion
Eliminacion de los
adaptadores no ligados

l PCR

[ Biblioteca de ADN genémico ]

Figura 14. Pasos seguidos para
la construccion de la biblioteca

de ADN gendmico o genoteca.

La Figura 14 esquematiza los pasos seguidos para la
construccién de la genoteca. EI ADN gendémico de
cada individuo se fragment6 de forma aleatoria
mediante un instrumento de ultrasonicacién de
Covaris™, dando lugar a fragmentos entre 150 y 200
pares de bases. A continuacion, se repararon los
extremos salientes resultantes de la fragmentacion y
se convirtieron en extremos romos; para ello, se
aprovechd la actividad exonucleasa 3’—5° del
fragmento de Klenow para eliminar los salientes 3'y
la actividad polimerasa de la enzima ADN polimerasa
T4 para rellenar los salientes 5'. Posteriormente, se
afiadié una desoxiadenosina (dA, base A) al extremo
3’ de los fragmentos romos de ADN fosforilados
utilizando la actividad actividad exonucleasa 3’—5’
del fragmento de Klenow. Asi, se preparan los
fragmentos de ADN para la ligacion de los
adaptadores, que tienen una timina (base T) en su

extremo 3°.

Se ligaron las secuencias adaptadoras a ambos extremos de los fragmentos resultantes para

poder identificar las muestras en la resecuenciacion y se purificaron. Por ultimo, se

enriquecieron los fragmentos de ADN con adaptadores en sus extremos mediante amplificacion

por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por polymerase chain reaction).

3.1.3.3. Enriquecimiento de las secuencias diana y resecuenciacion
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La captura de las secuencias diana de ADN y la resecuenciacion se realiz6 en BGI Hong Kong
(ahora, BGI Tech Solutions). El enriquecimiento selectivo de los fragmentos genémicos ya
unidos a moléculas adaptadoras en ambos extremos se realizé mediante los arrays de captura de
NimbleGen, lo que permite secuenciar exclusivamente las regiones de interés y no el genoma
completo. Para ello, se realizé una PCR mediada por ligacién (LM-PCR, por Ligation-mediated
PCR) donde se emplearon dos primers que hibridaban en los extremos de los adaptadores.
Posteriormente, se purifico el ADN y se hibridd con la matriz personalizada de NimbleGen para
el enriguecimiento. Se lavaron los fragmentos no hibridados y los productos de la LM-PCR no
capturados y capturados se sometieron a PCR cuantitativa para estimar la magnitud del
enriguecimiento. Cada biblioteca capturada se carg6 en la plataforma lllumina Hiseq2000, y se
realizo la resecuenciacion de forma independiente para cada biblioteca para garantizar que cada
muestra cumpliera con la cobertura promedio deseada.

3.1.4. Mapeo fino de los datos crudos de la resecuenciacion

Los datos crudos de la resecuenciacion se descargaron del servidor de BGI y se procesaron
mediante la pipeline clasica de GATK (Broadinstitute; informacién méas detallada sobre este
protocolo en https://www.broadinstitute.org/gatk/guide/best-practices). Las lecturas
recalibradas se analizaron utilizando FASTQC, una herramienta para evaluar el rendimiento del

proceso de resecuenciacion. De esta forma, los datos ya estan listos para el analisis (Figura 15).

Datos listos para
analisis

- Eliminar . .
atos crudos@@apeo fino duplicados Realinear Recalibrar
- J
V

No GATK

Figura 15. Representacion esquematica de los pasos a seguir para obtener los resultados de la
resecuenciacion de ADN de forma apropiada para ser analizados a partir de los datos crudos. En primer
lugar, el mapeo fino de las lecturas contra el genoma humano de referencia (GRCh37/hgl19) se realiz6
utilizando la herramienta bioinformatica Burrows-Wheeler Aligner (BWA). A continuacion, se
eliminaron los duplicados Opticos, se realinearon las lecturas alrededor de las indels conocidas, y se

realizaron las recalibraciones pertinentes basadas en el control de calidad.

3.1.5. Control de calidad de las muestras resecuenciadas
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3.1.5.1. Analisis de la cobertura

El nimero medio de lecturas que recibe cada una de las bases se denomina cobertura. El analisis
de la cobertura de la resecuenciacion se realizO mediante la herramienta bioinforméatica
DepthOfCoverage, de GATK, con la finalidad de identificar tanto fragmentos como muestras
completas con baja cobertura para prescindir de ellas en el estudio y eliminarlas antes de aplicar
el llamado de variantes genéticas.

3.1.5.2. Pruebas de control de calidad de las muestras
Se aplicaron tres pruebas diferentes de control de calidad:

= Numero de singletones por muestra, para identificar muestras portadoras de un elevado
namero de singletones, es decir, de fragmentos que no alinean al genoma humano de
referencia, lo que hace probable que dichas muestras pertenecieran a una poblacién distinta
y deban ser eliminadas del estudio.

= Analisis de componentes principales (ACP), para investigar la subestructura de la
poblacion dentro de los casos con EM y de los controles. EI ACP se utiliz6 para identificar
muestras con genotipos que difieren demasiado de los del resto de las muestras, de modo
que dichas muestras probablemente pertenecen a una poblacién diferente y es preferible
descartarlas. EI ACP se realizd mediante el software SmartPCA y se obtuvieron los 10

primeros componentes principales (-k10).

= Numero de diferencias genotipicas, para detectar pares de muestras demasiado similares
entre ellas, lo que podria ser indicio de algun tipo de relacion entra ellas o de tratarse de

muestras repetidas, de modo que es conveniente eliminarlas del analisis.

3.1.6. Variant calling y anotacion funcional

La identificacion de variantes genéticas se realiz6 utilizando la herramienta bioinformatica de
GATK Haplotype Caller. La anotacion funcional de las variantes detectadas en la
resecuenciacion se realizd utilizando la herramienta ANNOVAR. Las variantes se clasificaron

en las siguientes categorias (parcialmente superpuestas):

= Codificantes.
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= Reguladoras.

= Alteradoras del cédigo genético: SNPs no sinénimos, mutaciones sin sentido e indels

exonicos (con desplazamiento del marco de lectura o sin él).

= Posiblemente patogénicas: SNPs no sinbnimos, mutaciones sin sentido e indels exdnicos
predichos como causantes de consecuencias patolégicas por al menos un algoritmo después
de introducirlas en las bases de datos SIFT, Polyphen, MutationTaster y MutationAssessor.

Las variantes codificantes y reguladoras se obtuvieron considerando si la variacién se produce
dentro de los fragmentos exonicos o reguladores descargados de Ensembl y utilizados para el

disefo.

3.1.7. Identificacion de variantes genéticas comunes asociadas con la EM

3.1.7.1. Obtencion de bloques haplotipicos

No existe una definicién estricta de “bloque haplotipico”, pero podria considerarse bien como
una region genémica con diversidad de haplotipos limitada, o bien como un conjunto de sitios
consecutivos entre los cuales hay poca o ninguna evidencia de recombinacion historica (283) v,
por tanto, con alto LD entre ellos. Los bloques haplotipicos se calcularon descargando los datos
de variacién genética de la poblacién de ascendencia europea (CEU) del Proyecto 1000
Genomas que comprendian los fragmentos gendémicos incluidos en la resecuenciacién. Para
cada SNP, se obtuvo una lista de SNPs en LD (r*>>0,8). Los bloques parcialmente superpuestos
se consideraron bloques independientes, mientras que los bloques que se encontraban dentro de
otros bloques se eliminaron. La lista final de blogues se obtuvo considerando todos los blogues
calculados que contenian al menos una variante comdn detectada en nuestro estudio. Ademas,
las variantes comunes detectadas en nuestro estudio que no cayeron en ningun blogue calculado

se consideraron blogues independientes.

3.1.7.2. Pruebas de asociacion de variantes comunes a la EM

La asociacion de variantes genéticas comunes (MAF>1%) con la EM se test6 utilizando PLINK
(284) y el comando —assoc. El test basico de asociacion se aplica sobre un determinado rasgo de
la enfermedad o sobre la enfermedad en si misma y se basa en la comparacion de las frecuencias
alélicas entre casos y controles (en nuestro caso, casos con EM y controles sanos). La

asociacion de variantes comunes con la EM se analizd de tres formas diferentes: i) Mediante el
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test exacto de Fisher; ii) Mediante la aplicacién de una regresion logistica considerando un
modelo aditivo v iii) Mediante la aplicacion de un test de asociacion asint6tico. Cada uno de

estos test dio lugar a unos p-valores diferentes.

3.1.7.3. Anélisis del desequilibrio de ligamiento entre variantes comunes

El grado de LD entre los SNPs comunes identificados en la resecuenciacion y entre éstos y los
SNPs ya descritos en la misma region genémica se calculé mediante la herramienta informética
online  SNAP (por SNP Annotation and Proxy Search), disponible en
http://archive.broadinstitute.org/mpg/snap/ldsearchpw.php.

3.1.8. Identificacion de variantes genéticas raras asociadas con la EM

Para evaluar la contribucion de las variantes genéticas raras (VRs) a la patogénesis de la EM, se
utilizaron diferentes tests estadisticos que en su conjunto se denominan collapsing methods.
Estos analizan si el nimero de muestras que portan al menos una VR difiere entre casos y
controles. Los tests de asociacion de VRs se aplicaron utilizando la herramienta Variant
Association  Tools, incluida en el software Variant Tools wversibn 2.0
(http://varianttools.sourceforge.net/). Concretamente, se aplicaron los siguientes tests: i) Data-
adaptive Sum test (aSUM); ii) C-alpha; iii) Combined and Multivariate Collapsing (CMC) one-
tailed; iv) CMC two-tailed; v) Kernel Based Adaptive Clustering (KBAC) one-tailed; vi)
KBAC two-tailed; vii) Replication Based Test (RBT) one-tailed; viii) RBT two-tailed; ix)
Variable Thresholds method (VT) one-tailed; x) VT two-tailed y xi) Weighted Sum Statistic
(WSS).

En el presente estudio, consideramos como VRs aquéllas con frecuencia del alelo menor (MAF,
por minor allele frequency) <0,5% dentro de nuestra poblacion de 1070 individuos. Para su
estudio, los datos se clasificaron en distintas categorias siguiendo uno de los dos criterios
descritos en los subapartados desarrollados a continuacion. Una vez establecidas las categorias,
se aplicaron los collapsing methods a cada gen individualmente. La direccion de la asociacion

se infirié calculando el nimero promedio de VRs en casos y controles.

3.1.8.1. Criterio 1: clasificacidn de las variantes raras por tipo de variante
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Siguiendo el primer criterio, las VRs se clasificaron en las siguientes categorias: i) “todas las
variantes”, que representa a todas las VRS identificadas en un gen determinado; ii) “variantes no
sindénimas”, categoria que incluye sélo a los SNPs localizados dentro de una secuencia
codificante que modifican la cadena de aminoacidos resultante; y iii) “variantes posiblemente
patogénicas”, que incluye las variantes no sindnimas detectadas predichas como funcionalmente

relevantes en al menos una datos de anotacion funcional.

3.1.8.2. Criterio 2: clasificacidn de las variantes raras por tipo de secuencia

A continuacion, investigamos si las VRs se distribuian de forma diferencial entre casos con EM
y controles sanos al considerar, por un lado, las secuencias reguladoras resecuenciadas y, por
otro, las secuencias codificantes resecuenciadas. Ademds, se analizd6 dicha distribucion
diferencial en las regiones UTR y en el promotor. De nuevo, se aplicaron los collapsing

methods teniendo en cuenta bien todos los genes por separado, o bien todos en conjunto.

3.1.9. ldentificacion de variantes genéticas estructurales asociadas con la
EM

Las variantes estructurales o variaciones en el nimero de copias (CNVs) se detectaron
utilizando el software XHMM (eXome-Hidden Markov Model), que utiliza el ACP y un modelo
estadistico oculto de Markov (HMM, por Hidden Markov Model) para detectar las CNVs
presentes en los datos normalizados de la profundidad de la cobertura (en inglés, depth of
coverage o, simplemente, coverage) de un proceso de secuenciacion dirigida de ultima
generacién. El analisis de la cobertura permite detectar diferencias en el nimero de lecturas que
alinean con el genoma de referencia utilizado; por tanto, la cobertura observada para un
determinado fragmento de un individuo concreto indica el niumero de copias que porta dicho
fragmento. Con la finalidad de considerar s6lo las CNVs de alta calidad y fiables, las variantes
estructurales detectadas con una puntuacion de calidad Phred escalada menor a 60 se

eliminaron.
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3.2. Metodologia relacionada con el objetivo 2

"Validar una seleccion de variantes genéticas comunes asociadas con la susceptibilidad de
desarrollar EM en la resecuenciacion de ADN en una cohorte independiente de pacientes y

controles sanos y realizar estudios adicionales relacionados con los polimorfismos validados"

3.2.1. Genotipado de variantes comunes

3.2.1.1. Individuos y obtencién de muestras de ADN genémico

Se incluyeron un total de 3.450 pacientes con EM y 1.688 controles sanos de origen europeo.
Ninguno de los individuos estaba incluido en la cohorte de resecuenciacion. Los 3.450 pacientes
con EM se reclutaron en los siguientes ocho centros de EM nacionales: Madrid (n=1.260),
Sevilla (n=790), Bilbao (n=426), Méalaga (n=384), Barcelona—Cemcat (n=326), Barcelona— San
Sebastian (n=250) y Hospital Clinic (n=104). Todos los pacientes cumplieron criterios de EM
(24). Los 1.688 controles sanos provinieron de las siguientes regiones: Granada (n=1.007),
Bilbao (n=397) y Barcelona—Cemcat (n=284). La Tabla 2 resume las caracteristicas
demogréficas y clinicas basales de los individuos que componen la cohorte de genotipado.

Caracteristicas Pacientes con EM Controles sanos
n 3.450 1.688
%Mujeres/%Hombres 69/31 62/38
Edad, afios 399+128 42,6 £13,0
Forma clinica (%6RR/%SP/%PP) 83,0/8,6/8,4 -

Tabla 2. Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes con EM y de los controles sanos
incluidos en la cohorte de validacion. Los datos se calcularon utilizando las muestras cuya informacion
estaba disponible. La edad se expresa como media + desviacion estandar. RR: esclerosis multiple
remitente recurrente. SP: esclerosis multiple secundariamente progresiva. PP: esclerosis mdltiple

primariamente progresiva.

El ADN genémico de los 5.138 individuos se extrajo en cada centro utilizando protocolos
estandar. En el caso de los individuos reclutados en el Cemcat, el ADN se obtuvo y se
cuantifico tal y como se explicd en el apartado 3.1.1. para la recuenciaciéon. Las muestras se
prepararon a una concentracion 40 ng/uL y se enviaron y centralizaron en el Centro Nacional de

Genotipado (CeGen-PRB2), en Santiago de Compostela.
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3.2.1.2. Eleccién de los SNPs comunes

Para seleccionar las variantes genéticas comunes que se incluyeron en el genotipado, se hizo

una priorizacion de las mismas en base a las siguientes pautas:

= A partir de los resultados de la resecuenciacién, se seleccionaron aquellos SNPs comunes
(frecuencia del alelo menos comun (MAF)>1%) cuya asociacion con la EM resulto
estadisticamente significativa (p<0,05).

= Posteriormente, se realiz6 un estudio bibliografico y se utilizd la herramienta informatica
Ensembl (http://grch37.ensembl.org/index.html) para analizar si alguno de los SNPs ya

estaba asociado con la EM en otros estudios.

= Una vez delimitada esta lista de genes, se utilizaron las herramientas bioinformaticas
LDLink (https://analysistools.nci.nih.gov/LDlink) y SNAP
(http://archive.broadinstitute.org/mpg/snap/ldsearchpw.php) para analizar el grado de LD
existente entre las variantes comunes seleccionadas hasta el momento. Las variantes que se
observaron en alto LD entre si se consideraron como una misma sefial, de forma que sélo se
selecciond una de ellas como representativa de todas (tag SNP). La seleccién del tag SNP
se realiz6 en base a su p-valor (se eligié aquella con p-valor mas bajo) y a su odds ratio

(OR) (se prefirié aquella con la OR mas alejada de 1,0).

= Una vez analizado el LD entre nuestros SNPs, se analiz6 el LD entre cada tag SNP
seleccionado y los SNPs en la misma region publicados en el Gltimo meta-analisis como
asociados a la EM (258), con la finalidad de evitar reportar asociacion de una variante que,

si se encontrase en alto LD con otra ya reportada, constituiria la misma sefial de asociacion.

= Para tener seguridad absoluta de que se estan reportando nuevas asociaciones con la EM,
también se seleccionaron para genotipar una serie de SNPs identificados en el meta-analisis
previamente mencionado (258) localizados en la misma region que nuestros SNPs
seleccionados, con el objetivo de llevar a cabo una regresion logistica condicional y

confirmar que son sefiales independientes en nuestra cohorte.

= Finalmente, se tuvo en cuenta la compatibilidad de los SNPs seleccionados entre si en la

reaccion de PCR multiplex incluida en el proceso de genotipado.

Después de aplicar estos filtros, se incluyeron 9 variantes comunes halladas en la
resecuenciacién para su validacion mediante genotipado y 9 procedentes del meta-analisis del

IMSGC. Los detalles de dichas variantes se encuentran en el apartado 4.2.1.1. de Resultados.
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3.2.1.3. Genotipado de SNPs

El genotipado de las 18 variantes comunes se realiz6 en el CeGen-PRB2 mediante la tecnologia
iIPLEX® Gold y la plataforma MassArray, de Agena Bioscience (San Diego, CA, USA). Este
método utiliza la espectrometria de masas MALDI-TOF (MALDI, por Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization, y TOF, por Time-Of-Flight) para detectar los productos de la reaccion de
discriminacion alélica. El disefio del genotipado se realizo utilizando el software MassARRAY
Assay Designer 4.1, de Agena Bioscience. Las 18 variantes se analizaron en una sola reaccion.

El genotipado constd de tres fases: en la primera, se amplificaron a la vez todos los fragmentos
de ADN (~100bp) que contienen los SNPs de interés mediante una PCR multiplex; en la
segunda, los productos de la PCR se trataron con fosfatasa alcalina para neutralizar los dNTPs
no incorporados; la tercera consiste en la discriminacion alélica mediante primer extension o
extension de una Unica base (Single Base Extension, SBE) (285) utilizando una ADN
polimerasa para extender un primer que alinea inmediatamente adyacente a la posicion del SNP
de interés. Todas las reacciones terminan tras una SBE que genera una diferencia de masa en el
producto de dicha extensidn, la cual es determinada por la base afiadida. Las condiciones de las

PCR de las fases 1 y 3 se detallan en el Anexo.

A continuacion, se eliminaron las sales de los productos de reaccion iPLEX Gold con Clean
Resin, siguiendo el protocolo del fabricante. Los productos libres de sales se transfirieron de
forma automatizada con un Nanodispensador RS1000 a la superficie de un SpectroChip de 384
pocillos cubierto por una matriz que permite la cristalizacién del producto a analizar. Después,
un laser ioniza las moléculas del producto cristalizado. Los iones viajan a través de un tubo de
vacio a una velocidad u otra en funcion de su masa hasta un detector acoplado al software
MassARRAY Typer 4.0, que calcula su masa y determina asi la base. Se analizaron el 5% de las

muestras de forma aleatoria y por duplicado y la reproducibilidad fue del 100%.

3.2.1.4. Analisis estadistico de los resultados del genotipado

Para investigar las asociaciones entre los polimorfismos genotipados y la EM, se compararon
las frecuencias alélicas de cada SNP entre los pacientes con EM y los controles sanos. Los datos
crudos del genotipado se descargaron de la herramienta bioinformatica SNPator
(http://www.snpator.org) y se procesaron utilizando PLINK V.1.05. El equilibrio de Hardy-
Weinberg para todos los SNPs bialélicos se evalud aplicando un test exacto. Para evitar los
falsos positivos debidos al multiple testing y considerando que todos los SNPs analizados no

estan en completo LD, se aplicd el método de Benjamini-Hochberg. Con el fin de determinar el
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efecto y la independencia de la asociacion de cada variante con la EM, se llevaron a cabo

regresiones logisticas.

3.2.2. Cuantificacion de los niveles de ARNm de CXCR5 en pacientes con

EM con distintos genotipos

3.2.2.1. Individuos

Se incluyeron un total de 33 pacientes con EM (formas de inicio con brote): 15 heterocigotos
para la variante rs10892307 y 18 sin ella. Todos los pacientes incluidos se visitan regularmente
en el Cemcat y ninguno habia recibido tratamiento para la EM previo al estudio. La Tabla
Suplementaria 1 (Anexo) resume las caracteristicas demograficas de los pacientes incluidos.

3.2.2.2. Aislamiento de las células mononucleares de sangre periférica

Las CMSP de los 33 pacientes con EM se aislaron mediante centrifugacion por gradiente de
densidad Ficoll-Isopaque (Gibco BRL, Life Technologies LTD, Paisley, UK). Posteriormente,
se realizaron dos lavados con suero fisioldgico (Grifols, Espafia) y las células se congelaron en
nitrégeno liquido hasta su utilizacion en viales de al menos 5x10° células en 1 mL de medio
RPMI completo (compuesto por RPMI 1640 (Gibco®, Invitrogen), suero bovino fetal (FBS)
inactivado por calor al 10%, 2,0mM de L-glutamina (Gibco®), 40U/mL de penicilina-
streptomicina (Gibco®) y tampoén Hepes 1M al 2% (Gibco®)) con un 10% de dimetil sulféxido
(DMSO).

3.2.2.3. Extraccion y cuantificacion del ARN total de CMSP

Las CMSP de los pacientes con EM se descongelaron parcialmente en el bafio a 37°C e
inmediatamente se afiadi6 de forma paulatina medio RPMI completo precalentado a 37°C hasta
su descongelacion total. Después de un lavado con 10 mL de RPMI completo, el ARN total se
extrajo mediante una técnica estandar utilizando el reactivo TRIzol™ (Invitrogen, UK). El
protocolo detallado se encuentra en el Anexo. EI ARN obtenido se cuantific6 mediante el
espectrofotometro NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific) utilizando 2 uL y la pureza
se valor6 mediante la evaluacion del ratio 260/280 para descartar la contaminacion con

proteinas y del ratio 260/230 para descartar la existencia de restos de sales.
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3.2.2.4. Sintesis de ADN complementario (ADNCc)

Las muestras de ARN total se retrotranscribieron utilizando el kit High Capacity RT (Applied
Biosystems, CA, EEUU). El material de partida fueron 400 ng de ARN total disueltos en 13 pL
de agua libre de RNasa. A este volumen se le afiadieron 7 pL de master mix compuesta por:
tampon RT 1x, 1 pL de Multiscribe™ Reverse Transcriptase, 1 pL de enzima inhibidora de la
RNasa, 4 mM de dNTPs, random primers 1x y 0,2 uL de agua libre de RNasa. Las reacciones
se realizaron en tubos de 200 pL. El equipo utilizado fue el termociclador GeneAmp® PCR
System 2700 (Applied Biosistems) y el programa de tiempos y temperaturas empleado fue el
recomendado por el kit (Tabla 3). Por cada 1 pg de ARN total afiadido se obtiene 1 g de

ADNCc, por lo que se obtuvo el ADNc a una concentracion de 20 ng/uL.

Paso 1 Paso 2 Paso 3 Conservacion
Temperatura (°C) 25 37 85 4
Tiempo 10 min 120 min 5 min )

Tabla 3. Programa de temperaturas y tiempos utilizado para la sintesis de ADN complementario a partir
de ARN total.

3.2.2.5. Cuantificacién de la expresion génica de CXCRS5 por reaccion en cadena de

la polimerasa a tiempo real (real-time PCR)

La determinacion de la expresion génica de CXCR5 (C-X-C motif chemokine receptor 5) se
realizé mediante PCR a tiempo real (real-time PCR) o PCR cuantitativa (QPCR, por guantitative

PCR) utilizando ensayos de expresion génica TagMan™ . Cada ensayo TagMan™ consta de:

= Un par de primers especificos del gen de interés.

= Unasonda TagMan™ con un fluoréforo (FAM™ o VIC™) en el extremo 5', y un atenuador
no fluorescente (NFQ, por nonfluorescent quencher) unido a un ligando de union al surco
menor (MGB, por minor groove binder) en el extremo 3'. EI NFQ de las sondas TagMan™-
MGB asegura una menor sefial de background, por lo que aumenta la precision en la

cuantificacion.

Se utiliz6 un ensayo TagMan™ especifico para CXCR5 (Hs00540548 s1) (Applied
Biosystems). Como control enddgeno, se emple6 el gen GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase) (ensayo Hs99999905_m1) (Applied Biosystems). Cada reaccion contenia 1 pL
de muestra de ADNc (20 ng), 10 pL de TagMan Universal PCR Master Mix, No AmpErase®,
UNG (Applied Biosystems), 8 L de agua libre de RNasa y 1 pL de un ensayo TagMan™. Las
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muestras se determinaron por duplicado. Las reacciones se realizaron en placas Opticas de 384
pocillos y se ejecutaron en el termociclador ABI PRISM 7900HT Sequence Detection (Applied
Biosystems). Los ajustes de la real-time PCR fueron los siguientes: 2 minutos a50°C (activacion
de la enzima amperasa), 5 minutos a 95°C (desnaturalizacion del ADNc de doble cadena.
Durante esta etapa, la sefial de la sonda TagMan™ fluorescente es atenuada por el NFQ) y 40
ciclos de 15 segundos a 95°C (hibridacion de los primers y la sonda con sus secuencias diana
especificas) y 1 minuto a 60°C (sintesis de nuevas hebras complementarias mediante la Tag-
ADN polimerasa. Cuando la polimerasa alcanza una sonda TagMan™, su actividad de nucleasa
5' escinde la sonda, separando el fluoréforo del NFQ y permitiendo asi que se emita la sefial
fluorescente. En cada ciclo de la real-time PCR, se liberan mas moléculas de fluoréforo, lo que
resulta en un aumento en la intensidad de fluorescencia proporcional a la cantidad de amplicén

sintetizado).

Los datos se analizaron mediante la aplicacion de cuantificacion relativa del software SDS 2.4
(Applied Biosystems) y el RQ Manager 1.2.1 (Applied Biosystems). A cada valor de ciclo
umbral (Ct) del gen CXCRS5, se le sustrajo el Ct del gen GAPDH (gen de referencia de expresion
estable) para estimar la expresion génica mediante la normalizacién de los datos crudos. Los
resultados se analizaron siguiendo el método 224¢T (286) y se expresaron como fold-change de
la expresion génica en pacientes con EM portadores de la variante rs10892307 en comparacion

con aquéllos sin ella.

3.2.2.6. Analisis estadistico de los resultados

El analisis estadistico se realizd utilizando el paquete SPSS 17.0 (SPSS Inc., Chicago, EEUU)
para MS-Windows. Se aplico la prueba de la U de Mann-Whitney para evaluar las diferencias

en la expresion genica de CXCRS5 entre pacientes con EM con y sin la variante rs10892307.

3.2.3. Estudio de la region gendmica del polimorfismo validado en el gen
CXCR5

Para analizar la region genémica donde se localiza el polimorfismo rs10892307, se utilizé la
aplicacion bioinformatica LDIlink (https://analysistools.nci.nih.gov/LDIlink/), cuyos datos
proceden del Proyecto 1000 Genomas. Se utilizé el modulo LDproxy y se calculo el coeficiente
de correlacion al cuadrado, r?, para estimar el grado de desequilibrio de ligamiento entre
rs10892307 y otros polimorfismos del genoma en poblaciones europeas. Se seleccionaron

aquellos polimorfismos con un r?>0,5 con el SNP rs10892307 para posteriores estudios. Una
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vez seleccionados, se utilizo la base de datos Regulome DB (http://www.regulomedb.org/) para
analizar su capacidad de afectar a la regulacion de la transcripcion de algun gen. Esta base de
datos asigna a cada SNP una puntuacion de 1 a 6 (con diferentes subcategorias) en funcion de la
evidencia experimental existente sobre capacidad de regular la expresion génica, de modo que la
puntuacion refleja su relevancia como elemento regulador. Por altimo, se utiliz6 el navegador
UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/) para representar esquematicamente la
localizacion del SNP rs10892307 y de los seleccionados a partir de la informacién de Regulome
DB, asi como para analizar los elementos reguladores de la region (informacién generada a
partir del Proyecto ENCODE (por Encyclopedia of DNA Elements).

3.2.4. Ensayo reportero dual-luciferasa para polimorfismos del gen CXCR5

Para estudiar el efecto individual de los polimorfismos rs10892307, rs11602393, rs3176905 y
rsb5756957 en la expresién de CXCRS5 a nivel transcripcional, se utilizd el ensayo reportero
dual-luciferasa. Esta parte del trabajo se desarrollé en el laboratorio del grupo "Genetic and
molecular bases of multiple sclerosis"”, situado en el Instituto de Parasitologia y Biomedicina
Lopez-Neyra (IPBLN, CSIC), en Granada, bajo la supervision de los Doctores Fuencisla

Matesanz, Antonio Alcina y Maria Fedetz. La Figura 16 esquematiza los pasos seguidos.

Clonacién en vector
TOPO®: mezclar el
producto de la PCR
con el vector TOPO®

Transformacién de
células E. coli

—

Produccién del
amplicén (PCR) ’
e
> Eleccién de una
Reaccién de

competentes

colonia transformante Seleccién y analisis

recombinacién <4

LR con el vector positiva y aislamiento de colonias
. del ADN plasmidico transformantes
de destino \_
Figura 16. Diagrama de
Transformacion seleccion y anlisis Eleccién de una flujo descriptivo de las fases
de células E. coli de colonias colonia transformante . .,
competentes con s — positiva y aislamiento para estudiar la repercusion
D .
el clon de del ADN plasmidico de las variantes rs10892307,
expresion
l rs11602393, rs3176905 y
rs55756957 en la actividad
. 82 B Transfeccion de ..
Determinaciéninvitrodela | o | "° o transcripcional del promotor
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3.2.4.1. Disefio de los primers y amplificacion de los fragmentos de interés

Se disefiaron 4 parejas de primers, una para cada polimorfismo, mediante el software Primer3.
Cada pareja se disefid para amplificar especificamente la regién que contiene el polimorfismo
de interés. Los primers fueron sintetizados por la compafiia Metabion (Alemania). La Tabla 4

muestra las secuencias de todos los primers.

Polimorfismo Primer forward Primer reverse Amplicon

rs10892307 TCCACAGTGGGAGAGGATTC  CCTACTGCCTCAGGAGACGA 300 pb
rs11602393 CTGGAGGCTTGGAGAGAGTG ATGCCCGGGTAGTTCTGTC 389 pb
rs3176905 AGCAGGAGGGAGTCAGACAA TTGGGTGGGCTAAGAAAATG 342 pb
rs55756957 CACAGCTCCCCTCTCGTTAG GCTCCTCCATCAGAATCTCG 232 pb

Tabla 4. Parejas de primers utilizadas para amplificar cada una de las regiones reguladoras portadoras de

los polimorfismos bajo estudio.

El material de partida fue el ADN gendémico obtenido de una linea celular linfoblastoide (LCL)
de un individuo del Proyecto 1000 Genomas heterocigoto para las 4 variantes bajo estudio. Se
realizaron 4 PCR independientes, cada una de ellas para amplificar el fragmento de ADN donde
se encuentra uno de los SNPs. En cada reaccion, se afiadieron 50 ng de ADN gendmico (en 1
pL) en un volumen final de 50 pL, de los que 10 pL eran Q5® Buffer (5%), 1 uL dNTPs (10
nM), 2,5 uL primer forward (10 uM), 2,5 yL primer reverse (10 uM), 10 pL Q5® GC (5x), 0,5
pL enzima polimerasa Tag Q5® High-Fidelity (New England Biolabs, MA, EEUU) y 22,5 uL
H2O doble destilada. Las reacciones se realizaron en tubos de 200 pL y se ejecutaron en el
termociclador MJ Mini™ Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). Las

condiciones de la PCR fueron las detalladas en la Tabla 5.

Preamplificacion Desnaturalizacion ~ Hibridacion Elongacion

Temperatura (°C) 98 98 60 72
Tiempo 30s 10s 20s 20s
Numero de ciclos 1 — 32 —

Tabla 5. Protocolo de PCR disefiado para la amplificacién de los fragmentos de ADN gendmico

portadores de los cuatro polimorfismos de interés.
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3.2.4.2. Electroforesis en gel de agarosa

Tras la amplificacion, se realiz una electroforesis en gel de agarosa al 2% para corroborar la
amplificacion de los 4 fragmentos. Se prepararon 2 g de agarosa por cada 100 mL de Tris-
Acetate-EDTA (TAE) 1x disuelto en agua desionizada y se afiadieron 5 pL de RedSafe™
(20.000%) (iNtRON Biotechnology, Seoul, Korea) por cada 100 mL. EI ADN amplificado se
cargd con un 16% de tampon de carga. Se utiliz6 el 100 bp DNA Ladder (Invitrogen) como
marcador de peso molecular para estimar el tamafio de los fragmentos obtenidos en la PCR. La
electroforesis se realizd a un voltaje de 100 voltios durante 45 minutos. La corriente se genero
mediante el aparato PowerPac™ Basic (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). El gel se analiz6

colocéndolo bajo luz ultravioleta y realizando fotos para visualizar las bandas de ADN.

3.2.4.3. Purificacion del producto de la PCR y adicion de una cola de poli(A)

Una vez corroborados, los productos de la PCR se purificaron mediante el kit High Pure PCR
Product Purification (Roche, Suiza) siguiendo las indicaciones del protocolo. EI ADN se obtuvo
en un volumen final de 50 uL de tampoén de elucién (10 mM Tris-HCI, pH 8,5) y se cuantificd
mediante el espectrofotometro NanoDrop™ 1000 (Thermo Fisher Scientific). A continuacion,
se afiadieron desoxiadenosinas a los extremos romos 3' de los fragmentos de ADN amplificados
para poder llevar a cabo la posterior ligacion. Se realizaron 4 reacciones independientes, una
para cada polimorfismo. En cada una, se afiadieron 25 puL de ADN en un volumen final de 50
pL, de los cuales 5 pL eran (NH.)2SO4 buffer (10x), 2 uL MgCl; solution (50mM), 5 uL dATP
(ImM), 0,2 uL BIOTAQ™ DNA Polymerase (Bioline, Canadd) y 12,8 uL H,O doble destilada.

Las reacciones se incubaron a 72°C durante 20 minutos.

3.2.4.4. Ligacion en pCR™8/GW/TOPO® — TA cloning

Para clonar el producto amplificado de la PCR en un vector, se utilizo el kit
pCR™E/GW/TOPO® TA Cloning® Kit (Invitrogen). El vector TOPO® (Figura 17) consta de

los siguientes sitios:
= Sitio de clonacién TOPO®, para la clonacion del producto de la PCR amplificado.

= Sitios EcoR I, que flanquean el sitio de clonacién TOPO® para simplificar la escision del

producto de PCR clonado.
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= Sitios attL1 y attL2, para la transferencia del

fragmento de interés al vector Gateway® mediante

recombinacion.

= Sitios de union de primers especificamente disefiados
dentro de los sitios attL1 y attL2 para facilitar la
secuenciacion utilizando los primers GW1y GW2.

= Secuencias rrB de terminacion de la transcripcion

para evitar la expresion basal del producto de PCR de

interés en E. coli.

= Marcador de resistencia a la espectinomicina, para

la seleccion de las colonias de E.coli de interés.

= Origen de replicacion pUC, para la replicacion de un

alto numero de copias del plasmido en E.coli.

Topoisomerasa

Y

¢

CCCTT PAAGGG
feleedN 2 Producto de PCR TTCCC

HQ |

B

Le®

Topoisomerasa

Figura 18. Representacion
grafica de la reaccion entre el
vector TOPO® linearizado y el
producto amplificado por PCR
para su incorporacién en el

vector mediante TA cloning.

Qa7 '90'9

pCR8/GW/
TOPO

Figura 17. Esquema del vector
pCR8/GW/TOPO®,

llevar

disefiado  para

a cabo el proceso de TA

cloning® vy, asi, utilizar el vector

resultante para multiples aplicaciones.

Como representa la Figura 18, la incorporacion se produce
gracias a que el vector TOPO® se suministra linearizado y
con la secuencia especifica 5'-CCCTT-3' en sus dos extremos.
Se aprovecha la presencia de una desoxitimidina libre (T) en
su extremo 3' para ligarse directamente con el producto
amplificado con la cola de poli-A en su extremo 3' (TA
cloning®). Esta reaccion es catalizada por la topoisomerasa |
del virus Vaccinia, unida de forma covalente a los dos
extremos 3' del vector TOPO®. El producto de la ligacion se
denomina "clon de entrada”. En la reaccién TA cloning®, el
inserto puede integrarse en sentido forward o reverse y, dado
que el individuo de partida es heterocigoto para los cuatro
polimorfismos, puede ser wild type o mutado. Todo ello

depende del azar.

Se realiz6 una reaccién para cada uno de los cuatro polimorfismos bajo estudio. En cada

reaccion de clonacion TOPO®, se afiadid 1 pL del producto de la PCR, 1 pL de solucién salina
(1,2 M NaCl; 0,06 M MgCly), 3 uL de H2O doble destilada y 1 pL del vector TOPO®. La

reaccion se incubd 5 minutos a temperatura ambiente y se paso rapidamente a hielo.
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3.2.4.5. Tranformacion de células competentes (E. coli)

El producto de la reaccion de clonacion TOPO® se transformd en células competentes de E.
coli (One Shot® Mach1™-T1R Chemically Competent E. coli kit) (Invitrogen). Se llevaron a
cabo cuatro transformaciones independientes, una para cada polimorfismo. Para ello, se afiadid
1 pL del producto de la reaccion TOPO® a 25 uL de células competentes de E. coli. Como
control positivo para verificar la eficiencia de la transformacion, se utilizo 1 pL (10 pg) del
plasmido pUC19. Las células se incubaron en hielo durante 30 minutos. A continuacion, las
bacterias se sometieron a un choque térmico de 42°C durante 30 segundos e inmediatamente se
trasfirieron a hielo durante 2 minutos. Se afiadieron 125 pL. de medio S.O.C. a temperatura
ambiente y las bacterias se incubaron a 37°C a 225 rpm durante 1 hora. Una vez transcurrido
este tiempo, se sembraron 100 y 25 pL de células transformadas en dos placas de agar con LB
precalentadas a temperatura ambiente con 100 pg/mL de espectinomicina (o ampicilina en el
caso de pUC19) para la seleccion de las bacterias que habian incorporado el plasmido

recombinante resistente al antibidtico. Las placas se incubaron invertidas toda la noche a 37°C.

3.2.4.6. Andlisis de las colonias de bacterias transformantes

Se inocularon 24 colonias para cada polimorfismo en 100 puL de agua MiliQ cada una, con la
finalidad de encontrar las cuatro combinaciones posibles orientacion-alelo: forward+WT,
forward+MA, reverse+WT y reverse+MA. EI ADN plasmidico de todas las colonias inoculadas
se amplifico mediante PCR para verificar que todas contienen el vector TOPO®. En cada
reaccion de amplificacion, se afiadieron 2 uL de la colonia inoculada a 8 pL de Master Mix (25
ML de (NH4).SO4 buffer (10x), 5 pL de dNTP Mix (10puM), 12,5 pL del primer forward del
SNP correspondiente (10 uM), 12,5 uL del primer reverse del SNP correspondiente (10 uM),
10 pL de MgCl; solution (50mM), 2 uL de BIOTAQ™ DNA Polymerase (Bioline, Canadd) y
133,5 pL de H,0 MiliQ). Las reacciones se realizaron en placas de 384 pocillos y se ejecutaron
en el termociclador DNA Engine® (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). Las condiciones de

la PCR fueron las especificadas en la Tabla 6.

Preamplificacion Desnaturalizacion ~ Hibridacion Elongacion

Temperatura (°C) 94 94 60 72
Tiempo 3 min 20s 20s 20s
Ndmero de ciclos 1 «— 30 —

Tabla 6. Condiciones de la PCR disefiada para amplificar el ADN plasmidico de las bacterias E.coli

competentes constituyentes de diferentes colonias y previamente transformadas con los constructos de interés.
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A continuacion, se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 2% para visualizar el producto
amplificado y corroborar que cada colonia seleccionada incorpord el producto de la reaccién de
clonacion TOPO®.

3.2.4.7. Crecimiento de las colonias positivas y extraccion de plasmidos

Para cada SNP, se escogieron una media de 15 colonias en base a las bandas visualizadas en el
gel de agarosa. Se inocularon 40 uL de cada colonia seleccionada en 5 mL de medio LB liquido
con 100 pg/mL de espectinomicina y se incubaron en agitacion a 37°C toda la noche para
promover su crecimiento. Al dia siguiente, se extrajo el ADN plasmidico de las colonias
bacterianas crecidas mediante el kit PureLink® Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen). Se
siguieron las indicaciones del protocolo incluido y se obtuvieron hasta 30 ug de ADN

plasmidico en 75 pL de buffer TE.

3.2.4.8. Secuenciacion y anélisis de los plasmidos extraidos

Con el objetivo de encontrar las cuatro combinaciones posibles de cada polimorfismo, se

secuenciaron los plasmidos con el inserto extraidos de todas las colonias para comprobar:

a) Si el fragmento insertado es wild type o porta el alelo minoritario (MA, por minor allele)
para el SNP de interés.

b) Si la orientacion del fragmento insertado es forward o reverse.

Para ello, se aprovecho la existencia del sitio de union del primer GW1 en el vector TOPO®,

especialmente disefiado para facilitar la secuenciacion, cuya secuencia es la siguiente:

GW1: 5-GTTGCAACAAATTGATGAGCAATGC-3

Se afadieron una media de 600 ng del ADN plasmidico y 6,4 pmol del primer GW1 en un
volumen final de 12 pL de H,O MiliQ. La secuenciacion se realiz6 en el Servicio de
Secuenciacion del IPBLN mediante el procedimiento de secuenciacion ciclica utilizando la
quimica BigDyeTerminator v3.1 y la electroforesis en un sistema multicapilar automatico. El
analisis de las secuencias se llevd a cabo mediante el software bioinformatico DNASIS® MAX
3.0. Si una vez analizadas las secuencias no se consiguieron las cuatro combinaciones para un
determinado polimorfismo, se volvio al punto 3.2.4.4. (ligacion en el vector TOPO®) con dicho

polimorfismo y asi sucesivamente hasta tener los 4 vectores.
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3.2.4.9. Transferencia del inserto al vector de expresion Gateway®

La tecnologia de clonacion Gateway® es un método basado en la recombinacion sitio-especifica
del fago A mediante el que se transfieren secuencias de ADN entre diferentes vectores,
manteniéndose tanto el marco abierto de lectura (ORF, por open reading frame) como la

orientacién del inserto.

En el presente estudio, partimos de un vector TOPO®, denominado "“clon de entrada”, que
contiene la secuencia de interés clonada flanqueada por dos sitios de recombinacion: attL1 y
attL2. Se realiz6 una reaccion LR, en la que se trasfirio el inserto a un vector Gateway®,
conocido como "vector de expresion” o "vector destino". Para ello, los sitios attL1 y attL2 del
“clon de entrada” recombinan con los sitios attR1 y attR2 del "vector destino" y dan lugar al
"clon de expresion™ (Figura 19). Esta reaccion esta catalizada por un conjunto de enzimas que
contiene las proteinas Int, IHF y Xis.

ccdB ccdB
attlL1 attB1 .‘ .. attB2 attP1 attP2
Clon de Vector ' Clon de Vector
entrada destino _— expresion + donante

Kan*

Figura 19. llustracion descriptiva de la reaccion LR para transferir el fragmento insertado en el clon de
entrada (vector TOPO®) a un vector destino (vector Gateway®), dando lugar al clon de expresion, que

contiene un gen reportero que codifica la enzima luciferasa. Adaptada de https://www.thermofisher.com.

En este trabajo, utilizamos el vector destino pGL4.23-GW, esquematizado en la Figura 20. A

continuacion, se mencionan los sitios de este vector que son de interés para nuestro estudio:

= Regiodn de clonacion, en la que se insert6 el gen ccdB para realizar la seleccion negativa. El
gen ccdB interfiere con la actividad ADN girasa de E.coli, inhibiendo asi el crecimiento de
las bacterias. Cuando ocurre la recombinacién con el vector TOPO®, el gen ccdB es
reemplazado por el inserto de interés. Las bacterias que incorporan los plasmidos que no
tienen el inserto (y por tanto siguen teniendo ccdB), mueren.

= Promotor minimo.

= El gen reportero luc2, que codifica la enzima luciferasa.

= Gen de resistencia a la Ampicilina.

= Regién de union del primer RV.
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Para llevar a cabo la reaccion LR, se utilizo el kit LR Clonase™ enzyme mix (Invitrogen). Se
afiadieron 100 ng del clon de entrada (en 1-3 pL), 300 ng del vector destino pGL4.23-GW (en 2
uL), 4 puL de 5x LR Clonase™ reaction buffer LR y hasta 16 pL de buffer TE a pH 8,0. A
continuacion, se afiadieron 4 pL de Clonase™ enzyme mix a cada muestra y se incubd la
reaccion a 25°C durante 1 hora. Transcurrido este tiempo, se afiadieron 2 pL de Proteinasa K (2

ug/ul) a cada reaccion y se incubaron a 37°C durante 10 minutos.

3.2.4.10. Transformacion de células competentes (E. coli) con el clon de expresién y

analisis de las colonias

El clon de expresion producto de la reaccion LR se transformé en células competentes de E. coli
(apartado 3.2.4.5.). Se llevaron a cabo 16 transformaciones independientes, 4 para cada
polimorfismo (las 4 combinaciones posibles), utilizando 1 pL del producto de la reaccion LR y
siguiendo el protocolo detallado en el apartado 3.2.4.6. En este caso, se sembraron 100 y 25 uL
de celulas transformadas en dos placas de agar con LB precalentadas a temperatura ambiente
que contenian 100 pg/mL de ampicilina para seleccionar las bacterias que habian incorporado el

clon de expresion resistente a la ampicilina. Las placas se incubaron toda la noche a 37°C.

Al dia siguiente, se inocularon 5 colonias de bacterias para cada uno de los 16 clones de
expresion en 100 pL de H,O MiliQ. EI ADN plasmidico de las colonias inoculadas se
amplific6 mediante PCR para verificar que contienen el clon de expresion, tal y como se detalld
en el apartado 3.2.4.6. para el vector TOPO®. A continuacion, se realiz una electroforesis en
gel de agarosa al 2% como se indicO en el apartado 3.2.4.2. para visualizar el producto

amplificado y verificar que cada colonia seleccionada era positiva para el vector de expresion.
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3.2.4.11. Crecimiento de las colonias positivas para el clon de expresion y

extraccién del ADN plasmidico

Se escogio6 una colonia para cada vector de expresion (en total, 16 colonias) en base a las bandas
visualizadas en el gel de agarosa. Se inocularon 40 pL de cada colonia seleccionada en 50 mL
de medio LB liquido con 100 pg/mL de amplicilina y se incubaron en agitacion a 37°C toda la

noche para promover su crecimiento.

Al dia siguiente, se extrajo el ADN plasmidico de las colonias crecidas mediante el Kit
EndoFree Plasmid Midi Kit (Qiagen, Santa Clarita, USA). Se siguieron las indicaciones del
protocolo incluido y se obtuvieron hasta 100 pug de ADN plasmidico en 100 uL de buffer TE.
Como control negativo se utilizé el plasmido pGL4.23 sin la region de clonacion o el cassette
del GateWay® (Promega, Madison, EEUU), el cual se prepar6 de la misma forma. Como valor
de control interno para normalizar la expresion del gen reportero luciferasa de luciérnaga de los
plasmidos de interés, se cotransfecto el vector pRL-TK (Promega), que expresa la luciferasa de

renilla (Rluc) bajo el control del promotor constitutivo de la timidina quinasa (Figura 21).

Figura 21. Mapa del vector pRL-TK
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Se secuenciaron los plasmidos purificados para asegurar que se consiguieron los 16 constructos
de interés. La secuenciacion se realiz6 como se detallé en el apartado 3.2.4.8., pero en este caso

utilizando el primer RVprimer3.

3.2.4.12. Transfeccion transitoria y determinacion de la actividad luciferasa

Para los ensayos de transfeccidn transitoria, se utilizé la linea celular HEK-293 (células
embrionarias de rifion humano que crecen en suspensién). Las células HEK-293 se mantuvieron

a 37°C, con CO; al 5%, en medio DMEM suplementado con 2 mM L-Glutamina, 10% suero
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fetal bovino descomplementado (FBS) y 1% aminoacidos no esenciales (todo de GIBCO-BRL).
El medio se cambi6 cada 2 ¢ 3 dias y el crecimiento se mantuvo hasta alcanzar un ~90% de

confluencia, momento en el que se trasplantaban a un nuevo soporte.

La transfeccion se realizd6 mediante el reactivo jetPRIME® (Polyplus-Transfection, NY,
EEUU), basado en polimeros, estable en presencia del suero y los antibidticos, y con baja
citotoxicidad. Se llevaron a cabo 4 experimentos de transfeccion independientes para cada uno
de los 16 constructos. Para cada experimento, se utilizaron placas de 96 pocillos y se sembraron
10.000 células HEK-293 en 100 pL de medio completo por pocillo 24 horas antes del

experimento. En el momento de la transfeccion, las células estaban a un 60-80% de confluencia.

Se prepararon 16 mezclas que contenian 50 pL de jetPRIME® buffer, 1 pg del plasmido
correspondiente, 2 ng del plasmido utilizado como control interno pRL-TK y 2 pL del reactivo
JetPRIME®. Las mezclas se incubaron 10 minutos a temperatura ambiente y se afiadieron 5 puL
de cada una de ellas a los pocillos correspondientes, evitando el contacto directo con las células.
La placa se mezcld suavemente y se incubd a 37°C con un 5% de CO,. Después de 24 horas, la
luminiscencia fue analizada en los sobrenadantes de cada pocillo utilizando el kit Dual

Luciferase® Reporter Assay System (Promega).

Las medidas obtenidas se analizaron comparando la relacion entre la luminiscencia de la
luciferasa de luciérnaga y la de la luciferasa de renilla en cada pocillo, procedimiento realizado
para los 16 constructos y para el vector pGL4.23 vacio. Después, se compar6 la actividad

transcripcional del promotor de cada constructo con la del vector vacio.

3.2.4.13. Analisis estadistico de los resultados del ensayo reportero de luciferasa

Dado que se realizaron 4 experimentos independientes para cada uno de los 16 vectores
construidos, se realizo la media de las 4 medidas de luminiscencia ya normalizadas respecto a la
luminiscencia emitida por el vector pRL-TK (renilla) para cada constructo. Se aplico el mismo
procedimiento para el vector pGL4.23 vacio. Para evaluar la diferencia entre la actividad
transcripcional del vector pGL4.23 vacio y la de los 16 vectores pGL4.23-GW construidos, asi

como entre diferentes vectores de un mismo SNP, se aplico la U de Mann-Whitney.
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3.2.5. Analisis por citometria de flujo de la expresion de CXCR5 en

poblaciones de CMSP de pacientes con EM con distintos genotipos
3.2.5.1. Individuos

Se incluyeron un total de 20 pacientes con EM (formas de inicio con brote). De éstos, 10 eran
portadores del alelo minoritario del SNP rs10892307 y 10 no portaban dicho alelo. Todos los
pacientes incluidos se visitan regularmente en el Cemcat y ninguno de ellos habia recibido
ningln tratamiento para la EM previo a la extraccién de la muestra del estudio. La Tabla

Suplementaria 2 (Anexo) resume las caracteristicas demograficas de los pacientes incluidos.

3.2.5.2. Obtencién y mantenimiento de las CMSP

Las CMSP de los 20 pacientes se aislaron y congelaron como se explicé en el apartado 3.2.2.2.
hasta el dia de la utilizacion. EI experimento consté de tres dias experimentales, en los que se
procesaron 8, 6 y 6 muestras con representacion proporcional de los pacientes con el alelo
minoritario y de los pacientes sin él. Las CMSP se descongelaron parcialmente en el bafio a
37°C y se afiadié de forma progresiva medio RPMI completo precalentado a 37°C hasta su
descongelacion total. Las CMSP se lavaron con 10 mL de medio completo precalentado y se
resuspendieron en 1 mL de medio para su contaje con la cdmara de Neubauer. Los cultivos de
CMSP se realizaron en tubos de vidrio de 5 mL. En cada uno, se sembraron 2x10° células a una
concentracion de 2x108 células/mL en RPMI completo y se incubaron toda la noche a 37°C en
una atmdsfera con 5% de CO,. Al dia siguiente, se recogieron las células para proseguir con el

marcaje para citometria de flujo.

3.2.5.3. Anticuerpos utilizados

Para el estudio de la expresion de CXCR5 en diferentes subpoblaciones de células T y células B
periféricas se realizaron marcajes de superficie e intranucleares utilizando los anticuerpos

detallados en la Tabla 7.
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Fluorocromo

Casa comercial

Anticuerpo
Anti-CD3
de humano
Anti-CD4
de humano
Anti-CD45R0O
de humano
Anti-CD25
de humano
Anti-FoxP3
de humano
Anti-CD19
de humano
Anti-CD20 de
humano
Anti-CD27 de
humano
Anti-CD38 de
humano
Anti-CD24 de
humano
Anti-CXCR5
de humano

FITC
APC-H7
BV605
BVv421
PE
PerCP-Cy5.5
APC-H7
BV605
PE

BB515

Alexa Fluor
647

Isotipo
19G1, k de
raton
19G1, k de
raton
IgG2a, k de
raton
19G1, k de
raton
1gG2a, k de
rata
19G1, k de
raton
1gG2b, k de
raton
1gG1, x de
raton
19G1, k de
raton
1gG2a, k de
raton
IgG2b, x de
rata

Clon Volumen
UCHT1 5 pL
RPA-T4 0,25 pL
UCHL1 0,5 uL

BC96 4L
PCH101 5 pL

HIB19 0,25 pL

2H7 0,25 pL

L128 2,5 L

HIT2 20 pL

ML5 2,5 uL
RF8B2 0,25 pL

Marcaje

Superficie
Superficie
Superficie
Superficie
Intranuclear
Superficie
Superficie
Superficie
Superficie
Superficie

Superficie

BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
Biolegend
eBioscience
BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences

BD Biosciences

Tabla 7. Anticuerpos utilizados para el estudio de la expresion superficial de CXCR5 en las poblaciones

seleccionadas de linfocitos T y linfocitos B circulantes. EI volumen se corresponde con los pL afiadidos a

cada muestra.

3.2.5.4. Disefio de los paneles de citometria

Se disefiaron los tres paneles detallados en la Tabla 8. Para cada poblacién sefialada, se estudid

la expresion de CXCRS. Para ello, se analizé el porcentaje de células que expresaban CXCR5 y

la intensidad media de fluorescencia (MFI, por mean fluorescence intensity) para CXCR5.

Poblacion Marcadores

PANEL 1 Linfocitos T CD4* CD3* CD4*
Linfocitos T CD8* CD3* CD4
Linfocitos T CD4" naive CD3* CD4* CD45RO"
Linfocitos T CD4* memoria CD3* CD4* CD45R0O*
PANEL 2 Linfocitos T reguladores CD3* CD4* CD25* FoxP3*
PANEL 3 Linfocitos B CD19*
Linfocitos B naive CD19* CD20* CD27
Linfocitos B memoria CD19* CD20* CD27*
Plasmablastos CD19*  CD27high CD3ghigh
Linfocitos B reguladores CD19*  CD24* CD27high

Tabla 8. Poblaciones celulares estudiadas y marcadores utilizados para su identificacion mediante

citometria de flujo. En todas ellas, se analiz6 la expresion de CXCR5.
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Cabe mencionar que no se analiz6 la expresion de CXCRS5 por las subpoblaciones naive y de

memoria de los linfocitos T CD8" debido a la baja expresién de dicha molécula.

3.2.5.5. Marcaje celular

El marcaje con los anticuerpos correspondientes se realizé en placas de 96 pocillos en un
volumen final de 100 pL. En primer lugar, se afiadieron 5x10° CMSP de cada paciente en un
pocillo de la misma y se lavaron dos veces. A continuacion, se realizé el marcaje de viabilidad
para descartar las células muertas, bien con el Fixable Viability Dye eFluor™ 450 (eBioscience,
Hatfield, UK) para los paneles 1y 2, o bien con el Fixable Viability Stain 510 (BD Biosciences)
para el panel 3. Después se bloquearon los receptores de superficie Fc para evitar las uniones
inespecificas, para lo que se utilizoé el Human BD Fc Block™ (BD Biosciences).
Posteriormente, las células se incubaron durante 30 minutos con los cocteles de anticuerpos
correspondientes segun el panel. Por dltimo, tras un lavado con PBAzida, las células se
resuspendieron en 200 uL de PBAzida para adquirirlas en el citometro. El protocolo detallado

se encuentra en el Anexo.

En el caso del panel 3, una vez finalizado el marcaje de superficie de los antigenos CD3, CD4 y
CD25, se realizd el marcaje intranuclear para detectar FoxP3 utilizando el kit de
permeabilizacion Anti-Human Foxp3 Staining Set PE (eBioscience) siguiendo las instrucciones

del kit. El protocolo detallado se encuentra en el Anexo.

3.2.5.6. Adquisicion y analisis de las muestras en el citdbmetro de flujo

Las células se adquirieron utilizando el citdbmetro de flujo CytoFLEX, de Beckman Coulter
(Brea, CA, USA). Los datos obtenidos se analizaron con el software CytExpert 1.0 (Beckman
Coulter). En cada panel, se llevd a cabo una estrategia de gating concreta para identificar a las
poblaciones celulares bajo estudio. En primer lugar, y en todos los casos, se combinaron los
pardmetros FS (tamafio celular) y SS (complejidad celular) para definir morfolégicamente la
poblacion linfocitaria. En segundo lugar, se combinaron diferentes parametros en funcion del
panel bajo andlisis. La estrategia seguida para identificar las poblaciones de cada panel se

detalla en el Anexo.

Para calcular la MFI de CXCR5 (marcado con un anticuerpo unido conjugado con Alexa Fluor

647), el valor obtenido para cada muestra se normaliz6 respecto al valor de la MFI de Alexa
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Fluor 647 de un control negativo sin marcaje para dicho fluorocromo. De este modo, se evitd el

sesgo entre los diferentes dias de adquisicion.

3.2.5.7. Analisis estadistico de los resultados de la citometria de CXCR5

El andlisis estadistico se llevé a cabo utilizando el paquete SPSS 17.0 (SPSS Inc., Chicago,
EEUU) para MS-Windows. Se aplicé la U de Mann-Whitney para evaluar si existen diferencias
tanto en el porcentaje de diferentes poblaciones de células T y células B que expresan CXCR5,
como en su MFI de CXCR5 entre pacientes con EM con y sin el alelo minoritario del SNP
rs10892307.

3.2.6. Determinacion de los niveles de calcidiol (25(OH)D) y calcitriol
(1,25(OH).-D) en suero de pacientes con EM con distintos genotipos del
polimorfismo rs2762943 (CYP24A1)

3.2.6.1. Individuos

i) Individuos incluidos en la determinacién de la concentracion de 25(OH)D en

SUero

Se incluyeron un total de 101 pacientes con EM (formas de inicio con brote). De éstos, 30
(29,7%) eran portadores del alelo minoritario del polimorfismo rs2762943 (gen CYP24Al1) y 71
(70,3%) carecian de dicho alelo. Ninguno de estos pacientes habia recibido tratamiento para la
EM previo a la extraccion de la muestra utilizada para este estudio. La Tabla Suplementaria 3
(Anexo) muestra las caracteristicas demogréficas de los pacientes con EM incluidos, asi como la
estacion del afio en la que se obtuvo la muestra de suero, dado que los niveles de vitamina D

fluctdian con la misma.

ii) Individuos incluidos en la determinacion de la concentracion de 1,25(0H)»-

D en suero

Se incluyeron un total de 100 pacientes con EM (formas de inicio con brote), todos ellos
independientes de los utilizados en el apartado anterior, de los cuales 26 (26%) eran portadores
del alelo minoritario de la variante comdn rs2762943 y 74 (74%) no poseian dicho alelo.

Ninguno de los pacientes habia recibido tratamiento para la EM previo a la extraccion de la
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muestra de suero empleada en este estudio. La Tabla Suplementaria 4 (Anexo) resume las
caracteristicas demograficas de los pacientes con EM incluidos y la estacion del afio en la que se

obtuvo la muestra.

3.2.6.2. Obtencién de las muestras de suero

La sangre periférica de los pacientes con EM incluidos en el estudio se obtuvo mediante
puncion venosa. Las muestras se dejaron coagular durante 30 minutos a temperatura ambiente y
posteriormente se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 minutos. El suero se alicuotd y se

conservo a -80°C hasta su utilizacion.

3.2.6.3. Determinacion de los niveles de 25-OH vitamina D en suero

Los niveles de 25(OH)D en suero se determinaron utilizando el kit LIAISON® 25 OH Vitamin
D Total Assay, de DiaSorin (Stillwater, MN, USA). Se trata de un inmunoensayo competitivo
directo por quimioluminiscencia para la determinacion cuantitativa del total de 25(OH)D en
suero. Este ensayo se ejecutd en el autoanalizador LIAISON® XL. El protocolo detallado se

encuentra en el Anexo.

El kit mide entre 4 y 150 ng/mL. Los resultados son la suma de la vitamina D3 (colecalciferol) y
la vitamina D, (ergocalciferol), las formas mas abundantes de vitamina D en la naturaleza, que

en conjunto se denominaron 25-(OH)-D.

3.2.6.4. Determinacion de los niveles de 1,25(OH).-vitamina D en suero

Para la determinacion de los niveles de 1,25(0OH)2-D en suero se utiliz6 el kit LIAISON® XL
1,25 Dihydroxyvitamin D Assay, de DiaSorin (Stillwater). Esta tecnologia consiste en un
inmunoensayo quimioluminiscente no competitivo o tipo sandwich de 3 pasos modificado que
utiliza una proteina de fusion obtenida mediante tecnologia de ADN recombinante (RFP, de
Recombinant Fusion Protein), que captura la molécula de 1,25(0OH),-D y cambia su
conformacion, y un anticuerpo monoclonal murino conjugado con un derivado del isoluminol
que reconoce especificamente el complejo RFP-1,25(0OH).-D y se une a él (Figura
Suplementaria 1). Una vez unido el anticuerpo al complejo, se agregan los reactivos inductores

para que ocurra una reaccion quimioluminiscente. La sefial luminosa se midié en RLU con un
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fotomultiplicador y es proporcional a la concentracion de 1,25(0OH).-D. El ensayo se ejecutd en
el autoanalizador LIAISON® XL.

El limite inferior de cuantificacion es 5,0 pg/mL. Segun el fabricante, los limites inferior y
superior del rango de referencia son 19,9 y 79 pg/ml. Los resultados son la suma de 1,25(0OH),-
D,y 1,25(0H),-D3 y se denominaron 1,25(0H),-D.

3.2.6.5. Analisis estadistico de los resultados de la determinaciéon de la vitamina D

en suero

Para el anélisis estadistico de las medidas de 25-(OH)-D y 1,25(0OH).-D obtenidas, se utilizo el
paquete SPSS 17.0 (SPSS Inc., Chicago, EEUU) para MS-Windows. Para evaluar si existian
diferencias significativas en los niveles de ambas formas de vitamina D en suero entre pacientes

con EM con y sin la variante comin rs2762943, se aplicé un T test no pareado.

3.2.7. Induccion de la expresion de CYP24A1 en respuesta a la estimulacion
con vitamina D en CMSP de pacientes con EM con distintos genotipos del
polimorfismo rs2762943 (CYP24A1)

3.2.7.1. Individuos

Se incluyeron 16 pacientes con EM (formas de inicio con brote), de los que 8 portaban el alelo
minoritario del polimorfismo rs2762943 y 8, utilizados como controles, carecian de dicho alelo.
Ninguno de los individuos habia recibido tratamiento para la EM antes de la extraccion de la
muestra utilizada en este estudio. La Tabla Suplementaria 5 (Anexo) resume las caracteristicas

demogréaficas de los pacientes.

3.2.7.2. Aislamiento de las CMSP

Las CMSP de los 16 pacientes con EM se aislaron mediante la técnica de centrifugacion por
gradiente de densidad Ficoll-lsopaque (Gibco BRL) y se congelaron en nitrégeno liquido tal y

como se detall6 en el apartado 3.2.2.2.
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3.2.7.3. Estimulacion de CMSP con 1,25(0OH),-Ds.

Las CMSP se descongelaron y contaron tal y como se explicd en el apartado 3.2.5.2. Se
sembraron 1.5x10° células en cada tubo (3 tubos por paciente) a una concentracion final de
2x108 células/mL en medio completo y se incubaron toda la noche a 37°C en una atmésfera con
5% de CO,. Al dia siguiente, cada paciente se tratd de la siguiente forma: el primer tubo no
recibio ningln tipo de tratamiento; el segundo tubo se utiliz6 como control vehiculo (etanol al
95% en agua libre de ribonucleasas); y el tercer tubo se trat6 con 1 nM de 1,25(0OH),-Ds

(Sigma-Aldrich). Las células se introdujeron de nuevo en el incubador 24 horas.

3.2.7.4. Extraccion y cuantificacion del ARN total de CMSP y sintesis de ADNc

El ARN total de las muestras de CMSP recogidas a las 24 horas post-tratamiento se aislo
utilizando las columnas QIlAshredder® y el kit comercial RNeasy® Mini Kit (Qiagen). Se
siguio el protocolo incluido en el kit. Brevemente, las células se lisaron con el buffer de lisis
RLT (al que previamente se le afiadieron 10 pl de B-Mercaptoetanol por cada 1 ml de buffer). El
lisado se cargd en la columna QIlAshredder y se centrifugd para eliminar los restos celulares y
mejorar la manipulacion de las muestras después de la lisis. A partir del homogeneizado de
CMSP obtenido, se aisl6 el ARN total siguiendo las instrucciones del protocolo del kit
RNeasy® Mini Kit. Las muestras de ARN total se eluyeron en un volumen final de 30 pL de
agua libre de RNasas y se cuantificaron en el espectrofotémetro NanoDrop® ND-1000 (Thermo
Fisher Scientific), tal y como se detall6 previamente (apartado 3.2.2.3). La retrotranscripcion de
las muestras de ARN total obtenidas de las CMSP se realizé6 mediante el kit High Capacity RT
(Applied Biosystems), tal y como se detall6 en el apartado 3.2.2.4. Una vez finalizada la

reaccion, se obtuvo el ADNCc a una concentracion de 20 ng/pL en un volumen total de 20 pL.

3.2.7.6. Cuantificacion de la expresion génica de CYP24A1 por reaccion en cadena

de la polimerasa a tiempo real (real-time PCR)

La cuantificacion relativa de la expresion génica de CYP24A1 tanto en las muestras tratadas con
vitamina D como en las muestras sin tratar se realizé mediante real-time PCR. La expresion se
determind en base a la cuantificacion de la expresion enddgena del gen de referencia GAPDH.
Los ensayos TagMan™ especificos utilizados fueron Hs00167999_m1, para el gen CYP24A1, y
Hs02786624 g1, para el gen GAPDH (Applied Biosystems).

El protocolo seguido fue el detallado en el apartado 3.2.2.5. Los datos se analizaron con el

software SDS 2.4 (Applied Biosystems) y el RQ Manager 1.2.1 (Applied Biosystems). Los
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resultados se analizaron siguiendo el método 2 22T (286) y se expresaron como fold-change de
i) la expresion génica basal de CYP24Al y de ii) la expresion génica de CYP24A1 tras el
tratamiento con 1,25(0OH),-Ds; en pacientes con EM con el polimorfismo rs2762943 en
comparacion con aquéllos sin él. También se analizo6 el grado de induccién del gen CYP24A1

tras recibir un tratamiento u otro en ambos grupos de pacientes.

3.2.7.7. Analisis estadistico de los resultados de la estimulacién de CYP24A1

El andlisis estadistico se realiz6 utilizando el paquete SPSS 17.0 (SPSS Inc., Chicago, EEUU)
para MS-Windows. Para evaluar si existen diferencias en la expresion génica de CYP24A1 tanto
basal como tras haber recibido el tratamiento con 1,25(OH)»-Ds entre pacientes con EM con y
sin la variante rs2762943, se aplicé la prueba de la U de Mann-Whitney. EI cambio en la
expresion de CYP24A1 tras su induccion con 1,25(0OH).-Ds; se analiz6 aplicando un T test
pareado.
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3.3. Metodologia relacionada con el objetivo 3

“Validar y caracterizar experimentalmente las variantes genéticas estructurales detectadas en

la resecuenciacion de ADN e identificar nuevos individuos portadores”

3.3.1. Cuantificacion de la expresion de los genes que acumulan variantes

raras en pacientes con EM

3.3.1.1. Individuos

Se cuantificaron los niveles de ARN mensajero de cuatro genes diferentes en pacientes con EM
(formas de inicio con brote) que acumulan VRs en la region especifica del gen reportada como
enriquecida. Todos estos pacientes forman parte de la cohorte de resecuenciacion de ADN.
Ninguno de ellos habia recibido ningun tratamiento de la EM previo al estudio. Para cada gen,

se incluyeron pacientes diferentes:

= Para los experimentos con el gen CYP24A1 se incluyeron 11 pacientes con EM con al
menos una VR en regiones reguladoras de dicho gen, 4 con al menos una VR en sus
regiones UTR, 4 con al menos una VR en su promotor y 25 pacientes con EM sin VRs
en el gen CYP24ALl.

= En el caso del gen RGS1, el estudio englob6 6 pacientes con EM con una 0 mas VRs de
RGS1 considerando todas las regiones del gen, 4 pacientes con EM con al menos una
VR de RGS1 considerando solo las regiones reguladoras y 28 pacientes con EM sin

VRs del mismo gen.

= Para el gen FCRL1, se incluyeron 6 pacientes con EM con una 6 mas VRs acumuladas

en el promotor FCRL1 y 15 pacientes con EM que carecian de VRs de dicho gen.

= Para cuantificar la expresion génica de TRAF3, se utilizaron muestras de 4 pacientes
con EM con al menos una VR en las regiones UTR de dicho gen y 16 pacientes con EM

sin VRs del mismo.

Las muestras de CMSP de estos pacientes procedieron de diferentes centros de EM: el Instituto
de Investigacion Biomédica de Malaga, el Hospital Dr. Josep Trueta (Girona), el Hospital
Clinic (Barcelona) y el Cemcat (Barcelona). La Tabla Suplementaria 6 (Anexo) detalla la
informacién demogréfica de los pacientes, asi como la procedencia de las muestras utilizadas
para analizar la expresion de cada gen. Las muestras de CMSP de los pacientes se enviaron y

centralizaron en nuestro instituto de investigacion (Institut de Recerca Vall d’Hebron), donde se
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procedié a la extraccion del ARN total y a la sintesis del ADN complementario para llevar a

cabo la real-time PCR.

3.3.1.2. Aislamiento de las CMSP, extraccion de ARN total y sintesis de ADNc

Las CMSP de los pacientes con EM se obtuvieron en cada centro utilizando protocolos estandar.
En el caso de los pacientes del Cemcat, se aislaron y se congelaron tal y como se detallé en el
apartado 3.2.2.2. Todas las CMSP se centralizaron en nuestro laboratorio, donde se
descongelaron y se les extrajo y cuantifico el ARN total mediante el reactivo TRIzol™
(Invitrogen) y el NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific) (apartado 3.2.2.3). Las
muestras de ARN total obtenidas se retrotranscribieron utilizando el kit High Capacity RT
(Applied Biosystems) como se detall6 en el apartado 3.2.2.4., obteniendo 400 ng de ADNCc en
20 pL.

3.3.1.5. Cuantificacion de la expresion génica por reaccion en cadena de la

polimerasa a tiempo real (real-time PCR)

Se cuantificd la expresion génica relativa de los siguientes genes que acumulan VRS en
pacientes con EM: CYP24Al (cytochrome P450 family 24 subfamily A member 1), RGS1
(regulator of G protein signaling 1), FCRL1 (Fc receptor like 1) y TRAF3 (TNF receptor
associated factor 3). Como control enddgeno, se utiliz6 el gen GAPDH (glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase). La Tabla 9 muestra los ensayos TagMan™ utilizados para cada gen

(Applied Biosystems).

Gen Ensayo TagMan™
CYP24A1 Hs00167999_m1
RGS1 Hs01023772_ml
FCRL1 Hs00364705_m1
TRAF3 Hs00936781_m1
GAPDH Hs99999905 ml

Tabla 9. Listado de los ensayos TagMan™ utilizados en la cuantificacion relativa de la expresion génica

de los genes que acumulan VRs en pacientes con EM.
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Las reacciones de amplificacion y el analisis de los datos crudos obtenidos se realizaron tal y
como se detall6 en el apartado 3.2.2.5. En este caso, a cada valor de Ct del gen a cuantificar, se
le sustrajo el valor de Ct del gen GAPDH (gen enddgeno) para normalizar los datos crudos. Los
valores obtenidos se analizaron siguiendo el método 2724¢T (286) y se expresaron como fold-
change de la expresion génica en pacientes con EM portadores de al menos una VR para un gen

en concreto en comparacién con aguéllos sin VRs en el mismo gen.

3.3.1.6. Analisis estadistico de los resultados de la real-time PCR

El anélisis estadistico se realiz6 mediante el paquete SPSS 17.0 (SPSS Inc., Chicago, EEUU)
para MS-Windows. Para cada uno de los cuatro genes, se aplico el test de Mann-Whitney para
elucidar si existen diferencias significativas en los niveles de ARNm del gen en cuestion entre

pacientes con EM con al menos una VR de dicho gen y aquéllos sin ninguna.

3.3.2. Evaluacion del cambio en la expresion de RGS1 en respuesta al

tratamiento con interferdn-f en pacientes con y sin variantes raras

3.3.2.1. Individuos

Se incluyeron un total de 6 pacientes con EM (formas de inicio con brote) de la cohorte
utilizada en la resecuenciacion de ADN. De ellos, 3 portaban al menos una VR del gen RGS1,
mientras que los otros 3 carecian de VRs de dicho gen. Ninguno de los pacientes habia recibido
tratamiento de la EM antes de la extraccion de la muestra. Uno de los pacientes sin VRS
procedié de Girona, mientras que las demas correspondieron a pacientes que se visitan
regularmente en el Cemcat. Las CMSP del paciente de Girona se enviaron a nuestro instituto de
investigacion (Institut de Recerca Vall d’Hebron), donde se realizaron los cultivos pertinentes.

La informacion de los pacientes incluidos se detalla en la Tabla Suplementaria 7 (Anexo).

3.3.2.2. Aislamiento de las CMSP

Las CMSP de los 6 pacientes con EM se aislaron mediante la técnica de centrifugacion por
gradiente de densidad Ficoll-Isopaque (Gibco BRL) y se conservaron en nitrégeno liquido tal y

como se detalld en el apartado 3.2.2.2. hasta su utilizacién.
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3.3.2.3. Induccidn de la expresion génica de RGS1 en respuesta a la estimulacion de
CMSP con interferon-p

Para evaluar el cambio en la expresién génica de RGS1 en respuesta a la estimulacion con
interferon-f (IFN-B), las CMSP de los pacientes con EM incluidos en el estudio se
descongelaron y contaron del mismo modo que se explico previamente (apartado 3.2.5.2). Se
sembraron 1x10° células/pocillo en placas de 24 (Falcon, Beckton Dickinson, New Jersey,
USA) a una concentracion de 1x10° células/mL en medio completo y se incubaron toda la
noche a 37°C en una atmosfera con 5% de CO.. Al dia siguiente, se trataron s6lo los pocillos
pertinentes con 100 Ul/mL de IFN-B1b (Betaferon®) y se volvieron a introducir en el
incubador. Las células se recogieron 4 horas después de recibir la estimulacion con IFN-B y se

lavaron con PBS a 4°C.

3.3.2.4. Extraccion y cuantificacion del ARN total de CMSP vy sintesis de ADNc

El ARN total de las muestras de CMSP recogidas a las 4 horas post-estimulacion se aislo
utilizando las columnas QIAshredder® vy el kit comercial RNeasy® Mini Kit (Qiagen), ya
descrito en el apartado 3.2.7.4. Las muestras de ARN total obtenidas se retrotranscribieron
utilizando el kit High Capacity RT (Applied Biosystems) (apartado 3.2.2.4.). Como resultado,

se obtuvo el ADNCc a una concentracion de 20 ng/pL en un volumen total de 20 pL.

3.3.2.6. Cuantificacion de la expresion génica por reaccion en cadena de la

polimerasa a tiempo real (real-time PCR)

Se cuantificd la expresion génica relativa del gen RGS1 (regulator of G protein signaling 1)
tanto en las muestras sin tratar como en las tratadas con IFN-f mediante real-time PCR. La
expresion se determind en base a la cuantificacion de la expresién de GAPDH. Los ensayos
TagMan™ utilizados fueron Hs01023772_m1 (RGS1) y Hs02786624_g1 (GAPDH).

En este caso, cada reaccion contenia 2 pL de muestra de ADNc (10 ng/uL), 10 puL de TagMan
Universal PCR Master Mix, No AmpErase®, UNG (Applied Biosystems), 7 uL de agua libre de
RNasa y 1 pL del ensayo TagMan™ correspondiente. Las reacciones de amplificacién y el
analisis de los datos crudos obtenidos se realizaron tal y como se detall6 en el apartado 3.2.2.5.
Los resultados se analizaron siguiendo el método 2724€T (286) y se expresaron como el cambio
en la expresién (fold-change) génica de RGS1 tras la estimulacién con IFN-p, tanto para los

pacientes con EM con alguna VR de RGS1 como para aquéllos sin VVRs en este gen.
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3.3.2.7. Analisis estadistico de los resultados

El andlisis estadistico se realizd mediante el paquete SPSS 17.0 (SPSS Inc., Chicago, EEUU)
para MS-Windows. En los dos grupos de pacientes con EM bajo estudio, el cambio en la
expresion génica de RGSL1 tras recibir el tratamiento de IFN-f se analizo aplicando un T test

pareado.

3.3.3. Inmunofenotipado de las CMSP que expresan RGS1

3.3.3.1. Individuos

Se incluyeron 11 pacientes con EM (formas de inicio con brote), de los cuales 4 portaban al
menos 2 VRs de RGS1 y 7 no tenian ninguna VR de dicho gen (Tabla Suplementaria 8, Anexo).
Todos los pacientes formaban parte de la cohorte de resecuenciacion de ADN y se trata de
pacientes que se visitan regularmente en el Cemcat. Ninguno de ellos habia recibido tratamiento

de la EM antes de la extraccién de sangre.

3.3.3.2. Obtencién y mantenimiento de las CMSP

Las CMSP de los 11 pacientes con EM incluidos en el estudio se aislaron y congelaron como se
detall6 en el apartado 3.2.2.2. hasta su utilizacion, momento en el que se enviaron en nieve
carbonica al Servicio de Inmunologia del Hospital Ramon y Cajal (Madrid) para determinar su
inmunofenotipo. Alli, cada dia experimental, se procesaron 4 muestras con representacion
proporcional de los pacientes con variantes raras y de los pacientes sin ellas. Las CMSP de los
11 pacientes se descongelaron en el bafio a 37°C e inmediatamente se afiadié de forma
progresiva medio RPMI completo frio hasta su descongelacion total. Las CMSP se traspasaron
a 10 mL de medio completo frio para lavar las células 3 veces mediante centrifugacion. Se
aspird el sobrenadante, se resuspendieron las células en 1 mL de medio completo y se contaron
utilizando la camara de Neubauer. Se afiadieron 1x10° células a cada uno de los tubos de

citdbmetro de polipropileno, repartiendo cada muestra de la siguiente forma:

e Tubo 1 control
e Tubo 1 problema
e Tubo 2 control

e Tubo 2 problema
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3.3.3.3. Anticuerpos utilizados

Para analizar la proporcidon de células de distintas subpoblaciones de CMSP que expresan RGS1

se realizaron marcajes de superficie e intracelulares (en el caso de RGS1) utilizando los

anticuerpos detallados en la Tabla 10.

Fluorocromo

Casa comercial

Anticuerpo
Anti-CD3
de humano

Anti-CD8
de humano

Anti-CD14
de humano

Anti-CD19
de humano

Anti-CD25
de humano

Anti-CD56
de humano
Anti-CD45
de humano
Anti-CD127
de humano
Anti-RGS1
de humano
Anti-1gG
de conejo
Control 1gG

monoclonal
de conejo

PerCP
APC-H7
FITC
PE-Cy7
APC
APC
V500

BVv421

PE

Isotipo

IgGl, k de ratén
IgGl, « de raton
IgG2b, « de ratén
1gGl, « de raton
1gGl, « de raton
IgG2b, « de raton
1gGl, « de raton

IgGl, « de raton

1gG de conejo
policlonal

1gG policlonal de
burro

1gG de conejo

SK7
SK1
MoP9
SJ25C1
2A3
NCAM16.2
HI30

HIL-7TR-M21

60024B

Marcaje

Superficie
Superficie
Superficie
Superficie
Superficie
Superficie
Superficie
Superficie
Intracelular
Intracelular

Control
intracelular

BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences

BD Biosciences

Novus
Biologicals

Biolegend

R&D Systems

Tabla 10. Anticuerpos utilizados para analizar la expresién de RGS1 en la cara interna de la membrana

plasmaética de las poblaciones de CMSP seleccionadas. El volumen utilizado fue el recomendado por el

fabricante en todos los casos.

3.3.3.4. Disefio de los paneles de citometria

Se disefiaron los dos paneles especificados en la Tabla 11. Para cada poblacion, se estudio el

porcentaje de células que expresaba RGS1 en la cara interna de su membrana plasmatica.
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Poblacion Marcadores

PANEL 1 Monocitos CD45*  CD14* CD3
Linfocitos B CD45* CD19* CD3
Células NK CD45*  CD56* CD3
Células NKT CD45*  CD56* CD3*
PANEL 2 Linfocitos T CD45* CD3*
Linfocitos T CD4*  CD45* CD3* CD&
Linfocitos T CD8"  CD45* CD3* CD8*
Linfocitos Treg CD45* CD3* CD8 CD25** CD127

Tabla 11. Poblaciones de CMSP estudiadas y marcadores utilizados para su identificacion mediante

citometria de flujo. En todas ellas, se analiz6 el porcentaje que expresaba RGS1.

3.3.3.5. Marcaje celular

El marcaje con los anticuerpos correspondientes se llevd a cabo en tubos de polipropileno. El
marcaje intracelular se llevo a cabo para valorar la expresion intracelular de RGS1 por parte de
las siguientes poblaciones: monaocitos, linfocitos B, células NK, células NKT, linfocitos T
CD3*, linfocitos T CD4*, linfocitos T CD8* y Treg. Para ello, en primer lugar se realizo6 el
marcaje de los antigenos de superficie y posteriormente el marcaje intracelular utilizando el kit
de permeabilizacion BD Cytofix/Cytoperm™ (BD Biosciences), siguiendo el siguiente

protocolo:

1. Marcaje de los antigenos de superficie, siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Incubacion 30' a 4°C en oscuridad.

2. Lavado con 3 mL de salino.

3. Bloqueo de los receptores de superficie Fc para evitar las uniones inespecificas con
2ug/tubo de IgG humana purificada (Human BD Fc Block™, de BD Biosciences).
Incubacion 30" a 4°C en oscuridad.

4. Lavado con 3 mL de salino.

5. Fijacion y permeabilizacion de las células con 200 pL del Buffer de Fijacion
(Cytofix/Cytoperm). Incubacion 30" a 4°C en oscuridad.

6. Lavado de las células con 3 mL del Buffer BD Perm/Wash™ (BD Biosciences) diluido
1:10.

7. Adicion de 1pg/tubo de anticuerpo policlonal anti-RGS1 en los tubos problema (Tubos
1 y 2 problema) o de 1ug/tubo de IgG monoclonal de conejo (R&D Systems) en los

tubos control (Tubos 1y 2 control). Incubacién 30' a 4°C en oscuridad.
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8. Lavado de las células con 3 mL del Buffer BD Perm/Wash™ (BD Biosciences) diluido
1:10.

9. Adicién de 31,25 pg/tubo de anticuerpo de burro anti-lgG de conejo marcado con
ficoeritrina (Biolegend). Incubacién 30' a 4°C en oscuridad.

10. Lavado de las células con 3 mL del Buffer BD Perm/Wash™ (BD Biosciences) diluido
1:10.

3.3.3.6. Adquisicién y anélisis de las muestras en el citometro de flujo

Las células se adquirieron en el laboratorio de Inmunologia del Hospital Universitario Ramoén y
Cajal utilizando el equipo de citometria de flujo FACSCanto Il, de Becton Dickinson. Los
valores medios de autofluorescencia se establecieron utilizando controles negativos de isotipo
apropiados. Una vez adquiridas las muestras, se analizaron los datos obtenidos con el software
FACSDiva V.8.0 (BD Biosciences). En cada panel, se llevo a cabo una estrategia de gating para
identificar las poblaciones celulares bajo estudio. En todos los casos se realizd la siguiente
estrategia de gating: en primer lugar se combinaron los pardmetros FSC y SSC para definir la
poblacion mononuclear. En segundo lugar, se combinaron los pardmetros FS en altura y area
para seleccionar los singletes y excluir los posibles dupletes. Posteriormente, se seleccioné la
poblacion positiva de intensidad intermedia y alta para CD45. Por ultimo se combinaron
diferentes parametros en funcion del panel bajo analisis y los resultados se expresaron como el
porcentaje de células positivas para RGS1 dentro de la poblacion de interés. La estrategia de

gating para identificar cada poblacién se detalla en el Anexo.

3.3.3.7. Analisis estadistico de los resultados de la citometria de RGS1

El andlisis estadistico se llevo a cabo utilizando el paquete SPSS 17.0 (SPSS Inc., Chicago,
EEUU) para MS-Windows. Se aplico la U de Mann-Whitney para evaluar si existen diferencias
significativas en el porcentaje de diferentes poblaciones de CMSP que expresan RGS1 entre

pacientes con EM con y sin VRS en este gen.
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3.4. Metodologia relacionada con el objetivo 4

“Validar y caracterizar experimentalmente la delecion hallada en el gen FCRL1 de un paciente

con EM e identificar nuevos individuos portadores de la misma”

3.4.1. Validacion experimental de la delecién identificada en FCRL1

3.4.1.1. Individuos

Se incluyeron 11 pacientes con EM, de los cuales uno (muestra 1295) era el paciente
identificado como portador de una delecion en heterocigosis en el gen FCRL1 (exones 4 al 10,
ambos incluidos) y 10 carecian de ella. Todos ellos se visitan regularmente en el Cemcat.

3.4.1.2. Obtencién y cuantificacion del ADN gendmico

El ADN gendmico de los 11 pacientes se extrajo a partir de sangre periférica y se cuantific con
el NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific) como se detallé previamente (apartado
3.1.1.). EI ADN gendmico se diluy6 en agua libre de RNsa a una concentracion 5 ng/pL.

3.4.1.3. Determinacion del nimero de copias de diferentes exones del gen FCRL1

por PCR cuantitativa daplex

Para confirmar el resultado obtenido in silico, se utilizaron cuatro ensayos de nimero de copias
TagMan™ predisefiados (TagMan™ Copy Number Assays) (Applied Biosystems), mediante los
cuales se evalud si el paciente 1295 realmente s6lo portaba una copia de los exones 4-10 del gen
FCRL1. Cada ensayo consta de un par de primers especificos para un exdn concreto y una
sonda MGB con el fluoréforo FAM™. Se adquirieron ensayos que detectan los exones 4, 9 y
10, de los cuales el paciente 1295 sélo deberia tener una copia, y el exon 3, del cual deberia

tener dos copias. La Tabla 12 muestra los ensayos utilizados.

Exén 3 Hs00256453 cn Tabla 12. Listado de los ensayos TagMan™
Exon 4 Hs01867260_cn utilizados para la deteccion de los exones 3,
Exén 9 Hs00700948 cn 4, 9 y 10 del gen FCRL1 utilizando ADN
Exon 10 Hs02549152 cn genémico.
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Cada ensayo de nimero de copias TagMan™ se ejecuta simultaneamente con un ensayo de
referencia (TagMan™ Copy Number Reference Assay) en una real-time PCR duplex. El ensayo
de referencia consta de un par de primers y una sonda TAMRA™ con el fluoréforo VIC® para
detectar la secuencia de referencia en el ADN genémico. El ensayo de nimero de copias detecta
la secuencia gendmica de interés (en nuestro caso, un exon) y el ensayo de referencia detecta
una secuencia que se sabe que existe en dos copias en un genoma diploide. En el presente

trabajo, se utiliz6 RNase P como ensayo de referencia (Applied Biosystems).

La cantidad de ADN gendémico purificado afiadida en cada reaccion fue de 10 ng (en 2 L) en
un volumen total de 10 pL, de los que 5 pL eran TagMan Genotyping Master Mix (Applied
Biosystems), 2 uL agua libre de RNasa, 0,5 pL el ensayo TagMan™ de referencia RNase P y
0,5 pL el ensayo TagMan™ de un exén concreto. Es decir, en cada pocillo se afiadié la sonda
de referencia y la de un determinado ex6n, de modo que para cada individuo a analizar se
necesitaron 4 pocillos: exdn 3, exdn 4, exén 9 y exén 10. Las reacciones se realizaron en placas
Opticas de 384 pocillos y se ejecutaron en el termociclador ABI PRISM 7900HT Sequence
Detection (Applied Biosystems). El programa de tiempos y temperaturas de la real-time PCR
fue el detallado en la Tabla 13.

Holding Cycling
Temperatura (°C) 95°C 95°C 60°C
Tiempo 10 min 15s 60 s
Numero de ciclos 1 — 40 —

Tabla 13. Programa de temperaturas y tiempos utilizado para la determinacion del nimero de copias de

diferentes exones del gen FCRL1 por PCR cuantitativa ddplex.

Los datos se analizaron con el software CopyCaller™ (Applied Biosystems). La cantidad de
copias de cada exdn en cada muestra se determind por cuantificacion relativa utilizando el
método comparativo Ct (AACy). Este método mide la diferencia de Ct (ACr) entre la secuencia
diana y la de referencia y, después, compara los valores ACt entre las muestras que se sabe que
tienen una copia y las que se sabe que tienen dos. EI nimero de copias se calcula multiplicando

por 2 la cantidad relativa.
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3.4.2. Caracterizacion de la delecion identificada en el gen FCRL1

3.4.2.1. Muestra

Se utiliz6 el ADN genémico del paciente 1295, portador heterocigoto de la delecion bajo
estudio. EI ADN se extrajo a partir de sangre periférica siguiendo el protocolo estandar
detallado en el anexo y se diluy6 en agua libre de RNasa. Se utilizaron 600 ng de ADN.

3.4.2.2. Obtencién de la secuencia del fragmento delecionado del gen FCLR1

Debido a que la aproximacién bioinformatica no permite conocer con precision ni el tamafio
concreto de la delecion identificada ni los extremos de misma, se procedié a su delimitacion
experimental. Para ello, se amplific6 la region con diferentes combinaciones de
oligonucleétidos hasta obtener una banda de ~1000 pb, que fue secuenciada utilizando el
secuenciador 3130xI Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Las parejas de oligonucledtidos

flanqueantes de la delecién disefiadas fueron las indicadas en la Tabla 14.

Pareja Primer forward Primer reverse
1 CAGGCCCTGTCTTAAGCATT GTCAAAGACCCAGCGTTCAC
2 ACACCAAGAAGCACAAAAGGT CAGGTGATGGAGGGAGACAG
3 CACATAGCAATGGCAGGAAA GCGTCCAAAGTCTTGAGGAG
4 GGCAGAGAAAGCACTTGGAC GCAGACAACAGCATTCCTCA

Tabla 14. Parejas de oligonuclettidos disefiadas para amplificar la regién que contiene la delecién

identificada en el gen FCRL1. Todas ellas flanquean la delecion bajo estudio.

Finalmente, la pareja que se utiliz6 fue la nimero 3.

3.4.3. Screening de la delecion de FCRLL1 en una cohorte independiente

3.4.3.1. Individuos

Para tratar de identificar mas individuos portadores de la delecion identificada en el gen FCRL1,
se incluyeron 256 pacientes con EM que se visitan regularmente en el Cemcaty 269 controles

sanos procedentes de la misma region. La Tabla 15 describe las caracteristicas demograficas y

121



Materiales y métodos - Objetivo 4

clinicas basales de los individuos incluidos. También se incluyd al paciente 1295, portador de la

delecion, como control positivo.

Caracteristicas Pacientes con EM Controles sanos
n 256 269
Mujeres/Hombres (% M) 164/92 (64,1%) 135/134 (50,2%)
Edad, afios 455+ 135 341+£128
Forma clinica (%0RR/%SP/%PP) 35,9/8,2/55,5 -

Tabla 15. Caracteristicas demograficas y clinicas basales de los pacientes con EM y de los controles
sanos incluidos para tratar de identificar més portadores de la delecion identificada en el gen FCRL1. La
edad se expresa como media + desviacién estandar. M: mujeres. RR: esclerosis multiple remitente
recurrente. SP: esclerosis multiple secundariamente progresiva. PP: esclerosis mdltiple primariamente

progresiva.

3.4.3.2. Disefio del ensayo TagMan™

Una vez definidos los bordes de la delecion, se disefidé un ensayo TagMan™ que la detectaba
especificamente y se hizo un screening de las muestras de los 524 individuos descritos en el
apartado anterior para analizarla en un nimero mas grande de pacientes con EM y controles
sanos y asi estudiar su asociacion con la enfermedad. La estrategia seguida fue disefiar un
ensayo TagMan™ constituido por dos primers que hibridasen en la zona que flanquea la
delecion y una sonda que hibridase entre los dos primers y también en la zona flanqueante de la

delecion. El ensayo TagMan™ disefiado fue el siguiente:

Primer forward: GCTGGGACTAAATTTGGTGTGC
Primer reverse: ACTTCCATCTAGAGATCCCAATGTTT

Sonda TagMan™: CGGAGGCTAATGTGCTT

Teniendo en cuenta que se trata de una delecion de mas de 8 kb, no es posible amplificar un
fragmento tan grande. Por ello, cuando se produjo amplificacion significo que el individuo en
cuestion era portador de la delecién. Por el contrario, cuando el fragmento delecionado estaba

intacto, no se produjo amplificacion.
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Se realizé una PCR con las siguientes condiciones:

Preamplificacion Desnaturalizacion  Hibridacion Elongacion

Temperatura (°C) 50 95 95 60
Tiempo 2 min 5 min 15s 1 min
NuUmero de ciclos 1 — 40 —

Tabla 16. Condiciones de la PCR disefiada para detectar individuos portadores de la delecién identificada

en el gen FCRL1 en un paciente con EM.
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4. Resultados

4.1. Resultados relacionados con el objetivo 1

"ldentificar variantes genéticas comunes, raras y estructurales asociadas con el riesgo de

desarrollar EM en 14 genes candidatos mediante resecuenciacion dirigida de ADN"

La primera fase se desarrolld con el fin de detectar variantes genéticas asociadas con el riesgo
de desarrollar EM en 14 genes de riesgo (FCLR1, RGS1, TIMMDC1, HHEX, CXCRS5, LTBR,
TSFM, GALC, TRAF3, STAT3, TNFSF14, IFI30, CD40 y CYP24A1), seleccionados segun los
criterios detallados en el apartado 3.1.2. de Materiales y métodos. Para ello, se realizd la
resecuenciacién de sus regiones codificantes y reguladoras. Tras el andlisis de los datos crudos,
los resultados se dividieron en tres categorias: i) variantes comunes, ii) variantes raras y iii)

variantes estructurales. A continuacidn, se detallan los resultados obtenidos.

4.1.1. Cobertura de los datos resecuenciados

En la resecuenciacion de ADN, la cobertura describe el nimero medio de lecturas que recibe
cada una de las bases, es decir, el nmero de veces que ha sido resecuenciado cada nucleétido.
Uno de los principales objetivos del proceso de resecuenciacion es conseguir un alto nimero de
lecturas de cada base, ya que cuantas mas veces sea resecuenciada una base, mas fiable es el
resultado obtenido. En el presente estudio, la cobertura media tanto de las muestras como de los
fragmentos resecuenciados fue de 85,64x (Figura 22A y B, respectivamente), la cual supera el
umbral Optimo para poder llevar a cabo estudios de identificacion de variantes genéticas

comunes y raras.

Cobertura media de las Cobertura media de los
muestras=345.64 fragmentos=85.64

Figura 22. Cobertura media de
(A) las muestras de ADN
incluidas en la resecuenciacion
de ADN vy de (B) los fragmentos
resecuenciados.

Ndmaro de muestras
3
Mimero de muestras

Cobertura Cobertura
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Sélo 3 de los 141 fragmentos de ADN diana mostraron una cobertura media inferior a 5x en
diferentes muestras y se eliminaron del analisis antes de realizar el llamado de variantes. Dichos
3 fragmentos con baja cobertura fueron los siguientes: chr14:88425798-88426157 (gen GALC),
chrl14:103275246-103275566 (gen TRAF3) y chrl19:18289346-18289503 (gen 1F130).

4.1.2. Andlisis de la calidad de las muestras resecuenciadas

El control de calidad previo al andlisis de los resultados de la resecuenciacion es necesario para
obtener conclusiones validas. En este apartado se expone el control de calidad aplicado a cada
muestra para evaluar si pertenecen a poblaciones diferentes o si existen dos 0 mas muestras
demasiado similares entre ellas, hechos que supondrian la eliminacion de dichas muestras para

realizar el andlisis.

4.1.2.1. Numero de singletons por muestra

Un tag SNP es un polimorfismo representativo en una region del genoma con un alto LD
formada por un grupo de polimorfismos constituyentes de un haplotipo. Un singletone es un tag
SNP que sélo es representativo de él mismo y no de una region genémica, de modo que no esta
en alto LD con ningun SNP de esa regién. Se evalud el nimero de singletones por muestra para
identificar muestras portadoras de un elevado ndmero de los mismos, lo que podria ser
indicativo de su pertenencia a otra poblacion. Como se observa en la Figura 23, ninguna de las
muestras mostré un exceso de singletones y s6lo 4 de ellas portaban 5 singletones, cifra

establecida como umbral a partir del cual las muestras se descartarian del analisis.

Singletones por muestra

Muestras incluidas en la resecuenciacion

Figura 23. Numero de singletones presentes en cada muestra incluida en la cohorte de resecuenciacion.
El eje de abscisas contiene todas las muestras incluidas en el estudio, mientras que el eje de ordenadas

indica el nimero de singletones.
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4.1.2.2. Andlisis de componentes principales (ACP)

Sélo una de las muestras se identific6 como outlier sobre el primer componente del ACP,
mientras que 4 muestras resultaron outliers sobre el quinto componente (datos no mostrados).

Todas ellas se eliminaron del analisis.

4.1.2.3. Numero de diferencias genotipicas o similitud genotipica

Se contd el numero de diferencias de genotipo observadas entre cada posible par de muestras
para todas las posiciones del genoma sometidas al llamado de variantes (Figura 24A-B). Un
total de 42 parejas mostraron un nimero de diferencias menor a 55 vy, para ellas, se descarté la
muestra que mostraba la cobertura mas baja con el fin de evitar la inclusion de muestras

repetidas o con vinculo familiar.

A B.
Diferencias genotipicas por Diferencias genotipicas por
pares de muestras pares de muestras
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Figura 24. Numero de diferencias genotipicas existente entre cada posible pareja de muestras incluidas
en la resecuenciacion. (A) Representacion de las 42 parejas de muestras con menos de 55 diferencias
genotipicas. (B) Representacion de las parejas de muestras con mas de 55 diferencias genotipicas y que,

por tanto, fueron incluidas en el analisis.

Tras los controles de calidad descritos en los apartados anteriores, se mantuvieron un total de
1070 muestras para su posterior analisis, las cuales comprenden 524 casos con EM (formas de
inicio con brote) procedentes de 5 centros de EM nacionales y 546 controles sanos obtenidos de
las mismas regiones (las caracteristicas clinicas y demogréaficas se describen en el apartado

3.1.1. de Materiales y métodos).
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4.1.3. Variantes genéticas comunes asociadas con el riesgo de desarrollar
EM

La asociacion de las variantes comunes (MAF>1%) con el riesgo de desarrollar EM se realizo
en base a la comparacion de las frecuencias alélicas entre pacientes con EM y controles sanos.
En este estudio, la asociacion se evalu6 mediante tres pruebas estadisticas diferentes: i) la
utilizacion del test exacto de Fisher, ii) la aplicacion de una regresion logistica considerando un
modelo aditivo y iii) la aplicacion de un test de asociacion asintdtico, ampliamente utilizado
para grandes tamafios de muestra. Cada uno de estos test da lugar a unos p-valores diferentes. A
continuacion, se presentan los resultados obtenidos tras aplicar dichos test de asociacion.

4.1.3.1. Se identificaron 32 variantes comunes significativamente asociadas con el

riesgo de desarrollar EM

En la Figura 25 se representan tres Manhattan plots, cada uno de ellos resultante de una de las

pruebas estadisticas aplicadas. La interpretacién de los mismos es comun en los tres casos:
« Entodos ellos aparecen dos lineas paralelas al eje de abscisas:

i) La linea inferior, de color negro, representa el umbral de significacion

considerando un p-valor=0,05.

ii) La linea superior, de color rojo, representa el umbral de significacién corregido
para comparaciones multiples. En este caso, surge al dividir el p-valor (0,05) entre
el nimero de bloques de LD (bloques haplotipicos) en los que se localizan las
variantes comunes identificadas en la resecuenciacion. Los bloques haplotipicos se
calcularon como se detall6 en el apartado 3.1.7.1. de Materiales y métodos. Se

obtuvieron un total de 131 bloques independientes.
« Cada punto del plot representa el p-valor obtenido para una variante comun especifica.

« Cuando una variante supera algun umbral de significacion, se representa en color
naranja. El alelo minoritario de dicha variante puede hallarse mas representado en los

casos con EM (tridngulo) o en los controles sanos (diamante).
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A Test exacto de Fisher
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Figura 25. Manhattan plots representativos de las variantes genéticas comunes detectadas en la
resecuenciacion de ADN tras aplicar (A) el test exacto de Fisher, (B) una regresion logistica considerando

un modelo aditivo o (C) la prueba de chi-cuadrado.

Como se puede observar en la Figura 29, un total de 32 variantes comunes superaron el umbral
de significacion p=0,05 y, por tanto, se asociaron de forma significativa con la EM. Estas
variantes se distribuyen en un total de 9 genes diferentes: FCRL1, CXCR5, LTBR, TSFM,
TRAF3, STAT3, TNFSF14, CD40 y CYP24Al. En la Tabla 17 se detalla la localizacion,
frecuencias alélicas, p-valor y odds ratio (OR) de estas variantes. Gracias a la OR, se puede
concluir si una variante se encuentra mas representada en el grupo de casos con EM (OR>1) vy,
por tanto, aumenta el riesgo de desarrollar la enfermedad, o en el grupo de controles sanos
(OR<1), constituyendo en este caso una variante protectora contra la EM. Se identificaron un

total de 13 variantes que incrementan el riesgo de EM y 19 variantes protectoras para ella.
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Tabla 17. Variantes genéticas comunes diferencialmente distribuidas entre pacientes con EM y controles sanos (p<0,05) identificadas mediante resecuenciacion de ADN (n=1070).

Gen SNP (Ref./Alt.) MAF! EM MAF! controles  P-valor exacto P-valor logistico P-valor asintotico OR L95 uU9s
FCRL1 rs1016849 (C/T) 0,17 0,21 0,023 0,019 0,021 077 062 0,96
FCRL1 rs3811024 (G/C/T) 0,24 0,20 0,019 0,019 0,018 1,28 1,04 1,57
FCRL1 rs3811023 (G/A) 0,25 0,20 0,011 0,011 0,010 1,30 1,06 1,60
FCRL1 rs34370597 (-/T)? 0,25 0,21 0,015 0,016 0,015 1,28 1,05 1,57
CXCR5  rs10892307 (C/G) 0,13 0,18 0,0074 0,007 0,007 072 057 0,92
CXCR5 153922 (A/G) 0,40 0,45 0,011 0,012 0,011 080 067 0,95
CXCR5  rs581063 (T/C) 0,45 0,50 0,019 0,019 0,017 081 0,69 0,96
CXCR5  rs11217083 (G/A/CIT) 0,45 0,50 0,027 0,026 0,024 082 0,70 0,98
LTBR rs3759323 (C/T) 0,13 0,17 0,030 0,030 0,027 076 0,60 0,97
LTBR 1s3759324 (T/C) 0,18 0,21 0,044 0,046 0,040 080 0,65 0,99
TSFM rs11172335 (C/T) 0,22 0,26 0,015 0,014 0,014 078 0,64 0,95
TSFM rs10747783 (T/C) 0,22 0,26 0,011 0,011 0,011 077 063 0,94
TSFM rs34277814 (-/G)? 0,25 0,20 0,004 0,004 0,003 1,35 1,11 1,66
TSFM rs2014886 (C/T) 0.22 0,26 0,025 0,024 0,024 079 065 0,97
TSFM rs1599932 (G/A) 0,22 0,26 0,022 0,020 0,020 0,79 0,65 0,96
TSFM rs10783847 (G/A) 0,22 0,26 0,018 0,016 0,016 0,78 0,64 0,96
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Gen SNP (Ref./Alt.) MAF! EM MAF! controles  P-valor exacto P-valor logistico P-valor asintético OR L95 u9s
TSFM rs10783848 (G/A) 0,22 0,26 0,018 0,016 0,016 0,78 0,64 0,96
TRAF3 rs74082969 (A/G) 0,016 0,029 0,044 - 0,042 0,55 0,31 0,99
STAT3 rs141732716 (G/A) 0,02 0,009 0,014 0,013 0,011 2,53 1,20 5,32
STAT3 rs4796791 (T/C) 0,39 0,34 0,022 0,023 0,022 1,23 1,03 1,46
STAT3 rs3736164 (G/T) 0,29 0,25 0,033 0,035 0,033 1,23 1,02 1,49
STAT3 rs17884075 (C/-)® 0,39 0,34 0,030 0,028 0,028 1,22 1,02 1,45
TNFSF14  rs141395077 (C/T) 0,013 0,027 0,031 0,031 0,030 0,50 0,26 0,94
TNFSF14  rs117732253 (G/A/CIT) 0,005 0,016 0,017 0,019 0,013 0,30 0,11 0,82
CD40 rs1883832 (C/T) 0,31 0,26 0,043 0,046 0,042 1,22 1,01 1,47
CD40 rs4810485 (G/AIT) 0,30 0,26 0,048 - 0,047 1,21 1,00 1,46
CD40 rs3746821 (G/AIT) 0,14 0,11 0,049 0,046 0,047 1,30 1,00 1,68
CD40 rs41282788 (G/C) 0,013 0,031 0,005 0,008 0,005 0,42 0,22 0,79
CYP24A1  rs6068816 (C/T) 0,14 0,10 0,003 0,005 0,003 1,48 1,14 1,93
CYP24A1  rs2259735 (C/T) 0,38 0,42 0,047 0,040 0,046 0,84 0,70 1,00
CYP24A1  rs2248137 (C/G) 0,36 0,40 0,045 0,036 0,041 0,83 0,70 0,99
CYP24A1  rs2762943 (G/T) 0,097 0,066 0,009 0,009 0,008 1,53 1,11 2,09

1 MAF = frecuencia del alelo minoritario en la cohorte de resecuenciacion de ADN. 2 Se trata de una insercion. 2 Se trata de una delecion. Ref.: alelo de referencia. Alt.: alelo
alterado o minoritario. OR=0dds Ratio. L95=Limite inferior del intervalo de confianza del 95% para la odds ratio. U95 = Limite superior del intervalo de confianza del 95%

para la odds ratio.
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Sin embargo, no se encontrd ninguna variante genética comin con diferencias estadisticamente
significativas en su frecuencia alélica entre casos con EM y controles sanos tras realizar la

correccion ajustada al numero de bloques haplotipicos independientes.

4.1.3.2. Se hallaron un total de 18 sefiales nuevas e independientes asociadas con el
riesgo de desarrollar EM

De las 32 variantes comunes identificadas, 2 (rs4796791, en STATS3, y rs4810485, en CD40)
estaban previamente descritas como asociadas con la EM como resultado de los dos Gltimos
estudios a gran escala que se habian llevado a cabo por otros autores hasta la fecha de nuestra
investigacion (226,255) y que podian considerarse representativos de todos los publicados
previamente. El primero de ellos (226) consistié en un GWAS realizado en 9.772 casos con EM
y 17.376 controles sanos, mientras que el segundo (255) utiliz6 el array de genotipado
personalizado ImmunoChip para testar 161.311 variantes autosémicas en 14.498 pacientes con
EM y 24.091 controles sanos, con un posterior meta-analisis de sus resultados y datos previos
de 14.802 casos con EM y 26.703 controles. Por tanto, se identificaron un total de 30 nuevos

SNPs asociados con la EM.

A continuacion, se buscé qué variantes comunes ya estaban asociadas con la EM en los dos
estudios mencionados en la misma region de cada uno de los 30 nuevos SNPs identificados en

la resecuenciacion. Los resultados de esta bisqueda se resumen en la Tabla 18.

Gen Variante p-valor OR Estudio
FCRL1 rs2050568 1,5%x1010 1,08 Nat Genet. 2013
CXCR5 rs630923 3,0x107 1,12 Nature 2011
rs9736016 3,0x10%8 1,10 Nat Genet. 2013
rs523604 6,2x10%5 1,10 Nat Genet. 2013
LTBR rs12296430 7,2x10%4 1,12 Nat Genet. 2013
TSFM rs201202118 9,0x10% 1,13 Nat Genet. 2013
TRAF3 rs12148050 1,3x1010 1,10 Nat Genet. 2013
STAT3 rs9891119 2,0x1010 1,10 Nature 2011
rs4796791 3,7x10%° 1,12 Nat Genet. 2013
TNFSF14 rs1077667 9,0x1014 1,16 Ambos*
CD40 rs2425752 5,0x1010 1,11 Nature 2011
rs4810485 7,7x1016 1,11 Nat Genet. 2013
CYP24A1 rs2248359 3,0x10° 1,12 Ambos*

Tabla 18. Variantes de los genes candidatos del presente estudio ya asociadas con la EM bien en los

Gltimos estudios a gran escala desarrollados por otros autores hasta la fecha de nuestra estudio (226,255).
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Posteriormente, se analizd el grado de LD en poblaciones europeas entre los 30 nuevos SNPs
identificados y entre dichos 30 nuevos SNPs y los 13 ya descritos en la misma region en otros
estudios (Tabla 18) para evaluar si el LD entre alguno de ellos es tan elevado (r>>0,8) que
constituyen la misma sefial de asociacion. El objetivo de este analisis fue determinar el nimero
de sefales de asociacion nuevas identificadas en este estudio. Como resultado, los 30 nuevos

SNPs identificados se redujeron a un total 18 nuevas sefiales de asociacion (Tabla 19).

Variantes constituyentes de la sefial

N° de sefiales

Gen nUevas Sefal 1 Sefal 2 Sefal 3
FCRL1 3 rs1016849 rs3811023| rs3811024 rs34370597
CXCR5 2 rs10892307 rs3922|rs581063|rs11217083 -
LTBR 1 rs3759323| rs3759324 - -
TSFM 2 rs11172335| rs10747783* rs34277814 -
TRAF3 1 rs74082969 - -
STAT3 3 rs141732716 rs3736164 rs17884075
TNFSF14 2 141395077 rs117732253 -
CD40 2 rs3746821 rs41282788 -
CYP24A1 2 rs6068816 rs2762943 -
TOTAL 18 - - -

Tabla 19. Resumen de las sefiales de asociacion con la EM identificadas como nuevas e independientes.
*Sefial formada por los siguientes 6 polimorfismos: rs11172335, rs10747783, rs2014886, rs1599932,
rs10783847 y rs10783848.

4.1.4. Variantes genéticas raras asociadas con el riesgo de desarrollar EM

Con el objetivo de abarcar un rango més amplio de variantes genéticas potencialmente
asociadas con la EM, se analizaron las variantes raras detectadas en la resecuenciacion. El
umbral de frecuencia establecido para considerar una variante genética como rara fue
MAF=0,5%. Del total de 2.082 variantes polimorficas bialélicas detectadas en el analisis (1.903
SNPs y 179 indeles), el 76,3% se encontraron con una frecuencia del alelo menor <0,5%, de
modo que se consideraron raras. Dada su baja frecuencia, no es posible realizar estudios
estadisticos concluyentes con una sola variante rara; por tanto, tal y como se detall6 en
Materiales y Métodos, se evalud si el nimero de muestras que portan al menos una variante rara
para el gen o la region especifica bajo analisis difiere entre los casos con EM y los controles
sanos. Asi, se determino si existe enriquecimiento de variantes raras de un gen 0 region en

alguno de los dos grupos. Para ello, se aplicaron once test de asociacién diferentes especificos
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para variantes raras (ver apartado 3.1.8. de Materiales y Métodos), denominados en su conjunto

Collapsing methods.

Los once tests se aplicaron varias veces, cada una de ellas clasificando los datos de una forma

diferente siguiendo uno de los dos criteros detallados en el apartado 3.1.8. de Materiales y

Métodos y resumidos a continuacion:
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1. En primer lugar, se analizaron los datos para evaluar si hay distribucion diferencial de

variantes raras entre pacientes con EM y controles sanos considerando los distintos
tipos posibles de variantes. Se presentan los resultados de tres formas, considerando: i)
todas las variantes, ii) s6lo las variantes no sinénimas o iii) s6lo las variantes

posiblemente patogénicas.

En segundo lugar, investigamos si las variantes raras se encuentran distribuidas de
forma diferencial entre casos con EM y controles sanos considerando: i) sélo las
regiones codificantes resecuenciadas, ii) sélo las regiones reguladoras resecuenciadas,

iii) solo las regiones UTR 0 iv) sélo los promotores.

resultados obtenidos se representaron en diferentes Manhattan plots, cuya

interpretacién tiene aspectos comunes:

En cada plot, se han representado dos lineas horizontales paralelas al eje de abscisas:

i) La linea inferior, de color negro, delimita el umbral de significacion

considerando un p-valor=0,05.

ii) La linea superior, de color rojo, representa el umbral de significacion
corregido para comparaciones multiples. El valor delimitado por esta linea varia
en funcion del criterio de clasificacion aplicado, lo cual se detallara en cada

apartado.

Cada punto del plot representa uno de los once collapsing methods utilizados y su
localizacion en el plot indica el p-valor obtenido para el enriquecimiento de variantes

raras al aplicar dicho collapsing method.

Si un enriquecimiento de variantes raras supera el umbral de significacion p-valor=0,05,
se representa en color naranja. Si el enriquecimiento supera el umbral de significacion
corregido para comparaciones multiples, se representa en color granate. Los puntos

grises representan un p-valor>0,05.
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» Cuando el enriquecimiento de variantes raras de un gen se observe en los casos con EM,
se representa con un triangulo, mientras que si aparece en los controles sanos, con un

diamante.

A continuacioén, se detallan los resultados obtenidos en las dos rondas de tests de asociacion.

4.1.4.1. Enriquecimiento de variantes raras segun el tipo de variante

Como muestra la Figura 26, al tener en cuenta todos los tipos de variantes, se identificé una
acumulacién significativa de variantes raras en el gen RGS1 en pacientes con EM cuando se
compararon con los controles sanos; en 8 de los 11 tests utilizados se obtuvo un p-valor<0,05 y
en 4 de ellos un p-valor significativo tras aplicar la correccién para comparaciones multiples
(p=0,05/14, siendo 14 el nimero de genes testados en este analisis). Ademas, también
considerando todos los tipos de variantes, se observd un enriguecimiento de variantes raras del
gen HHEX en controles sanos respecto a los pacientes con EM (2 tests: p<0,05), lo que podria
ser indicativo del papel protector contra la EM de dicho enriquecimiento.

Todas las variantes

~logsa(p)

FCRL1 RGS1 TIMMDC1 HHEX  CXCRS LTBR TSFM GALC TRAF3  STAT3 TNFSF14  IFI30 CD40  CYP24A1

Figura 26. Representacion de los p-valores obtenidos tras aplicar los 11 collapsing methods sobre cada
uno de los genes teniendo en cuenta todos los tipos de variantes raras detectadas. Los puntos grises
indican un p-valor>0,05, los naranjas un p-valor<0,05 pero superior al p-valor obtenido tras la correccion
de comparaciones multiples, y los granates un p-valor que supera la correccién de comparaciones
maltiples. Los tridngulos muestran un exceso de variantes raras en pacientes y los diamantes un exceso en

controles.

Cuando se analiz6 la acumulacion de variantes raras no sinénimas, ningun test determind
diferencias significativas entre pacientes con EM y controles sanos para ninguno de los genes
(p>0,05). Del mismo modo, la distribucion de las variantes raras posiblemente patogénicas
resulto equivalente entre los pacientes con EM y los controles sanos para los 14 genes incluidos

en el estudio (p>0,05) (datos no mostrados).
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4.1.4.2. Enriquecimiento de variantes raras segun el tipo de secuencia

Para explorar si existe alguna acumulacion significativa de variantes raras especificamente en
alguna regién de cada gen bajo andlisis, bien en pacientes con EM o bien en controles sanos, se
clasificaron las variantes raras en funcién de si se hallan en regiones codificantes o reguladoras
del genoma. Como muestra la Figura 27A, un test identificé un enriquecimiento de variantes
raras situadas en regiones codificantes del gen TIMMDCL en pacientes con EM respecto a los
controles sanos (p<0,05). lgualmente, otro test determind un enriquecimiento de variantes raras
de regiones codificantes del gen FCRL1 en controles sanos cuando se compararon con los
pacientes con EM (p<0,05). Respecto a las regiones reguladoras de los 14 genes bajo estudio,
tal y como muestra la Figura 27B, un total de 5 tests determinaron la acumulacion de variantes
raras del gen RGS1 en el grupo de pacientes con EM en comparacién con el grupo de controles
(p<0,05), mientras que un total de 9 tests sugirieron un enriquecimiento de variantes raras del
gen CYP24A1l en pacientes con EM respecto a los controles sanos (p<0,05). Ninguno de los

hallazgos superd la correccidn para comparaciones maltiples.

Codificantes

logiolp)

FCRL1 RGS1  TIMMDC1  HHEX CXCR5 LTBR TSFM GALC TRAF3 STAT3  TNFSF14 IFI30 CD40  CYP24A1

Reguladoras

logyo(p)
2
| 2
>
4

FCRL1 RGS1  TIMMDC1 HHEX CXCR5 LTBR TSFM GALC TRAF3 STAT3  TNFSFi14 IFI30 CD4D  CYP24A1

Figura 27. Enriquecimientos de variantes raras obtenidos tras aplicar los collapsing methods sobre cada
gen clasificando las variantes como (A) codificantes o (B) reguladoras. Los puntos grises indican un p-
valor>0,05 (delimitado por la linea negra) y los naranjas un p-valor<0,05 pero sin alcanzar la correccion
de comparaciones multiples (delimitada por la linea roja). Los tridngulos muestran un exceso de variantes

raras en casos con EM y los diamantes un exceso en controles.

A continuacion, estudiamos el promotor y las regiones UTR de cada gen. Se compararon los
pacientes con EM con controles sanos. Como muestra la Figura 28A, se observé una
acumulacién de variantes raras en el promotor del gen FCRL1 en pacientes con EM, hallazgo
determinado por 2 tests (p<0,05). De igual modo, 6 tests sugirieron un exceso de variantes raras

en el promotor de CYP24A1 en pacientes con EM (p<0,05). Cuando se analizaron las regiones
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UTR (Figura 28B), 2 tests sugirieron una acumulacion de variantes raras del gen TRAF3,
mientras que todos los tests determinaron una acumulacion en CYP24A1, en ambos casos en
pacientes con EM (p<0,05).

Promotor

logia(p)

FCAL1 ~ RGS1 TIMMDC1 HHEX CXCR5  LTBR TSFM  GALC  TRAF3  STAT3 TNFSFi4  IFI30 CD40  CYP24A1

Regiones UTR

logyo(p)

FCAL1  RGS1 TIMMDC1 HHEX CXCR5  LTBR TSFM  GALC  TRAF3  STAT3 TNFSF14  IFI30 CD40  CYP24A1

Figura 28. Enriquecimientos de variantes raras de cada gen localizadas (A) en el promotor o (B) en las

regiones UTR. La interpretacion es comun a la de la Figura 31.

4.1.5. Variantes genéticas estructurales identificadas

4.1.5.1. Se identifico una delecion de 8,46 Kb en el gen FCRL1 de un paciente con
EM

Para evaluar si un determinado fragmento gendémico se encuentra delecionado, se analizé la
cobertura de la resecuenciacion para dicho fragmento, es decir, el nimero de lecturas del
fragmento que alinean con el genoma de referencia utilizado (GRCh37/hg19). Una disminucién
de la cobertura en cierta region del genoma significa que dicha region se halla delecionada. En
el presente estudio, se detecté una bajada de la cobertura de resecuenciacion de la region
chrl:157764094-157772554, de 8,46 Kb, que incluye desde el exdn 4 hasta el exdn 10 del gen
FCRL1, en un paciente con EM (Figura 29), lo que sugiere la delecion de la misma. Sin
embargo, mediante esta metodologia no es posible conocer con exactitud los limites superior e
inferior de la delecion.
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log2(Coverage)

Figura 29. Representacion de la cobertura de la resecuenciacion para el gen FCRL1 del paciente con EM
1295. En cada exon, las lineas moradas se corresponden con la cobertura o el nimero de veces que se leyo
cada posicién en el paciente 1295, mientras que las grises son las del resto de individuos incluidos en el
estudio.
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4.2. Resultados relacionados con el objetivo 2

"Validar una seleccion de variantes genéticas comunes asociadas con la susceptibilidad de
desarrollar EM en la resecuenciacién de ADN en una cohorte independiente de pacientes y

controles sanos y realizar estudios adicionales relacionados con los polimorfismos validados"

Una vez abordado el objetivo de identificar variantes genéticas comunes asociadas con la EM,
se procedio a investigar si alguna de dichas variantes implica una variacién funcional. Para ello,
en primer lugar, se procedio a validar mediante genotipado en una cohorte independiente la
asociacion de las variantes mas interesantes. Seguidamente, se desarrollaron distintos estudios
disefiados en base a la funcion del gen asociado a cada variante validada. A continuacion, se
exponen los resultados obtenidos.

4.2.1. Validacion de las variantes comunes seleccionadas mediante

genotipado en una cohorte independiente

4.2.1.1. Variantes genéticas seleccionadas para su validacion

Con el fin de validar los hallazgos resultantes del proceso de resecuenciacién de ADN, se
seleccionaron 9 de las 32 variantes comunes asociadas con la EM en la resecuenciacion,
eleccion realizada en base a los criterios detallados en el apartado 3.2.1.2. de Materiales y
Métodos. Ademas, se seleccionaron un total de 9 variantes adicionales asociadas a la EM en el
altimo estudio publicado por el IMSGC (258) con el objetivo de poder aplicar una regresion
condicional cuando fuera conveniente y evaluar asi la dependencia entre dos polimorfismos que
se asocien a la EM de forma significativa. La Tabla 20 describe brevemente las 18 variantes

seleccionadas.

La validacion se llevé a cabo en una cohorte formada por 3.450 pacientes con EM procedentes
de 8 centros nacionales y 1.688 controles sanos obtenidos de las mismas regiones

(caracteristicas clinicas y demograficas en el apartado 3.2.1.1. de Materiales y métodos).
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Tabla 20. Descripcion y consecuencias funcionales de las variantes comunes asociadas a la EM seleccionadas para su validacion mediante genotipado en una cohorte independiente.

Gen Nombre oficial SNP (Ref./Alt.) Localizacién (hg19) Procedencia Localizacion (Ensembl)
CXCR5 C-X-C motif chemokine receptor 5 rs10892307 (C/G) chr11:118754649 Resecuenciacion UTR5’

rs3922 (A/G) ¢chr11:118765600 Resecuenciacion UTR3’

rs6589706 (A/G) chr11:118747813 IMSGC 2017 Regién reguladora
PHLDB1 pleckstrin homology like domain family B member 1~ rs34026809 (G/C) chr11:118480695 IMSGC 2017 Intronica
BCLOL B cell CLL/lymphoma 9 like rs149114341 (G/A) chr11:118783424 IMSGC 2017 Intrénica
LTBR lymphotoxin beta receptor rs3759323 (C/T) chr12:6485436 Resecuenciacion Intronica

rs2364485 (C/A) chr12:6514963 IMSGC 2017 Downstream
TNFRSF1A TNF receptor superfamily member 1A rs1800693 (T/C) chr12:6440009 IMSGC 2017 Exon no codificante
TSFM Ts translation elongation factor, mitochondrial rs1599932 (G/A) chr12:58177943 Resecuenciacion Ex6n (cambio de sentido)
EEF1AKMT3  EEF1A lysine methyltransferase 3 rs701006 (A/G) chr12:58106836 IMSGC 2017 Intrénica
TRAF3 TNF receptor associated factor 3 rs74082969 (A/G) chr14:103375540 Resecuenciacion UTR3’

rs12588969 (C/G) chr14:103230758 IMSGC 2017 Region reguladora
STAT3 signal transducer and activator of transcription 3 rs141732716 (G/A) chrl7:40469832 Resecuenciacion Intronica

rs1026916 (A/G) chr17:40529835 IMSGC 2017 Intronica
TNFSF14 TNF superfamily member 14 rs117732253 (G/CIT) chr19:6661631 Resecuenciacion Downstream
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Gen Nombre oficial SNP (Ref./Alt.) Localizacién (hgl19) Procedencia Consecuencia (Ensembl)
CYP24A1 cytochrome P450 family 24 subfamily A member 1 rs6068816 (C/T) chr20:52781091 Resecuenciacion Exon (sinénima)
rs2762943 (G/T) chr20:52790786 Resecuenciacion Upstream
rs2585447 (T/C) chr20:52744437 IMSGC 2017 Intergénica

Se presentan todas las variantes comunes incluidas en la fase de genotipado. En negrita se muestran los 9 polimorfismos seleccionados a partir de los resultados obtenidos tras la
resecuenciacion de ADN. Los otros 9 polimorfismos descritos constituyen aquéllos asociados con la EM en el andlisis a gran escala publicado en 2017 por el IMSGC, incluidos para
futuros andlisis de regresion condicional. La tabla también muestra el gen asociado a cada una de las variantes, su localizacién en el genoma humano y su consecuencia funcional

determinada por la plataforma Ensembl. Ref.: alelo de referencia; Alt.: alelo alterado.
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4.2.1.2. Variantes genéticas asociadas a la EM validadas

La Tabla 21 muestra los resultados del analisis estadistico de los datos derivados del genotipado

para las 9 variantes seleccionadas de la cohorte de la resecuenciacion de ADN. Cabe mencionar

que todos los SNPs estaban en equilibrio de Hardy-Weinberg. Se validaron un total de tres

variantes comunes, lo que significa que se confirma la asociacién con la EM identificada en la

resecuenciacion. Estas tres variantes fueron las siguientes:
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rs10892307 (CXCR5 - C-X-C motif chemokine receptor 5; p=1,37x10¢; OR=0,77): se
trata de un SNP situado en la region UTR5' del gen CXCR5. En el presente estudio, se
encontré una mayor frecuencia de su alelo minoritario (G) en controles sanos que en
pacientes con EM, mientras que el alelo de referencia o mayoritario (C) se hall6 de
forma mas frecuente en pacientes con EM que en controles. Por tanto, se consideré una
variante protectora para la EM. El gen CXCR5 codifica un receptor cuyo ligando es la
guimiocina CXCL13 o BLC (B lymphocyte chemoattractant). Las células que expresan
CXCR5 en su superficie, como las células B, las células Tth o las células Tfr, son
capaces de migrar a los drganos linfoides secundarios gracias a la atraccién hacia el
ligando BLC, secretado por las células dendriticas foliculares y por las células

estromales de dichos érganos.

Debido a que en esta regién resultaron significativas otras dos variantes del estudio del
IMSGC (258) [rs149114341 (p=0,0002; OR=0,65) y rs6589706 (p=0,002; OR=1,14)],
se realizd una regresion logistica condicional para evaluar el nimero de sefales
independientes. Como se observa en la Tabla 22, cuando se realiza la regresion
condicionada al SNP rs10892307, la asociacion del SNP rs149114341 se mantiene, pero
se pierde la del SNP rs6589706, por lo que éste es dependiente de rs10892307. Sin
embargo, al realizar la regresion condicionada al SNP rs6589706, la sefial del SNP
rs10892307 se mantiene, por lo que rs10892307 explica mejor la asociacion de la sefial
con la EM que rs6589706 y, por ello, es el mejor candidato a ser la variante causal. Por
Gltimo, al condicionar al SNP rs149114341, los SNPs rs10892307 y rs6589706 siguen

resultando significativos, lo que confirma la independencia de rs149114341.

rs1599932 (TSFM - Ts translation elongation factor, mitochondrial; p=0,001;
OR=0,85): este SNP es una variante exonica clasificada como mutacién con cambio de
sentido, de modo que provoca la aparicion de un coddn que codifica para un
aminoécido diferente. En el genotipado, su alelo minoritario (A) se identifico de forma
més frecuente en controles sanos que en pacientes con EM, en quienes era mas
frecuente el alelo de referencia (G), por lo que se trata de una variante protectora para la

enfermedad. EI gen TSFM codifica una enzima que cataliza el intercambio de
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nucleétidos de guanina en el factor de elongacion Tu durante la elongacion en la

traduccion de proteinas mitocondriales.

Dado que las otra variante situada en esta region e incluida en el genotipado no resulto
significativa, no fue necesario realizar regresion condicional. Sin embargo, no se
profundizé mas en el estudio de este polimorfismo debido a que se descubrié que
pertenecia a un gran bloque de LD ya asociado con la EM (287), de modo que

supondria redundancia.

rs2762943 (CYP24A1 - cytochrome P450 family 24 subfamily A member 1; p=0,047;
OR=1,16): se trata de un SNP localizado 261 pb hacia arriba del sitio de inicio de la
transcripcion del gen CYP24Al. Su alelo minoritario (T) resulté mas frecuente en
pacientes con EM que en controles sanos en la cohorte de genotipado, de forma que se
consideré como una variante de riesgo, mientras que el alelo mayoritario (G) aparecio
de forma méas frecuente en controles. EI gen CYP24Al codifica una enzima con
actividad 24-hidroxilasa capaz de degradar tanto la forma bioldgicamente activa de la
vitamina D (1,25(0OH),-D o calcitriol), como la forma precursora (25(0OH)-D o
calcidiol), en ambos casos mediante la incorporacién de un grupo OH en la posicién C-
24 de la cadena lateral de las mismas. Asi, esta enzima, inducible por el propio

calcitriol, controla el balance entre la sintesis y el catabolismo de la vitamina D.

En este caso, también fue la Gnica variante de la region que resulto significativa, luego

no fue necesario realizar regresion condicional.
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Tabla 21. Resultados del analisis estadistico de los datos del genotipado para las 9 variantes comunes seleccionadas a partir

de los resultados de la rescuenciacion de ADN.

MAF Test exacto de Fisher

Gen SNP (Ref./Alt.) EM (%) CS (%) OR (DE) IC (95%) p-valor
CXCR5 rs10892307 (C/G) 15,8 19,6 0,77 (0,05) 0,69-0,85 1,37x10°%

rs3922 (A/G) 413 42,0 0,97 (0,04) 0,90-1,06 0,547
LTBR rs3759323 (C/T) 15,2 15,4 0,98 (0,06) 0,88-1,10 0,792
TSFM rs1599932 (G/A) 20,9 23,6 0,85 (0,05) 0,77 - 0,94 0,001
TRAF3 rs74082969 (A/G) 30,9 29,6 1,05 (0,12) 0,82- 1,33 0,713
STAT3 rs141732716 (G/A) 1,8 15 1,19 (0,17) 0,86 - 1,65 0,289
TNFSF14 rs117732253 (G/C/T) 1,0 1,2 0,80 (0,20) 0,54-1,18 0,261
CYP24A1 rs6068816 (C/T) 11,6 12,3 0,93 (0,06) 0,82 -1,06 0,299

rs2762943 (G/T) 9,1 7,9 1,16 (0,08) 1,00 - 1,35 0,047

En negrita se representan las variantes comunes validadas. La columna “MAF” indica la frecuencia del alelo minoritario
en los casos con EM y en los controles sanos (CS) constituyentes de la cohorte de genotipado. Una odds ratio (OR)>1
informa de una mayor frecuencia del alelo minoritario (MA) en casos con EM, mientras que una OR<1 indica una mayor
frecuencia del MA en controles. Ref.: alelo de referencia. Alt.: alelo alterado o minoritario. MAF: frecuencia del alelo

minoritario. OR: Odds Ratio. DE: desviacion estandar. IC: intervalo de confianza del 95% para el odds ratio.
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Tabla 22. Regresion logistica de las variantes de la region del SNP rs10892307 que resultaron diferencialmente distribuidas entre

pacientes con EM y controles sanos en el genotipado.

Condicionada” a rs10892307

Condicionada” a rs6589706

Condicionada” a rs149114341

SNP (Ref./Alt.) p-valor OR (DE) I1C (95%)

p-valor OR (DE) 1C (95%)

rs10892307 (C/G) - - -

rs6589706 (G/A) 0260  1,05(0,05) 0,9-1,16

rs149114341 (G/A) 0,009 0,73(0,12) 0,58-0,93

7,84x10° 0,80 (0,05) 0,72-0,89

0,008 1,12(0,04)  1,03-1,22

La variante rs10892307 procede de la cohorte de resecuenciacion, mientras que las variantes rs6589706 y rs149114341 proceden del

Gltimo meta-analisis del IMSGC (258). "Regresion logistica condicional ajustada a un modelo aditivo para analizar la contribucion

dependiente o independiente de las diferentes variantes al riesgo de desarrollar EM. Ref.: alelo de referencia. Alt.: alelo alterado o

minoritario. OR: Odds Ratio. DE: desviacion estandar. IC: intervalo de confianza del 95% para la odds ratio.
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4.2.2. Estudios relacionados con el polimorfismo rs10892307 (CXCR5)

En base a los resultados obtenidos tras analizar los datos del genotipado, se procedié a
profundizar mas en la posible asociacion del SNP rs10892307 con cambios en el gen CXCR5.

Para ello, se realizaron los estudios detallados en los siguientes apartados.

4.2.2.1. Se identificaron tres polimorfismos en alto LD con la variante rs10892307,
todos ellos con actividad enhancer

Con el objetivo de evaluar si el polimorfismo del gen CXCRS5 validado, rs10892307, estaba en
alto LD con alguin otro SNP en poblacion europea, se analiz6 el parametro r? que mantenia este
polimorfismo con el resto de los identificados en el genoma humano. Se seleccionaron aquéllos
con un valor de r>>0,5, lo que implica que en mas del 50% de los casos esos polimorfismos
aparecen juntos en el genoma de un individuo. Como resultado, un total de tres SNPs superaron
este filtro y se consideraron en alto LD con rs10892307 (Tabla 23).

A continuacidn, se investigd para cada una de las variantes seleccionadas, asi como para la ya
validada, la puntuacién que le asignaba la base de datos Regulome DB. Los resultados
obtenidos también se muestran en la Tabla 23.

rs10892307

SNP (Ref./Alt.) r2 D’ Localizacion (hg19) Regulome DB score
rs10892307 (C/G) 1,0 1,0 chr11:118754648 4
rs3176905 (T/C) 0,99 1,0 chr11:118755630 5
rs11602393 (T/A) 0,94 0,97 chr11:118750967 6
rs55756957 (A/G) 0,54 0,94 chr11:118747576 2b

Tabla 23. Esta tabla muestra los tres SNPs seleccionados, ademas del validado, tras aplicar el filtro de
LD r®0,5. Se muestran los valores de r? y D', asi como su localizacion gendmica y su puntuacion segun

la base de datos Regulome DB.

Como se evidencia en la Tabla 23, la puntuacion més baja (2b) la presenta la variante
rs55756957. Esta puntuacion denota que la presencia del polimorfismo probablemente afecte a
la union de factores de transcripcion. Concretamente, podria alterar la union de la proteina

PPARalpha:RXRalpha, dado que esta variante se localiza en su secuencia consenso Yy, ademas,
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experimentalmente siempre se ha encontrado a su alelo mayoritario (A) el sitio de unién de esta

proteina, por lo que parece imprescindible (Figura 30).

PPARalpha:RXRalpha

Figura 30. Resultados del analisis del SNP rs55756957 mediante Regulome DB. Se representa la PWM
(position-weight matrix) del motivo de unidn del heterodimero PPARalpha:RXRalpha identificado
mediante la técnica de DNA footprinting. El nucle6tido que aparece dentro del recuadro rojo es la
localizacion del polimorfismo rs55756957. La altura relativa de cada nucleétido es proporcional a la

frecuencia en la que se ha encontrado en esa posicidn experimentalmente.

La puntuacion asignada al resto de variantes (4, 5 y 6) también demuestra que se ha observado
unién de proteinas reguladoras en la region del SNP, de modo que también se postulan como
enhancers o potenciadores de los niveles de transcripcién génica, aunque con menor evidencia
experimental. La Figura 31 representa de forma esquematica la localizacion relativa de las

cuatro variantes y su situacién en regiones reguladoras.
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Figura 31. Representacion esquematica que muestra la actividad enhancer de la variante rs10892307 y de
las tres variantes en LD con ella (rs55756957, rs11602393 y rs3176905), todas ellas localizadas en
regiones potencialmente reguladoras (cajas negras a-d), tal y como se indica en ENCODE. Los tracks
Layered H3K4Mel, Layered H3K4Me3 y Layered H3K27Ac muestran sitios de modificacion de histonas,
cuyo color varia en funcién del tipo celular donde se identificaron. El track DNAse Hypersensitivity
clusters muestra zonas donde la cromatina es hipersensible a la enzima DNAsa I. El track Transcription
Factor ChiP-Seq representa las regiones del ADN donde se unen los factores de transcripcion listados,

identificadas mediante inmunoprecipitacién de cromatina seguida de secuenciacién del ADN precipitado.

4.2.2.2. La expresion génica basal de CXCR5 en CMSP es similar entre pacientes

con EM portadores y no portadores del alelo minoritario de rs10892307

Con el objetivo de evaluar si el polimorfismo rs10892307 estaba asociado a cambios en la
expresion génica de CXCR5, se determinaron los niveles de ARNm de dicho gen en CMSP de
pacientes con EM que no habian recibido tratamiento clasificados por su tenencia o carencia del
alelo minoritario del polimorfismo rs10892307 mediante real-time PCR. El analisis de los datos
obtenidos revel6 que no existian diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos
de pacientes (Figura 32).
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o 154 p=055 Figura 32. Diagrama de barras representativo del
% nivel de expresidn génica de CXCR5 determinado por
E 104 1 real-time PCR en CMSP de pacientes con EM con
g ool presencia y ausencia del alelo minoritario (G) del SNP
2 i rs10892307. Los resultados se expresan como la
ﬁ i . media £ el error estandar de la media (SEM) de la

ce expresion de los pacientes CC respecto a los CG.

rs10892307

4.2.2.3. El polimorfismo rs11602393, que esta en alto LD con rs10892307, aumenta
la actividad transcripcional del promotor de CXCR5

Los resultados negativos de la real-time PCR nos invitaron a preguntarnos si este polimorfismo
tiene un efecto modesto que no se puede percibir en el conjunto de CMSP. Por ello, se decidio
realizar un estudio mas especifico y preciso y evaluar el efecto individual a nivel transcripcional
no s6lo del polimorfismo rs10892307, sino también de aquéllos que presentan un alto LD con el
mismo (rs55756957, rs11602393 y rs3176905), mediante un ensayo reportero de luciferasa. En
esta técnica, la secuencia reguladora bajo estudio, que contiene el SNP de interés, se clona
upstream del gen de la luciferasa de un promotor minimo en un plasmido artificial. Para cada
SNP se construyeron cuatro plasmidos, cada uno de ellos portador de un fragmento con el alelo
minoritario (MA, por minor allele) o con el de referencia (RA, por reference allele), y en
orientacion forward o reverse (Figura 33). Por tanto, en total se obtuvieron 16 constructos. Cada
uno de ellos se transfectd en células HEK-293, donde el gen de la luciferasa se transcribira
proporcionalmente a como lo haria el gen diana si el individuo tuviera el polimorfismo de
interés. Como control interno para normalizar los valores de expresién del constructo de interés,
se utiliza un pldsmido con un gen luciferasa distinto al previamente usado (en vez de ser de

luciérnaga, de renilla) con un promotor constitutivo upstream.

Luciferasa

1s10892307-C (WT-F)

rs10892307-G (MA-F) 4-— Luciferasa

Luciferasa

rs10892307-C (WT-R) Luciferasa

rs10892307-G (MA-R) Luciferasa

Promotor
minimo

Figura 33. Ejemplo de los constructos resultantes para el polimorfismo rs10892307. Este procedimiento
se realiz6 para los cuatro SNPs seleccionados. MA: alelo minoritario; WT: alelo de referencia; F:

forward: R: reverse.

151



Resultados - Objetivo 2

A continuacion, se desglosan los resultados en funcién del polimorfismo bajo estudio:

152

Como ilustra la Figura 34A, se observo que el constructo portador del fragmento con el
RA (A) del polimorfismo rs55756957 mostraba una actividad de la luciferasa similar a
la del vector vacio en ambas orientaciones, lo que evidencia su falta de capacidad para
alterar la actividad transcripcional del promotor de CXCR5. Cuando el inserto contenia
el MA (G) de rs55756957, si se percibié un aumento de la actividad de la actividad de
la luciferasa respecto a la del vector vacio en la orientacién forward (p=0,005), hecho
que revela su capacidad como enhancer transcripcional. Este efecto del MA no se
observé en orientacidn reverse. Sin embargo, cuando se compard la actividad de la
luciferasa entre el RA y el MA no se identificaron diferencias significativas en ninguna
de las dos orientaciones, lo que indica que la tenencia del MA en vez de del RA no

implica un cambio en la transcripcion de CXCRS5.

La Figura 34B plasma los resultados respecto al polimorfismo rs11602393. El vector
con el fragmento que contenia el RA (T) mostrd actividad enhancer respecto al vector
vacio en orientacion reverse (p=0,0009), pero no en forward. Sin embargo, el MA (A)
de este SNP confiere actividad enhancer respecto al vector vacio independiente de la
orientacion, (p=0,03 en orientacion forward; p=0,002 en orientacion reverse). De forma
interesante, cuando se comparé la actividad de la luciferasa en orientacion forward entre
el vector portador del fragmento con el RA y el portador del fragmento con el MA, se
observo que el MA conferia un incremento estadisticamente significativo de la actividad

transcripcional de 2,16 veces respecto al RA (p=0,02).

Tal y como representa la Figura 34C, los cuatro constructos para la variante rs10892307
mostraron actividad enhancer respecto al vector vacio (p<0,02 en todos los casos), por
lo que este polimorfismo es un potenciador de la actividad transcripcional de manera
orientacion-independiente y alelo-independiente. Sin embargo, no se hallaron
diferencias significativas al comparar la actividad transcripcional entre los constructos

con el RA (C) y con el MA (G) en ninguna de las dos orientaciones.

Por ultimo, como refleja la Figura 34D, se evidencio que el RA (T) del polimorfismo
rs3176905 no conferia un aumento estadisticamente significativo de la actividad del
promotor cuando se compar6 con el vector vacio en ninguna de las orientaciones, pero
si lo hacia el MA (C), aunque s6lo en orientacion reverse (p=0,01) Sin embargo, al
comparar la actividad luciferasa entre los vectores con el RA y con el MA, no se

encontraron diferencias significativas en ninguna orientacion.
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Figura 34. Actividad relativa de la luciferasa de los diferentes constructos, portadores de fragmentos
potencialmente reguladores, respecto al vector vacio (LUC). Para cada uno de los 16 vectores
construidos, se representa la media de 4 experimentos de transfeccion independientes. En todos los casos,
los niveles de actividad de luciferasa se expresan respecto al nivel del plasmido control que contiene so6lo
el promotor basico y el gen que codifica la luciferasa de renilla. Sélo se indica el p-valor relevante, que es

al comparar para una misma orientacion diferentes alelos. RA: alelo de referencia. MA: alelo minoritario.
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4.2.2.4. El porcentaje de linfocitos T reguladores que expresan CXCR5 a nivel
basal estd disminuido en los pacientes con EM con el alelo minoritario de la
variante rs10892307

Con el objetivo de estudiar si el incremento de la actividad transcripcional asociado al SNP
rs11602393 podria percibirse a nivel de proteina, se analizd la expresion basal de CXCR5 en la
superficie de diferentes poblaciones de células T y células B de pacientes con EM con presencia
y ausencia del alelo minoritario del SNP rs10892307, en total LD con el SNP rs11602393
(r>=0,94), mediante citometria de flujo. La finalidad era evaluar si dicho incremento afectaba a
alguna poblacion celular concreta. Se determinaron tanto el porcentaje de células que expresan
CXCR5 en su superficie, como la intensidad media de fluorescencia (MFI, por mean
fluorescence intensity), que estima la cantidad de moléculas de CXCR5 presentes en el conjunto

de células de cada poblacién.

La Tabla 24 resume los resultados obtenidos para las poblaciones de linfocitos T analizadas. Tal
y como ilustra la Figura 351, se identificd que el porcentaje de linfocitos T reguladores que
expresaban CXCR5 en su superficie era mayor en el grupo de pacientes con EM portadores del
alelo minoritario del polimorfismo rs10892307 respecto al grupo de pacientes con EM que
carecian de dicho alelo (p=0,04), aunque no se observaron diferencias en los niveles de
expresion representados por los valores de la MFI. Respecto a las demas poblaciones

estudiadas, la expresion de CXCRS5 resulto similar entre ambos grupos de pacientes (Figura 35).

%CXCR5* (DE) MFI CXCRS5 (DE)

RA MA RA MA
p-valor p-valor
rs10892307 rs10892307 rs10892307  rs10892307
Linfocitos T CD4* 125 (2,2) 12,1 (3.2) 0,80 61,4 (13,2) 75,1 (37,3) 0,91
Linfocitos T CD8* 1,5 (0,8) 2,1(1,2) 0,20 45,0 (10,3) 58,8 (23,4) 0,06
Linfocitos T CD4* naive 1,2 (0,6) 1,8 (1,3) 0,39 24,2 (4,0) 28,3 (11,5) 0,63
Linfocitos T CD4* memoria® 17,1 (3,2) 18,9 (6,0) 0,63 66,2 (12,7) 82,7 (38,5) 0,48
Linfocitos T reguladores? 19,7 (4,9) 26,8 (9,8) 0,04 13,8 (2,8) 15,5 (5,3) 0,57

Tabla 24. Resumen del porcentaje de células de diferentes poblaciones de linfocitos T que expresan
CXCRS5 en su superficie y de la MFI para CXCR5 de dichas poblaciones en pacientes con EM con
ausencia o presencia del alelo minoritario del SNP rs10892307. DE: desviacion estandar. RA: alelo de
referencia. MA: alelo minoritario. ! EIl hecho de que una célula T CD4* de memoria exprese CXCR5 en
su superficie supone que se trate de un linfocito T colaborador folicular (Tfh); asimismo, 2 un linfocito T

regulador que expresa CXCRS5 en su superficie se denomina linfocito T regulador folicular (Tfr).
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Figura 35. Expresion de CXCR5 en la superficie celular de las poblaciones seleccionadas de linfocitos T
de pacientes con EM con presencia o ausencia del alelo minoritario del SNP rs10892307. En los graficos
de la columna izquierda se representa el porcentaje de células que expresan CXCR5 en su superficie,
mientras que en los de la columna derecha se representa la MFI de cada poblacion para CXCR5. MFI:

intensidad media de fluorescencia.
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La Tabla 25 refleja los resultados obtenidos para las diferentes poblaciones de linfocitos B.

%CXCR5* (DE) MFI CXCRS5 (DE)

RA MA RA MA

510802307  rs10892307 PV rstosozsor  rsiosozzor P VA"
Linfocitos B 97,6 (2,1) 97,7 (1,6) 0,97 265,8 (69,3) 266,6 (45,6) 0,85
Linfocitos B naive 99,5 (0,4) 99,5(0,2) 0,54 280,5 (72,8) 278,3 (48,8) 0,80
Linfocitos B memoria 99,0 (0,9) 99,0 (1,1) 0,85 221,0 (72,4) 216,6 (57,6) 091
Plasmablastos 15,9 (6,5) 19,7 (11,9) 0,90 205,9 (90,0) 149,6 (59,8) 0,11
Linfocitos Breg 99,1 (0.9) 99,1 (0,5) 0,85 2790 (48,1) 2726 (428) 091

Tabla 25. Porcentaje de células de diferentes poblaciones de linfocitos B que expresan CXCR5 en su
superficie y de la MFI para CXCR5 de las mismas poblaciones en pacientes con EM portadores o no
portadores del alelo minoritario del SNP rs10892307. DE: desviacion estandar. RA: alelo de referencia.

MA: alelo minoritario.

Como se puede observar tanto en la Tabla 25 como en la Figura 36, la gran mayoria de los
linfocitos B, B naive y B memoria presentaban CXCR5 en su superficie, independientemente
del genotipo de los pacientes para el polimorfismo bajo estudio. Por el contrario, el porcentaje
de plasmablastos que expresaban CXCRS5 era muy inferior (Tabla 25, Figura 36). Al clasificar a
los pacientes con EM en funcion de si tenian o no el alelo minoritario del SNP rs10892307, no
se observaron diferencias estadisticamente significativas ni en el porcentaje de los diferentes
subtipos de células B que expresaban CXCR5 en su superficie, ni en el nivel de expresion de
CXCRS5 representado por la MFI (Figura 36).
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Figura 36. Expresion de CXCR5 en la superficie celular de las poblaciones estudiadas de linfocitos B de

pacientes con EM con presencia o ausencia del alelo minoritario del SNP rs10892307. En los graficos de

la columna izquierda se representa el porcentaje de células que expresan CXCRS5 en su superficie,

mientras que en los de la columna derecha se representa la MFI de cada poblacion para CXCR5. MFI:

intensidad media de fluorescencia.

157



Resultados - Objetivo 2

4.2.3. Estudios relacionados con el polimorfismo rs2762943 (CYP24A1)

Del mismo modo que para el SNP rs10892307, se disefiaron diferentes estudios funcionales

para estudiar el posible efecto del polimorfismo del gen CYP24A1 validado: rs2762943.

4.2.3.1. El polimorfismo rs2762943 no est4 en desequilibrio de ligamiento con
ningun SNP en poblacion europea y tiene actividad enhancer

Con el objetivo de evaluar si el polimorfismo del gen CYP24A1 validado, rs2762943, estaba en
alto LD con algun otro SNP en poblacion europea, se analizo el coeficiente de correlacion al
cuadrado (r?) que mantenia este polimorfismo con el resto de los presentes en el genoma
humano utilizando LDLink. Dado que ninguna variante mantenia un valor superior al umbral de
r? establecido (r>=0,5) con el SNP rs2762943, se considerd que éste no estaba en alto LD con

ningun polimorfismo en poblacion europea.

A continuacion, se comprobd la puntuacion asignada al polimorfismo rs2762943 por la base de
datos Regulome DB, cuyo rango es del 1 al 6. Cuanto menor sea el valor de la puntuacion,
mayor es la evidencia experimental que sitGa a una variante como implicada en la regulacion de
la expresion de un gen. Como resultado, se obtuvo una puntuacién de 2b, la cual supone que
puede afectar a la union de factores de transcripcion, hallazgo determinado mediante ensayos de
footprinting y picos de sensibilidad a DNasa entre otros. En particular, se afectarian los motivos
de union de las proteinas ETS1 y FLI1, ya que el SNP rs2762943 se localiza en su zona de
reconocimiento. En ambos casos, tal y como muestra la Figura 37, experimentalmente se ha
encontrado de forma mas frecuente al alelo minoritario (T) en el sitio de union de estas

proteinas que al alelo mayoritario (G).
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Cc

FLI1

Figura 37. Resultados del anélisis del SNP rs2762943 mediante Regulome DB. Se representa la PWM de
los motivos de unién de ETS1 (arriba) y FLIL1 (abajo), identificados mediante la técnica de footprinting,
que se utiliza para determinar la secuencia de ADN a la que se une una proteina. Los nucle6tidos que
aparecen dentro del recuadro rojo ubican la localizacion del polimorfismo rs2762942 y la altura relativa
de cada uno es proporcional a la frecuencia en la que se ha encontrado en esa posicion

experimentalmente.

4.2.3.2. Los niveles en suero de vitamina 1,25(0OH).-D estan disminuidos en
pacientes con EM portadores del alelo de riesgo de rs2762943, pero este
polimorfismo no afecta a la concentracion de vitamina 25(OH)-D

Dado que el gen CYP24A1l codifica una enzima cuya funcién es la inactivacién tanto del
metabolito bioldgicamente activo de la vitamina D como de su precursor, se analizd si existia
alguna relacion entre el polimorfismo rs2762943 del gen CYP24A1 y los niveles de vitamina D
en suero de pacientes con EM que no habian recibido tratamiento para la enfermedad en el

momento de la obtencién de la muestra.

Como muestra la Figura 38A, se observo una disminucion significativa de los niveles en suero
de la forma biol6gicamente activa de la vitamina D, el calcitriol 0 1,25(OH),-D, en los pacientes
con EM portadores del alelo de riesgo del polimorfismo rs2762943 respecto a aquéllos sin dicho
alelo (p=0,004). No obstante, los niveles de su precursor, el calcidiol o 25(0OH)-D, resultaron

similares entre ambos grupos de pacientes con EM (Figura 38B).
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Figura 38. Concentracién en suero de pacientes con EM de (A) 1,25-dihidroxivitamina D (1,25(OH),-D)
y de (B) 25-hidroxivitamina D (25(OH)-D) determinada mediante ensayos de quimioluminiscencia. Los
pacientes se clasificaron en funcion de su genotipo para el polimorfismo rs2762943. Los resultados se
expresan como media + desviacién estandar (DE).

4.2.3.3. Los niveles basales de ARNm de CYP24A1 son similares entre los pacientes
con EM con y sin el alelo de riesgo de rs2762943

Con el objetivo de investigar si existia una diferencia en la expresién génica basal de CYP24A1
entre pacientes con EM influenciada por su genotipo para el SNP rs2762943, se determinaron
los niveles de ARNm en ambos grupos en CMSP obtenidas antes de haber recibido tratamiento
para la enfermedad. Tal y como muestra la Figura 39, la expresion basal de CYP24A1 resultd
comparable entre ambos grupos.

Expresion basal

T
g 2.5 p=072
L . . .z ;o
t 2 0- Figura 39. Niveles de expresion génica de CYP24A1 en
S 454 CMSP de pacientes con EM clasificados en funcion de
2 1
o 1.0- | la presencia o ausencia del alelo minoritario del SNP
o 1.
._5 0.5- rs2762943. Los resultados se determinaron por real-
7} R ., .
o 0.0 time PCR y se representan como la expresion media +
o . T
i cG SEM.
n=8
rs2762943
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4.2.3.4. El polimorfismo rs2762943 no afecta a la induccion de la expresion génica
de CYP24A1 mediante el tratamiento con 1,25(0OH),-D; en CMSP de pacientes con
EM

Las CMSP de pacientes con EM agrupados en funcion de su genotipo para el polimorfismo
rs2762943 se extrajeron a nivel basal y se incubaron en presencia o ausencia de vitamina
1,25(0H)2-D3 durante 24 horas. Una vez pasado este tiempo, se determind la expresion génica
de CYP24A1 mediante real-time PCR, dado que esta descrito que el tratamiento con la vitamina

1,25(0H).-Ds es capaz de incrementarla.

Como resultado, se observo que tanto los pacientes con el alelo de riesgo del SNP rs2762943
como aguéllos sin él exhibieron la misma capacidad de aumentar la expresién génica de
CYP24A1 tras estimular a las CMSP con 1,25(0OH),-Ds (Figura 40A). Por otro lado, al evaluar
los niveles ARNm de CYP24A1 de los pacientes con EM sin el alelo de riesgo de rs2762943
respecto a los pacientes con él, se detectd una expresion 4,03 veces mayor en los pacientes
portadores del alelo de riesgo respecto a los no portadores tras haber recibido el tratamiento con

1,25(0H)2-Ds, aungue este resultado no alcanzé la significancia estadistica (Figura 40B).
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Figura 40. Diagramas de barras representativos de la respuesta del gen CYP24A1 ante el tratamiento con
1,25(0H),-Ds. Se representan los niveles relativos de expresion génica de CYP24A1 (A) antes y después
de haber recibido la dosis de 1,25(0OH),-Ds en ambos grupos de pacientes y (B) solamente después de

haber recibido el tratamiento comparando un grupo de pacientes respecto al otro.
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4.3. Resultados relacionados con el objetivo 3

“Investigar la posible implicacion funcional de la presencia de variantes genéticas raras de

genes que las acumulan con mayor frecuencia en pacientes con EM”

En base a los resultados obtenidos en la resecuenciacion de ADN, se procedi6é a desarrollar
estudios adicionales para investigar si la acumulacion de variantes raras (VRs) en genes de
riesgo que se identific de forma mas frecuente en pacientes con EM que en controles sanos
tiene algun efecto funcional.

4.3.1. Determinacion de los niveles de ARNm de genes que acumulan

variantes raras en CMSP de pacientes con EM

Mediante PCR a tiempo real, se determinaron los niveles de ARN mensajero de los genes
FCRL1, RGS1, TRAF3 y CYP24Al en las CMSP de pacientes con EM que portaban al menos
una VR en la regién identificada in silico como enriquecida y se compararon con los de
pacientes con EM sin ninguna VR en la region correspondiente para evaluar el posible efecto de
las mismas.

4.3.1.1. La expresion génica de FCRL1 resulté similar en los pacientes con EM con

Yy sin variantes raras en su promotor

Con el fin de investigar el posible impacto de las VRs en el promotor de FCRL1, se
estratificaron los pacientes con EM que no habian recibido tratamiento para la enfermedad
segun su tenencia o0 ausencia de alguna VR en el promotor del gen FCRL1. Como representa la
Figura 41, se observo que la expresion génica de FCRL1 en CMSP era igual en los dos grupos
de pacientes (p=0,61).

R=o Figura 41. Diagrama de barras mostrando el nivel

de expresion génica de FCRL1 determinado por
1 real-time PCR en CMSP de pacientes con EM con

1.0- _ ] P

presencia y ausencia de VRs en el promotor del

- gen FCLR1. Los resultados se expresan como la

media = el error estandar de la media (SEM) de la

Expresion relativa FCRL1

0.0 : expresién de los pacientes con VRs respecto a

Sin VR promotor FCRLT 2 1 VR promotor FCRLT aquéllos sin ellas.
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4.3.1.2. La expresién génica basal de RGS1 esta disminuida en pacientes con EM

con variantes raras en dicho gen

Ademas, con el objetivo de evaluar si las VRs de RGS1 tenian algin efecto a nivel
transcripcional, se cuantificd la expresidn génica de RGS1 en CMSP de pacientes con EM con
alguna VR de dicho gen y en pacientes con EM sin ninguna VR del mismo, todos ellos sin
haber recibido tratamiento para la EM. Como resultado, se observd que la expresidn génica de
RGS1 estaba disminuida de forma estadisticamente significativa en los pacientes con EM con
VRs de RGS1 cuando se compararon con aquellos pacientes sin ellas (p=0,01, Figura 42A). La
Tabla 26 muestra las VRs del gen RGS1 presentes en cada uno de los 6 pacientes con EM con

VRs incluidos en el estudio, asi como su descripcién basica.
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Figura 42. Diagramas de barras mostrando los niveles de ARNm del gen RGS1 determinados por real-
time PCR en CMSP de pacientes con EM con al menos una VR (A) a lo largo de todo el gen RGS1 o (B)
especificamente en regiones reguladoras del mismo, en ambos casos respecto a pacientes con EM sin
ninguna VR en la regidn bajo estudio. Los resultados se expresan como la media + SEM de la expresion

génica relativa de RGS1 en pacientes con EM con VRs respecto a aquéllos sin VRs.

Por otro lado, tal y como muestra la Figura 42B, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas en la expresion génica de RGS1 entre pacientes con EM con y sin VRs

especificamente en regiones reguladoras del gen (p=0,07).

Dado su posible efecto funcional, se disefié la Figura 43 para percibir una visualizacion de la

distribucion relativa todas las VRs del gen RGS1 detectadas en la resecuenciacion de ADN.
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Tabla 26. Descripcion y consecuencias funcionales de los SNPs raros presentes en los 6 pacientes con EM portadores de VRs incluidos en la determinacién de los niveles de

expresion génica de RGS1 por real-time PCR.

SNP (Ref./Alt) Pacientes EM Localizacién (hgl19) MAF (alelo minoritario)* Localizaciéon (Ensembl)
rs12065772 (CIT) EM1|EM4|EM5[EM6 1:192550461 0,005 (T) Downstream
rs142034366 (TAGG/T) EM1|EM5 1:192545249 0,004 (T) Exon no codificante
rs74130688 (G/A) EM1|EM5 1:192543002 0,004 (A) Upstream
rs4658058 (T/C) EM1|EM5 1:192548930 0,003 (C) UTR3'

rs60719978 (C/T) EM1|EM5|EM6 1:192548245 0,003 (T) Intrénica
rs12094893 (G/A) EM1|EM5 1:192549871 0,003 (A) Downstream

N/A (GIC) EM2 1:192550276 0,0005 (C) Intergénica
rs16834436 (A/G) EM3 1:192546355 0,003 (G) Exon no codificante
rs77617886 (T/A) EM3 1:192546577 0,003 (A) Exon no codificante
rs74130689 (G/A) EM4 1:192548794 0,001 (A) UTR3'

rs3806353 (C/T) EM5 1:192543623 0,004 (T) Upstream
rs3806354 (A/C) EM5 1:192543513 0,004 (C) Upstream
rs76219467 (A/T) EM5 1:192546429 0,003 (T) Exon no codificante
rs113090598 (T/A) EM6 1: 192548461 0,0005 (A) UTR3'
rs149919199 (G/C) EM6 1: 192549635 0,0005 (C) Downstream

1 MAF=frecuencia del alelo minoritario en la cohorte de resecuenciacion. Los 6 pacientes se enumeran del 1 al 6 y aparecen con el prefijo "EM". La tabla muestra la
localizacion de las VRs en el cromosoma nimero 1, la frecuencia de su alelo minoritario (MAF) en la cohorte de resecuenciacion y su consecuencia funcional determinada

por la plataforma Ensembl. Ref.: alelo de referencia. Alt.: alelo alterado.
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Figura 43. Representacion esquemdtica de la distribucion en el espacio gendmico de las VRs identificadas en la resecuenciacion de ADN en el gen RGS1. Los circulos
representan las VRs no sinbnimas, los triangulos las VRs sindnimas y los diamantes el resto de VRs. Las cajas rojas se corresponden con los exones del gen, las verdes con las

secuencias reguladoras y las amarillas con las regiones UTR.
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4.3.1.2. La presencia de variantes raras en las regiones UTR del gen TRAF3 no
afecta a su nivel de expresion génica en pacientes con EM

La cuantificacion de la expresion génica del gen que codifica para la proteina TRAF3 en CMSP
de pacientes con EM sin tratamiento y bien con alguna VR en las regiones UTR de dicho gen, o
bien sin ninguna VR del mismo, determind que no existian diferencias significativas entre
ambos grupos (p=0,32, Figura 44).

% 1.5 | p =032 |

E 1.0- _|_ Figura 44. Niveles de expresion génica de
E TRAF3 en CMSP de pacientes con EM con
E presencia de al menos una VR en las
:% o regiones UTR de TRAF3 respecto a aquéllos
E con ausencia de las mismas. Los resultados
i 0.0 r se determinaron por real-time PCR y se

Sin VR UTR TRAF3 21 TRAF3 VR UTR TRAF3 expresan como la expresion media + SEM.

4.3.1.4. La acumulacién de variantes raras en las regiones especificas del gen

CYP24A1 no afecta a su expresidn génica en pacientes con EM

Para investigar si la presencia de VRs en las regiones del gen CYP24A1 con tendencia a su
acumulacién en pacientes con EM tenia algin efecto sobre la expresién génica del mismo, se
compararon los niveles de ARNm de CYP24A1 entre varios grupos de pacientes con EM: i)
pacientes con al menos una VR localizada en una region reguladora de CYP24A1 y pacientes sin
VRs en regiones reguladoras; ii) pacientes con alguna VR en las regiones UTR de CYP24Aly
pacientes sin ninguna VR en dichas regiones; iii) pacientes con una o0 mas VVRs en el promotor
de CYP24A1 y pacientes sin VVRs en él. Ninguno de los pacientes incluidos en los analisis habia
recibido tratamiento para la EM en el momento de la extraccion de la muestra. Como refleja la
Figura 45A-C, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en la expresion

génica de CYP24A1 entre ambos grupos de pacientes en ninguno de los casos (p>0,05).
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Figura 45. Diagrama de barras mostrando el nivel de expresion génica de CYP24A1 determinado por
real-time PCR en CMSP de pacientes con EM con VRs (A) en regiones reguladoras del mismo, (B) en
sus regiones UTR o (C) especificamente en el promotor del gen, en todos los casos respecto a pacientes
con EM sin VRs en la regién bajo estudio. Los resultados se expresan como la media + SEM.

4.3.2. Estudios relacionados con la acumulacion de variantes raras en el gen
RGSL1 en pacientes con EM

4.3.2.1. Los pacientes con EM con la expresion génica de RGS1 maéas baja

comparten variantes raras

Con el fin de profundizar mas en el estudio del efecto significativo de las VRs de RGS1 sobre su
expresion genica, se analizdé el perfil de VRs de los pacientes incluidos en el estudio.
Curiosamente, se observo que los dos pacientes que mostraban la expresion génica de RGS1
més disminuida (EM1 y EM5) compartian 5 SNPs raros (ver Tabla 26) y una indel (por
insercion-delecion) rara (rs142034366). La Figura 46 representa esqueméticamente la
localizacion relativa de los 6 polimorfismos compartidos en el gen RGS1.
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Scale 5 kb | hg19
cht: 192,540,000 192,545,000 192,550,000/ 192,555,000/
rsTA130658 |  rs142034366 | rs60719978|  rs12065772
154658058 |
1512094393 |
RGST

Figura 46. llustracion esquematica de la localizacién de los 6 polimorfismos compartidos por los dos
pacientes con EM con la expresion génica mas baja de RGS1. Los polimorfismos se representan en la

region del gen RGS1, tal y como indica ENCODE. Las cajas negras simbolizan los exones de RGS1.

A continuacién, se analizé el grado de LD entre los 5 SNPs compartidos por estos dos pacientes
para evaluar su frecuencia de recombinacion en diferentes poblaciones utilizando los datos del
Proyecto 1000 Genomas. Se calculd tanto el valor de D', como el de r? las dos medidas
utilizadas en estudios genéticos para determinar el LD entre dos SNPs. Como se puede observar
en la Figura 47, se trata de un haplotipo méas frecuente en la poblacion ibera que en el resto de
Europa. Curiosamente, en la poblacion africana el LD entre los 5 SNPs es totalmente diferente;
de hecho, la frecuencia de estos alelos es alta en Africa si se compara con la de Espafia y

Europa.
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Figura 47. Mapa del LD existente entre los 5 SNPs en la region del gen RGS1 compartidos por los dos
pacientes con EM con la expresion de dicho gen mas baja. Se representa el LD en las poblaciones ibera,
europea y africana. Los mapas de la izquierda (en rojo) representan el valor de D', mientras que los mapas
de la recha (en negro) representan el valor de r?. Los niimeros en negrita asignados a cada SNP indican su
posicion en la lista de SNPs generada por HaploView. Cada cuadrado denota la fuerza del LD entre una

pareja de SNPs, que sera mayor cuanto mas alto sea el nimero y mas intenso sea el color.
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4.3.2.2. La induccion de la expresion génica de RGS1 mediante el tratamiento con
IFN-B en CMSP est4 alterada en los pacientes con EM con variantes raras en dicho
gen

Dado que se ha demostrado que el tratamiento con IFN-f es capaz de aumentar la expresion
génica de RGS1 en CMSP (288), se explord si la presencia de al menos una VR a lo largo de la
secuencia del mismo afectaba a su induccion. Para ello, se determinaron los niveles de ARNm
del gen RGS1 en CMSP de pacientes con EM con ausencia o presencia de VRs de dicho gen
antes y 4 horas después de recibir tratamiento in vitro con IFN-B. Como muestra la Figura 48, la
dosis de 100 Ul/mL de IFN-B indujo de forma discreta la expresion génica de RGS1 de forma
significativa en pacientes con EM que carecen de VR (p=0,007), tal y como cabria esperar en
condiciones normales. Sin embargo, en los pacientes con EM con al menos una VR en RGS1 se
observé un defecto en su induccidn, viéndose la expresion de RGS1 practicamente inalterada
antes y después del tratamiento (p>0,05).
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Figura 48. Expresion génica relativa de RGS1 en CMSP de pacientes con EM, clasificados segun la
presencia o ausencia de VRs de RGS1, antes (sin tratar) y 4 horas después de haber recibido tratamiento
con IFN-B in vitro (IFN-B).

4.3.2.3. La expresion de RGS1 en linfocitos B esta disminuida a nivel basal en los

pacientes con EM con variantes raras de RGS1

Con el objetivo de investigar si el potencial efecto funcional de la acumulacion de VRs del gen
RGS1 en pacientes con EM afectaba especificamente a alguna poblacién celular, se analiz6 la
expresion de RGS1 mediante citometria de flujo en diferentes poblaciones de CMSP de

pacientes con EM a nivel basal, clasificados en funcidn de su tenencia o no de VRS de este gen.
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La expresion de RGS1 se evalué mediante la determinacién individual del porcentaje de células
T (CD3*, CD4*, CD8*, T reguladoras e NKT), células NK, células B y monocitos que son

positivos para la molécula bajo estudio, es decir, que expresan RGS1 en la cara interna de su

membrana plasmatica. Tal y como se observa en la Figura 49A, la presencia de variantes raras

en el gen RGS1 se asoci6 con una disminucién significativa del porcentaje de linfocitos B

periféricos que expresan RGS1 en pacientes con EM que no habian recibido tratamiento

(p=0,006).
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Figura 49. Porcentaje de células de diferentes poblaciones de CMSP provenientes de pacientes con EM

con y sin variantes genéticas raras en RGS1 que presentan RGS1 en la cara interna de su membrana

plasmatica.
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La Tabla 27 detalla el porcentaje de cada subpoblacién celular que resultd positivo para RGS1

en cada grupo de pacientes con EM.

% Células RGS1* (DE)

Sin VR RGS1 >1 VR RGS1 p-valor
Linfocitos CD3* 8,6 (3,6) 5,2 (0,5) 0,23
Linfocitos CD4* 8,4 (4,37) 6,2 (2,0) 0,78
Linfocitos CD8* 11,8 (5,4) 5,7(1,2) 0,07
Linfocitos T reguladores 7,3 (6,4) 8,0 (3,6) 0,64
Linfocitos NK 13,7 (8,5) 8,8(3,7) 0,41
Linfocitos NKT 10,5 (6,0) 5,6 (0,6) 0,23
Linfocitos B 15,1 (4,1) 7,3 (1,6) 0,006
Monocitos 6,8 (5,1) 3,3(1,2) 0,23

Tabla 27. Datos de los porcentajes de células de distintas poblaciones de CMSP, obtenidas de
pacientes con EM con al menos una variante rara en RGS1 o sin ninguna, que expresan RGS1. DE:

desviacién estandar.
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4.4. Resultados relacionados con el objetivo 4

“Validar y caracterizar experimentalmente las variantes genéticas estructurales detectadas en

la resecuenciacion de ADN e identificar nuevos individuos portadores”

Dado que en el presente estudio sélo hemos reportado la identificacion de una variante
estructural, ésta sera la Unica diana del cuarto y Gltimo objetivo. Con el fin de poder realizar

estudios adicionales, se tratd de identificar mas individuos portadores de la misma.

4.4.1. Validacién experimental de la delecion identificada en el gen FCRL1

en un paciente con EM

El paciente con EM 1295 fue aquél identificado in silico como portador de una delecién
heterocigota que abarcaba del exdn 4 al exén 10, ambos incluidos, del gen FCRL1. Para validar
experimentalmente este hallazgo, se procedid a evaluar el nimero de copias de los exones 4, 9y
10 presentes en el paciente 1295 y en otros dos pacientes con EM de la cohorte de
resecuenciacion utilizados como controles negativos. También se analizé el nimero de copias
del ex6n 3 para confirmar su presencia en el paciente 1295. Para ello, se emplearon ensayos de

ndmero de copias de TagMan™ vy se utilizé la técnica real-time PCR.

Como resultado, se confirmé que el paciente 1295 era portador de tan solo una copia de los
exones 4, 9 y 10, mientras que tenia las dos copias del exdn 3 del gen FCRL1; por el contrario,
los dos pacientes utilizados como controles negativos portaban las dos copias de los cuatro

exones testados (Figura 50).

FCRL1

mm Exon 3
mm Exon 4
m Exon 9

Exon 10

Nidmero de copias
-
|

o
L

1295 Control 1 Control 2

Figura 50. Diagrama de barras representativo de los resultados de la validacion experimental de la

presencia o ausencia de la delecion en heterocigosis de los exones 4-10 del gen FCRL1.
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4.4.2. Definicion de los limites exactos de la delecion del gen FCRL1

Con el objetivo de delimitar con precisién la localizacién genémica de la delecion identificada,
se realiz6 una amplificacion del ADN de la region que la englobaba y se secuencié el producto
obtenido para obtener las coordenadas. Curiosamente, se observd que no se trataba de una sola
delecion, sino de dos diferentes separadas por un pequefio fragmento de ADN de 105 pb (Figura
51). Las coordenadas de las dos deleciones son las siguientes (version GRCh37/hgl9 del

genoma humano):
1. chr1:157763319-157768450

2. chr1:157768555-157773252

Scale 10 kb| | hg1s
chri: 15?,??DJDDD| 15?,?BD,EIEIEI| 157,730,000
I

Figura 51. Esquema de la localizacién exacta en el gen FCRL1 de la delecion identificada en un
individuo en el proceso de resecuenciacion de ADN. Los dos fragmentos rojos, separados por un pequefio
fragmento azul, representan las fracciones delecionadas, mientras que los fragmentos azules representan
las fracciones gendmica presentes. Las flechas blancas sobre estos fragmentos indican la direccién de la

transcripcion y, por tanto, el orden de los exones.

4.4.3. Busqueda de nuevos individuos portadores de la delecién del gen
FCRL1

Una vez conocidas las coordenadas de las deleciones, el objetivo fue detectar nuevos individuos
portadores para tratar de asociarla con la EM y para poder realizar estudios adicionales. Para
ello, se disefid un ensayo TagMan™ constituido por dos primers y una sonda que hibridaban
especificamente en la zona flanqueante de las deleciones, de modo que sélo se produjo
amplificacién del ADN gendémico en los individuos portadores de las mismas, dado que en
aquéllos con el gen intacto se producia un fallo en el proceso al tratarse de un amplicén tan

grande.

Como resultado de analizar 256 pacientes con EM y 269 controles sanos, no se identificd

ningun individuo adicional portador de las deleciones identificadas en el gen FCRL1.
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5. Discusion

Durante los dltimos afios, numerosos estudios de asociacion del genoma completo, 0 GWAS,
han contribuido de forma significativa a la caracterizacion del componente genético de la EM.
Estos estudios se emplean para evaluar la posible asociacién entre variantes genéticas comunes
distribuidas a lo largo de todo el genoma y el riesgo de desarrollar una enfermedad (289), asi
como para vincular variantes comunes con un determinado rasgo fenotipico o diferentes
aspectos de una patologia. Para ello, se requiere un gran nimero de casos y controles, por lo que
es necesaria la formacion de grandes consorcios y la participacion de numerosos centros y
paises (290). Los GWAS utilizan arrays de genotipado predisefiados (SNP chips) que
generalmente contienen desde 200.000 hasta méas de 2.000.0000 de SNPs (291). El disefio de los
arrays tiene en cuenta el concepto de LD con la finalidad de proporcionar cobertura de la
totalidad del genoma. Por tanto, se seleccionan una serie de SNPs, denominados tag SNPs,
representativos de todos aquéllos en alto LD. Como consecuencia de trabajar con una seleccion,
los polimorfismos cuyas frecuencias alélicas difieren entre los grupos bajo andlisis podrian no
ser la variante causal de la asociacidn, por lo que si se procediese a realizar estudios adicionales
habria que considerar también aquéllas variantes del mismo bloque de LD o bloque haplotipico

para captar la posible implicacién funcional del mismo.

En el ambito de la EM, hace 15 afios se consolidd un consorcio dedicado a elucidar la
arquitectura genética de la EM: el International Multiple Sclerosis Genetics Consortium
(IMSGC). Ademas, varios grupos también han centrado su investigacion en la identificacién de
nuevas variantes genéticas asociadas con la EM o con una de las diferentes formas clinicas de la
enfermedad. Sin embargo, las variantes identificadas hasta la fecha, teniendo en cuenta la region
del MHC, s6lo explican el ~48% de la heredabilidad de la EM (258). Ademas, para la mayoria
de los genes asociados de forma sélida con la EM, todavia no se han identificado las variantes
genéticas causales de la enfermedad ni los mecanismos patogénicos por los cuales dichos genes
se asocian con un mayor riesgo de desarrollar EM. Estos aspectos configuraron dos de los
objetivos principales de la presente tesis doctoral: (i) detectar nuevas variantes genéticas
asociadas con la susceptibilidad de desarrollar EM e (ii) identificar las variantes genéticas

causales de dichas asociaciones mediante estudios adicionales.

Para la identificacion de nuevas variantes genéticas comunes asociadas con el riesgo de EM se
utilizd como abordaje la resecuenciacion dirigida de 14 genes candidatos en una cohorte

formada por 524 pacientes con EM (formas de inicio con brote: RR y SP) y 546 controles sanos.
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La aplicacién de la secuenciacion de ADN, ya sea de su totalidad o de regiones especificas, se
ha utilizado ampliamente para identificar variantes asociadas a diferentes enfermedades
autoinmunes, como el lupus eritematoso sistémico (292), la artritis reumatoide (293) o la propia
EM (294). De las 32 variantes genéticas comunes (MAF>1% en nuestra cohorte) identificadas
en nuestro estudio como diferencialmente distribuidas entre pacientes con EM y controles sanos
(p<0,05), seleccionamos 9 para una Vvalidaciobn mediante genotipado en una cohorte
independiente, asi como otras 9 adicionales procedentes del Gltimo estudio del IMSGC (258)
para abarcar la posibilidad de realizar una regresién logistica condicional en el caso de que
alguno de nuestros SNPs se validase; asi, se puede determinar si se trata de asociaciones
independientes 0 no. Es importante destacar que no se restringié la inclusién de los pacientes
con EM por su forma clinica de la enfermedad a la hora de disefar el genotipado, de modo que
en este caso si hay individuos afectados por formas PP y PR, ademés de RR y SP. Quizas es
Ilamativo el hecho de que en la resecuenciacion solo participasen pacientes con formas de inicio
con brote y la validacion se realizase en una cohorte que incluye un grupo de pacientes
parcialmente diferente. La razén de este abordaje se fundamenta en el disefio experimental de
los GWAS desarrollados periédicamente por el IMSGC, donde incluyen todo tipo de pacientes
con EM, sin exclusién por su forma clinica. Nosotros decidimos crear una cohorte mas
homogénea para la fase de screening con el fin de capturar variantes genéticas que quizas el
IMSGC no detecté como consecuencia de la mayor heterogeneidad de su grupo de pacientes.
Una vez capturadas, quisimos validarlas en una cohorte que ya si estuviese constituida por toda
la poblacion de pacientes con EM. La limitacion mas arriesgada de este disefio fue la posibilidad
de que una variante si esté asociada con las formas de inicio con brote y realmente no lo esté
con las formas progresivas y, por tanto, no consiguiésemos validarla debido a la pérdida de un

valor de odds ratio (OR) relativamente alejado de 1.

A pesar de que se incluyeron 9 polimorfismos asociados con el riesgo de EM en la fase de
resecuenciacion, solo 3 de ellos consiguieron superar la fase de genotipado. Estos resultados
parecen indicar que la asociacion de las otras 6 variantes con la EM podria comprender falsos
positivos, aunque no descartamos que pueda tratarse de una falta de poder estadistico asociada a
la cohorte de validacién. De hecho, alguna variante extraida del analisis del IMSGC tampoco
sobrevivio a la fase de validacion de nuestro estudio, lo que hace mas plausible la Gltima
explicacion que proponemos. En resumen, todo ello evidencia la importancia de emplear
técnicas independientes de validacion y de trabajar con el mayor tamafio de muestra posible en

estudios genéticos.

De las 3 variantes genéticas validadas, una de ellas (rs1599932, TSFM) se localizaba formando
parte de un gran bloque de LD constituido por 9 genes que ya estaba asociado con la EM y

caracterizado por otros autores (287), por lo que decidimos focalizar nuestra investigacion hacia
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las otras dos variantes para evitar reportar resultados redundantes. A pesar de que precisamente
la variante rs1599932 (TSFM) era la Unica exonica de las tres, la mayoria de los SNPs asociados
con el riesgo de EM se localizan fuera de regiones codificantes, hecho que no resta valor a su
potencial efecto funcional; de hecho, muchos de ellos residen en el promotor o en regiones
enhancer. Por tanto, nos propusimos profundizar en el estudio de las otras dos variantes
genéticas validadas: rs10892307 (CXCR5) y rs2762943 (CYP24Al). En este contexto, cabe
destacar que los andlisis de regresion logistica condicional de los SNPs del gen CXCR5 en
nuestra cohorte indicaron cierta dependencia entre las variantes rs6589706, asociada con el
riesgo de EM por el IMSGC, y rs10892307, asociada con la susceptibilidad a la EM en nuestro
estudio. Sin embargo, un aspecto que confiere valor a nuestra variante es que al condicionar el
andlisis al SNP rs10892307, la sefial asociada a rs6589706 desaparece, pero al condicionar al
SNP rs6589706, la asociacion del SNP rs10892307 se mantiene, por lo que rs10892307 es la
variante que mejor explica la asociacion con el riesgo de EM. No s6lo eso, sino que antes de
realizar la regresion logistica condicional, los valores de p y del OR ya sugerian la mayor
potencia del SNP rs10892307. Curiosamente, la direccion de la asociacion, indicada por el OR,
es diferente entre ambos SNPs (rs6589706: OR=1,14; rs10892307: OR=0,77). La explicacion
podria ser que el alelo de riesgo en un caso es el minoritario, mientras que en el otro caso es el
mayoritario. Por Ultimo, cabe mencionar que en poblaciones europeas el valor de r? entre los
SNPs rs6589706 y rs10892307 es 0.158, cifra que evidencia la imposibilidad de afirmar un alto

LD entre ellos.

» Efecto funcional de la variante rs10892307 (CXCR5)

El polimorfismo rs10892307 se localiza en la region UTRS’ del gen CXCR5 (C-X-C Motif
Chemokine Receptor 5), que codifica un receptor de quimiocinas de la familia CXC localizado
en la cara externa de la membrana plasmética. Bajo condiciones fisioldgicas, este receptor se
expresa altamente en células B maduras y es un antigeno de superficie clave para definir a las
poblaciones de células T colaboradoras foliculares (Tfh, por T follicular helper cells), tanto a las
localizadas en los drganos linfoides secundarios, como a las circulantes (89). El ligando de
CXCR5 es la quimiocina CXCL13 (también conocido como BLC, por B lymphocyte
chemoattractant), que se expresa de forma constitutiva en los 6rganos linfoides secundarios y

que atrae a las células que expresan CXCRS5 en su superficie (295).

Diversos estudios con el modelo experimental de la EM, la EAE, han propuesto una asociacion
entre CXCL13 y la EM. En uno de ellos, se observd una sobreexpresion génica de CXCL13 en
el SNC, asi como la presencia de células CXCL13" incluidas en grandes agregados anormales

de células B formados en las meninges con organizacién de centro germinal (296). Otro de ellos
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detect6 ARNm y proteina de CXCL13 en la médula espinal de ratones con EAE, pero no en los
controles naive (297). En este Gltimo estudio, Bagaeva y col. también observaron que los
ratones con EAE deficientes en CXCL13 exhibian un curso més leve de la enfermedad y que
CXCL13 parecia ser fundamental para el establecimiento de lesiones crénicas de la sustancia
blanca. También se han desarrollado estudios de pacientes con EM que vinculan al eje CXCR5-
CXCL13 con la enfermedad. Uno de ellos reveld una sobreexpresion génica de CXCL13 en
areas de lesiones desmielinizantes activas de pacientes con EM, la presencia de la proteina
CXCL13 en el infiltrado perivascular y en las células infiltradas en el parénquima, y niveles
elevados de CXCL13 en el LCR de pacientes con EMRR (298). Ademas, la mayoria de las
células B presentes en el LCR de pacientes con EM son positivas para CXCR5 (299). La
asociacion de CXCR5 con la EM también se fundamenta en datos genéticos. La primera vez que
se asocié al gen CXCR5 con el riesgo de EM fue a través del polimorfismo rs630923 (C/A),
situado en su promotor, cuyo alelo comun (C) se relacion6 con un mayor riesgo de EM. Esta
asociacion se identifico en el 2011, pero no alcanzaba el nivel de significacion de GWAS (226),
motivo por el cual en el 2013 el IMSGC trat6 de validarlo mediante genotipado en una cohorte
independiente de ~20000 individuos y un posterior meta-analisis de los datos de los dos estudios
(300). La combinacion de los resultados evidencid su asociacion superando el nivel de
significacion de GWAS. A partir de este momento, se han identificado mas variantes asociadas
a CXCR5 vinculadas con el riesgo de desarrollar EM (255,258), lo que fortalece ain mas la

relacién de este gen con la enfermedad.

La bien documentada asociacion del gen CXCRS5 con la EM suscit6 nuestro interés por descifrar
si el alelo minoritario del polimorfismo rs10892307 podria afectar a la regulacién de su
expresion y, quizas, alterar asi la capacidad migratoria de las células de los individuos
portadores de la variante. En primer lugar, decidimos disefiar un ensayo reportero dual-
luciferasa para evaluar su posible efecto a nivel transcripcional. Pero, debido a que mediante
analisis bioinformatico identificamos otros tres polimorfismos en alto LD (r?>0,5) con el mismo
en poblaciones europeas Yy, segln los datos de ENCODE, todos ellos se situaban en regiones
enhancer, no podiamos concluir que nuestro polimorfismo era la variante causal de la
asociacion de esta region con la EM. Por ello, si s6lo se realizase el ensayo para estudiar este
polimorfismo, posiblemente no se encontrase ningln efecto funcional y simplemente se haya
asociado con la EM por su alto LD con el SNP causal real. Por tanto, con el objetivo de
identificar la variante genética causal de la asociacion de rs10892307 con la EM, optamos por
realizar el ensayo reportero dual-luciferasa sobre los cuatro polimorfismos en alto LD:
rs55756957, rs11602393, rs10892307 y rs3176905. Asi, pudimos medir la activacion del
promotor influenciada por cuatro fragmentos, cada uno de ellos portador de uno de los

polimorfismos bajo estudio, clonados de forma independiente upstream del promotor minimo
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presente en el vector pGL4.23 utilizado. Para garantizar que el efecto observado era debido
exclusivamente a un polimorfismo, nos aseguramos de que en el resto de cada fragmento
clonado no existia ninguna otra mutacion que pudiese afectar a la actividad transcripcional. La
eleccion de esta metodologia para tratar de hallar una variante causal se realizé en base a la
ventaja que supone un sistema que ha sido modificado para eliminar la mayoria de los sitios de
unién de factores de transcripcion y los elementos reguladores cripticos, que son secuencias
inactivas en su localizacion gendmica nativa pero que adquieren capacidad funcional si se sitGan
adyacentes a algin gen mediante reorganizacion del ADN (301). El vector pGL4.23
simplemente posee un promotor minimo con los elementos basicos para que ocurra la
transcripcion y es inactivo a menos que existan elementos reguladores situados upstream
capaces de incrementar la actividad del promotor, lo que reduce el background y el riesgo de

artefactos en nuestros resultados.

En el presente estudio, observamos que el fragmento que incluia la region del polimorfismo
rs11602393 (T/A) incrementaba la actividad transcripcional del promotor en orientacién
reverse, pero este incremento era similar entre el fragmento portador del alelo de referencia (T)
y el portador del alelo minoritario (A). Sin embargo, result6 curioso que en orientacion forward
el alelo de referencia de este SNP no tenia ningln efecto sobre la actividad transcripcional del
promotor, pero el alelo minoritario si mostraba actividad enhancer. La diferencia
estadisticamente significativa entre la actividad de la luciferasa bajo el control del alelo de
referencia y dicha actividad bajo el control del alelo minoritario del SNP rs11602393 en
orientacion forward, unida al hecho de que no se observo ningun efecto asociado al resto de
polimorfismos analizados, nos condujo a hipotetizar que el polimorfismo rs11602393 es la
variante causal de la asociacion del SNP rs10892307 con la EM identificada en nuestro estudio.
Esta teoria cobra fuerza si recordamos que el LD entre los polimorfismos rs11602393 y
rs10892307 es practicamente total en poblaciones europeas (r?=0,94; D’=0,97), un hecho que
realza la fuerte evidencia histérica de su baja frecuencia de recombinacion. Posiblemente resulte
paradodjico que sea rs11602393 la variante que altera la regulacion transcripcional cuando ésta
se localiza a -3684 pb del sitio de inicio de la transcripcion (TSS, por transcription start site) y
no lo sea rs10892307, localizada en la region UTRS’ a -2 pb del TSS. La explicacion es que el
ADN se estructura formando loops que ocasionan que un enhancer y un promotor lejanos entre
si se aproximen, lo que permite la interaccion directa entre las proteinas activadoras unidas al
enhancer y aquéllas unidas al promotor formando parte del complejo de inicio de la
transcripcion (302). Cabe mencionar que, fundamentado en los datos de ENCODE, el
polimorfismo rs55756957 (A/G) parecia el mas prometedor a la hora de detectar un efecto

funcional vinculado a su alelo minoritario, ya que es del que existia una mayor evidencia
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experimental respaldando que su localizacion cromosémica era un sitio de union de factores de

transcripcion.

En este ambito, otros autores ya han realizado ensayos con el gen reportero luciferasa para
estudiar polimorfismos asociados con el riesgo de EM (287). De hecho, en uno de ellos, Ryu y
col. estudiaron la actividad transcripcional del primer polimorfismo de CXCR5 asociado con la
susceptibilidad de desarrollar EM y mencionado previamente (rs630923), pero no observaron
ninguna diferencia en la actividad del promotor entre el alelo de referencia y el minoritario
(303). Més adelante, Mitkin y col. también utilizaron un ensayo de luciferasa para analizar la
modulacion de la actividad del promotor de CXCR5 influenciada por el SNP rs630923 (304). En
este caso, observaron que el alelo minoritario (A) creaba un sitio de unién del factor de
transcripcion MEF2C que suponia una disminucion de la actividad transcripcional en células

Raji activadas con LPS, PMA e ionomicina.

Basandonos en los resultados obtenidos en los ensayos reporteros dual-luciferasa, quisimos
ahondar en el posible efecto del SNP rs11602393 realizando estudios adicionales con muestras
de CMSP de pacientes con EM. Se considerd oportuno que todos los individuos incluidos en
estos estudios fueran pacientes con EM y no controles sanos porque, ya que los pacientes con
EM sufren alteraciones de algunas subpoblaciones de CMSP, de este modo la tnica diferencia
entre ellos seria el genotipo. Como criterio de seleccion de los pacientes portadores y no
portadores del alelo minoritario de la variante rs11602393 utilizamos su genotipo para la
variante rs10892307 debido a que ésta es la que genotipamos Yy, por tanto, de la que disponemos
informacién para cada individuo incluido en el estudio. Ademas, el alto LD entre ambas
variantes supone que sean proxy SNPs (305). La determinacion de los niveles de expresion
génica de CXCR5 en CMSP de pacientes con EM con presencia y ausencia del alelo minoritario
de rs11602393 mediante real-time PCR no revel6 diferencias entre ambos grupos. Este
resultado pudo ser debido por un lado a la falta de poder estadistico, ya que es muy complicado
identificar una eQTL partiendo de un tamafio de muestra pequefio, sobre todo cuando se trata de
un efecto moderado como el que observamos mediante el ensayo de luciferasa. Por otro lado,
pudo deberse a que el efecto del SNP sobre la actividad transcripcional del promotor de CXCR5
es especifico de un tipo celular concreto que podria quedar diluido en el conjunto de todas las
CMSP. Esta ultima teoria gan6 veracidad cuando estudiamos la expresién del receptor CXCR5
en la membrana plasmatica de diferentes subpoblaciones de linfocitos T y B y observamos un
aumento significativo del porcentaje de células T reguladoras que expresaban CXCR5 en su
superficie en los pacientes con EM portadores del alelo minoritario de rs11602393 (A) respecto
a aquéllos sin él. Esto implicaria que el alelo comin de esta variante (T), asociado con un mayor
riesgo de EM, acarrea una disminucion de las células T reguladoras CXCR5" respecto al alelo

minoritario (A).
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Las células T reguladoras que expresan CXCR5* se identificaron recientemente y se definieron
como células T reguladoras foliculares (Tfr). La presencia de CXCR5 en su superficie les
confiere la capacidad de migrar a los centros germinales (CGs) mediante quimioatraccion hacia
CXCL13 (306). En ellos tiene lugar la reaccion del CG, donde las células B previamente
activadas por la presentacion antigénica mediada por las células dendriticas, experimentan
varias rondas de hipermutacion somatica, expansion clonal, maduracion de afinidad vy
conmutacion isotipica para diferenciarse a células B memoria o a células plasmaticas
productoras de anticuerpos especificos (85). Esta reaccion esta arbitrada por las células Tth
mediante sefiales coestimuladoras directas y secrecién de citoquinas (307), pero también
requiere una regulacion adicional muy precisa para evitar la produccién de autoanticuerpos y el
desarrollo de enfermedades autoinmunes desempefiada por las células Tfr, que suprimen a las
celulas B foliculares e inhiben el ciclo celular de las Tfh para bloquear la produccion de
anticuerpos mediada por ellas (308). Gracias a que las células Tfr no sélo se encuentran en los
organos linfoides, sino también en la circulacion (309), y a que se ha demostrado que la
capacidad supresora in vitro de ambas poblaciones es comparable en humanos (92), en nuestro
estudio consideramos que el andlisis de la poblacion circulante de células Tfr constituia un
recurso representativo y valido para evaluar las alteraciones de los procesos que ocurren en los
CGs. La unica diferencia es que las células Tfr residentes muestran un rol efector, mientras que
las circulantes tienen un fenotipo de memoria y necesitan ser reactivadas por CDs mediante
presentacién antigénica para dirigirse a los 6rganos linfoides secundarios e interaccionar con las
células Tfh y con las células B, proporcionando una respuesta rapida ante una reexposicion
antigénica (310). En nuestro estudio, la disminucion significativa del porcentaje de células T
reguladoras CXCR5* circulantes observada en los pacientes con EM portadores del alelo de
riesgo del SNP rs11602393 (T) implicaria una menor proporcion de células reguladoras con
capacidad migratoria hacia el CG. Este hecho podria ocasionar una inhibicién defectuosa de la
reaccion del CG, con el consiguiente descontrol de la activacion de las células B y de la
produccion de anticuerpos. En experimentos con ratones, se ha observado que la ausencia de
células Tfr supone una excrecencia de clones de células B antigeno-inespecificas en los centros
germinales (311). Este dato es especialmente interesante en el campo de las enfermedades
autoinmunes, como la EM. De hecho, aunque la cantidad de estudios sobre Tfr circulantes en
enfermedades autoinmunes es limitada, existe alguna publicacion que sugiere que la
desregulacion de las Tfr podria ocasionar alguna de ellas. Por ejemplo, Ma y col. detectaron una
disminucién del nimero de células Tfr circulantes en pacientes con lupus eritematoso sistémico
respecto a controles sanos (312). De forma similar, los resultados de Zheng y col. mostraron una
reduccion en el nimero de células Tfr circulantes en pacientes con colangitis biliar primaria,
una enfermedad autoinmune que causa dafio hepético, respecto a controles sanos (313). En el

ambito de la EM, Dhaeze y col. han publicado recientemente que tanto la frecuencia como la
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capacidad supresora de las células Tfr circulantes estan disminuidas en los pacientes con EM
cuando se comparan con individuos sanos (92). Segln nuestros resultados, la frecuencia de estas
células seria especialmente baja en aquellos pacientes con EM portadores del alelo de riesgo de
la variante rs11602393 (T), lo que nos invita a teorizar que el alelo de riesgo se asocia con un
menor limitacion de la reaccion del GC por parte de las Tfr y, por tanto, con una mayor

probabilidad de que se generen anticuerpos contra antigenos propios.

» Implicacion funcional de la variante rs2762943 (CYP24A1)

El polimorfismo rs2762943 se localiza en la region UTR5' del gen CYP24A1 (Cytochrome P450
Family 24 Subfamily A Member 1). Este codifica una enzima involucrada en la ruta metabdlica
de la vitamina D. La vitamina D3 se obtiene a traves de la dieta o se sintetiza en la piel a partir
del 7-dehidrocolesterol mediante la accién de la luz UV. A partir de aqui, es transportada a
través de la sangre unida a la proteina transportadora DBP (por vitamin D binding protein) hacia
el higado. En él, experimenta la primera hidroxilacion, que tiene lugar en el C-25y es catalizada
por alguna enzima con actividad 25-hidroxilasa, de las que CYP2R1 es la méas importante (314),
dando lugar a la 25-hidroxivitamina-D3 o calcidiol (25(OH)D). Esta es transportada a través de
la sangre, también unida a la DBP, hacia el riiidn, donde es internalizada mediante endocitosis y
experimenta la segunda hidroxilacion, mediada por la enzima CYP27B1, dando lugar a la 1,25-
dihidroxivitamina-Ds o calcitriol (1,25(0OH).-D), la forma biolégicamente activa de la vitamina
D. Esta ejerce su accion mediante la union al receptor nuclear VDR (por vitamin D receptor).
La enzima CYP24A1 actla en el rifién bien sobre la forma 25(OH)D o bien sobre la 1,25(0OH).-
D. Su funcién consiste en degradar ambas formas de vitamina D mediante la incorporacién de
un grupo OH en el C-24, lo que en ultima instancia limita la cantidad del metabolito
fisiologicamente activo por un lado mediante la produccion de 24,25-(OH),-D, disminuyendo
asi la cantidad del precursor 25(OH)D disponible para dar lugar a la forma activa y, por otro,
degradandola directamente a 1,24,25-(OH)s-D (315).

Es ampliamente conocido que la vitamina D juega un papel importante no sélo en la regulacion
de la homeostasis del calcio, sino también en la modulacion del sistema inmune (316).
Numerosos estudios avalan el vinculo entre los niveles disminuidos de la vitamina D y diversas
enfermedades autoinmunes, como la diabetes tipo 1 (317), el lupus eritematoso sistémico (318),
la artritis reumatoide (319) o la propia EM. Ademas, se ha publicado que la deficiencia de
vitamina D en suero esta relacionada con un mayor riesgo de sufrir un brote en pacientes con
EMRR (176,320). Pero la vitamina D no so6lo contribuye al riesgo de EM como factor
ambiental, sino también como factor genético. Se han publicado varias investigaciones que

asocian polimorfismos en el gen que codifica el receptor de la vitamina D (VDR) y en genes
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que participan en su ruta metabdlica con el riesgo de desarrollar EM. Respecto al receptor,
diversos estudios han reportado asociaciones directas del alelo minoritario de polimorfismos del
gen VDR con el riesgo de EM, como los SNPs rs2228570 (321-323) y rs731236 (324). Para el
gen CYP27B1, el alelo minoritario de las variantes rs12368653, rs10876994, rs703842 (247) y
rs118204009 (269), se ha asociado de forma significativa con el riesgo de EM mediante GWAS
0 secuenciacion . En cuanto al gen CYP24A1, la primera vez que un estudio lo sefial6 como gen
de riesgo para la EM fue mediante la asociacion del alelo minoritario del SNP rs2248359 en
poblaciones caucésicas (226), a pesar de que otros autores ya lo habian intentado antes sin éxito
(322). Una vez publicada la asociacion de este SNP, otro grupo de investigadores report6 que el
alelo de riesgo de este polimorfismo (C) estaba fuertemente asociado con una expresion
aumentada del gen CYP24A1 en el I6bulo frontal, aunque no en la materia blanca (325). Sin
embargo, mas adelante, Karaky y col. trataron de correlacionar la expresiéon génica de CYP24A1
con la variante rs2248359 y con todas aquellas situadas 1Mb alrededor de CYP24A1 en una
linea celular linfoblastoide y obtuvieron un resultado negativo (326). Hasta donde sabemos, no
se han realizado mas estudios funcionales con polimorfismos del gen CYP24A1 en el terreno de
la EM, pero si se han asociado nuevos polimorfismos con la enfermedad, tales como rs2248137,
rs6068816, rs2585447 y rs209967 (258). Cabe resaltar que los dos primeros conseguimos
identificarlos en la fase de resecuenciacién de nuestro estudio. Estas nuevas asociaciones
consolidan ain mas el vinculo genético entre CYP24A1 y la EM, lo que incrementd nuestro

interés por reportar alguna variante nueva.

Como se menciond previamente, en el presente estudio conseguimos identificar y validar que el
alelo minoritario del SNP rs2762943 (T) incrementa el riesgo de desarrollar EM. Este
polimorfismo se sitla a -672 pb del TSS del gen CYP24Al y, segln los datos del Proyecto
ENCODE, probablemente altere la actividad enhancer del fragmento donde se localiza. Este
dato nos llevd a conjeturar que el genotipo de este locus podria incrementar el riesgo de EM
mediante la regulacion de la expresién de su gen asociado: CYP24A1. Ademés, mediante
busqueda bioinformatica observamos que, teniendo en cuenta un umbral de r?=0,5, este SNP no
se encuentra en alto LD con ningln otro en poblaciones europeas, por lo que en el caso de llevar
a cabo algun estudio funcional exitoso, él seria la variante causal del efecto encontrado. A este
dato se suma el hecho de que en la fase de genotipado no conseguimos validar la asociacion con
la EM de ningun otro SNP de los incluidos. Toda esta informacion constituy6 un incentivo para
proceder a realizar estudios funcionales con el objetivo de perfilar mas la asociacion. En primer
lugar, la determinacién de los niveles de vitamina 25(OH)D y de vitamina 1,25(0OH).-D en el
suero de pacientes con EM con el alelo de riesgo del SNP rs2762943 y sin él revel6 una menor
concentracion de la forma 1,25(0OH).-D, la fisiolégicamente activa, en aquéllos pacientes

portadores del alelo minoritario, aunque los niveles de 25(OH)D resultaron similares entre los
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dos grupos de pacientes. Cabe aclarar que, con el fin de evitar resultados falsamente positivos
influenciados por la variacién estacional de los niveles de vitamina D, se incluyeron el mismo
porcentaje de muestras de suero obtenidas en primavera+verano y en otofio+invierno en ambos
grupos de pacientes. Como primera impresién, puede resultar curioso que no hayamos
encontrado diferencias en la determinacion de la forma precursora, la vitamina 25(0OH)D, ya
que es la utilizada en clinica para evaluar el estado de vitamina D de un paciente al representar
las reservas de la misma (327). De hecho, es la que siempre se reporta como disminuida en
pacientes con EM. Una de las posibles explicaciones de este hallazgo es que el sustrato
predilecto de la enzima CYP24A1 es la vitamina 1,25(0OH).-D (328) y, por tanto, es en este
metabolito donde existen mas posibilidades de observar un efecto cuando éste es moderado.
Otra justificacion posible es que, dado que la forma 1,25(0OH).-D se determina en pg/mL y la
25(0OH)D en ng/mL, el rango de referencia de la forma activa es mas estrecho y seria mas facil
detectar una diferencia moderada.

Estos resultados nos invitaron a teorizar que la causa de la disminucion de los niveles en suero
de la forma activa de la vitamina D en los pacientes con el alelo de riesgo podria ser una mayor
actividad degradadora de la enzima CYP24A1 conferida por dicho polimorfismo. Para evaluar
esta hipdtesis, determinamos mediante real-time PCR los niveles de expresion génica basal de
CYP24A1 en CMSP de pacientes con EM con presencia y ausencia del alelo de riesgo de
rs2762943, pero no detectamos diferencias. Debido a que observamos que se trata de un gen con
una baja expresion basal en CMSP, decidimos evaluar su respuesta tras estimular a las células
con 1,25(0H),-Ds, ya que esta descrita su capacidad de incrementar la expresion de CYP24A1
para mantener su propia homeostasis y evitar la hipercalcemia (329,330). Nuestros resultados
evidenciaron niveles de ARNm de CYP24A1 cuatro veces mayores en los pacientes con el alelo
de riesgo del SNP rs2762943 respecto a aquéllos sin él tras haber recibido el tratamiento con
1,25(0H)2-Ds, una cifra considerable y que permite intuir una diferencia entre grupos, pero que
no condujo a alcanzar la significancia estadistica, posiblemente debido al tamafio de muestra
limitado o al alto error estdndar de la media del grupo sin el alelo de riesgo. Aun asi, pensamos
que una estimulacion de la expresion génica de CYP24A1 cuatro veces superior en el grupo con
el alelo de riesgo concuerda con los niveles de 1,25(0OH),-D, su molécula diana, reducidos en el
suero de dicho grupo de pacientes y que podria tratarse de un indicio de que el alelo minoritario
si envuelve algin efecto funcional. Dado que un exceso de la enzima CYP24A1 podria causar
una deficiencia de la forma activa de la vitamina D y, por tanto, inactivar la ruta de sefializacion
de la misma, seria interesante investigar la expresion génica de algin gen en cuyo promotor
exista un elemento de respuesta a la vitamina D (VDRE, por Vitamin D response element), lo
que significa que dicho gen es regulado por la union del complejo VDR/RXR (retinoid X

receptor) a dicho elemento, con la previa activacién del VDR mediada por la 1,25(0OH).-Ds.
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Uno de los candidatos més atrayentes es el alelo HLA DRB1*1501, altamente asociado con el
riesgo de EM y portador de un VDRE en su promotor (331).

Toda la investigacion de la presente tesis en relacion con la vitamina D tiene como Gltimo
objetivo aportar nueva informacidon sobre el posible mecanismo de accién de la vitamina D para
ejercer su efecto inmunomodulador, lo cual seria interesante para ayudar a identificar nuevas

dianas terapéuticas.

» Implicacion de las variantes raras en la EM

En esta tesis doctoral, proponemos una posible contribucion de las variantes genéticas raras a la
base genética que subyace a la EM. Para ello, se considerd a una variante genética como rara
cuando la frecuencia de su alelo minoritario era inferior al 0,5% en la cohorte de
resecuenciacién. Dado que la Unica variante genética estructural reportada en la presente tesis
solo se identificé en un paciente con EM, puede incluirse en esta categoria. Se trata de la
delecion en heterocigosis de los exones 4 al 10, con un pequefio fragmento de ~100 pb no
delecionado entre medias, del gen FCRL1 (Fc receptor like 1). Con los datos que obtuvimos en
la resecuenciacion, no fue posible establecer una asociacion entre esta variante y la EM. De
hecho, los Gnicos aspectos que apoyan que esta delecion esté relacionada con el riesgo de EM
son la asociacion genética publicada entre el gen FCRL1 y la enfermedad (258) y la posible
importancia de su funcién bioldgica en la patogénesis de la EM, dado que se ha descrito una
expresion génica aumentada de FCRL1 en células B periféricas de pacientes con EM y con otras
enfermedades autoinmunes respecto a controles sanos (332). También se ha observado que los
pacientes con EM con baja neurodegeneracion evidenciada mediante MRI mostraban niveles de
ARNmM de FCRL1 en CMSP aumentados CMSP respecto a aquéllos con alta neurodegeneracién
(333). Nosotros, para poder aportar alguna evidencia funcional adicional, necesitdbamos
identificar mas individuos portadores de la delecion sujetos de futuros estudios; no obstante, a
pesar de realizar un screening con muestras de ADN gendmico de individuos no incluidos en la

cohorte de resecuenciacion, no logramos identificar ningtn individuo portador nuevo.

La baja frecuencia de las variantes raras en la poblacion pone en evidencia la dificultad de
encontrar mas de un individuo portador de una variante rara concreta y, por tanto, de realizar
estudios funcionales para elucidar su posible implicacién en un proceso fisiopatoldgico. Otro
factor limitante derivado de su baja frecuencia es la imposibilidad de obtener resultados
estadisticamente significativos de asociacion con una caracteristica fenotipica o con una
enfermedad. Por todo ello, para poder evaluar de algin modo el impacto de las variantes raras

en la EM, decidimos trabajar con variaciones de un solo nucleétido y llevar a cabo una
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estrategia basada en la identificacion de regiones gendmicas enriquecidas en variantes raras de
forma mas frecuente bien en el grupo de pacientes, o bien en el de controles sanos (334). Una
vez identificadas, decidimos dirigir el trabajo hacia aquellos genes con acumulacién de
variantes raras en pacientes con EM. Con el objetivo de esclarecer su posible repercusién a nivel
funcional, se determinaron los niveles de ARNm en CMSP de los cuatro genes que resultaron
enriquecidos en variantes raras en alguna region concreta en casos con EM: FCRL1, TRAF3,
CYP24Al1 y RGS1. Respecto a los tres primeros, la ausencia de diferencias en la expresién
génica en CMSP entre pacientes con y sin variantes raras acumuladas en regiones especificas no
resta relevancia al hallazgo ni descarta su posible papel en la patogénesis de la EM, ya que el
patrén transcripcional difiere entre tejidos incluso mas que entre individuos (335). Algunas
variantes genéticas podrian ser capaces de alterar la expresion génica de su gen asociado no en
CMSP, pero si en otros tejidos afectados en la EM, como el cerebro o algin 6rgano del sistema
inmune. Sin embargo, lamentablemente, no disponemos de muestras postmortem de otros
tejidos de pacientes con EM con la region genémica de los genes bajo estudio secuenciada.
También contemplamos la posibilidad de no haber detectado un efecto debido a la baja potencia
estadistica influenciada por dos limitaciones fundamentales: en primer lugar, al tratarse de
variantes genéticas raras, no disponiamos de muchos individuos portadores de las mismas que
pudiesen incluirse en nuestros estudios; en segundo lugar, la necesidad de trabajar con CMSP
extraidas cuando el paciente ain no habia recibido tratamiento para la EM también restringia el

repertorio de muestras que podiamos incluir.

Respecto a RGS1, el hallazgo de una disminucion de su expresion génica en pacientes con EM
con presencia de variantes raras respecto a aquéllos sin ellas lo situ6 como diana de los
posteriores estudios funcionales, dado que a pesar del pequefio tamafio de muestra del grupo de

individuos con variantes raras (n=6), se obtuvieron resultados estadisticamente significativos.

» Consecuencia funcional del enriquecimiento de variantes raras del gen RGS1

El gen RGS1 (Regulator of G-protein signalling 1) no s6lo esti asociado con la EM, sino
también con otras enfermedades inflamatorias, como la celiaquia (336), 0 autoinmunes, como la
diabetes tipo 1 (337). Su papel en la patogénesis de la EM se explica en gran parte mediante las
asociaciones genéticas publicadas. La primera vez que se desenmascar6 al gen RGS1 como
nuevo locus con evidencia de asociacion con la EM fue en 2009 mediante un meta-analisis de
diversos GWAS y una replicacion de los resultados en una cohorte independiente. EI SNP
asociado fue rs2760524, aunque no alcanzd el nivel de significacion de GWAS (338). Por ello,
el IMSGC se propuso validarlo mediante genotipado en una nueva cohorte y, en este caso, el

SNP rs2760524 se asocid solidamente con la EM superando el nivel de significancia de GWAS
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(p=3.55%10"°) (339). Posteriormente, en un GWAS a gran escala colaborativo que incluyé 9.772
casos con EM y 17376 controles sanos, se identificé otro SNP asociado con RGS1 que conferia
susceptibilidad a la EM y en alto LD con el anterior. Se trata del SNP rs1323292 (226), el cual
fue validado recientemente en el dltimo meta-analisis del IMSGC (258). Por ultimo, se
identificd el SNP rs1359062 como tercer locus de RGS1 asociado con el riesgo de EM mediante
la combinacién de los datos procedentes de GWAS previos (14802 casos con EM y 26.703
controles sanos) y del ImmunoChip, que incluia 14.498 pacientes con EM y 24.091 controles
sanos. Este polimorfismo también estaba en alto LD con los anteriores. Sin embargo, hasta la
fecha, no existia evidencia de que las variantes raras de RGS1 estuvieran asociadas con EM, lo

gue hace que nuestros resultados sean mas novedosos.

El gen RGS1 se expresa en linfocitos, monocitos, células dendriticas (340) y microglia (341).
Cabe destacar que los linfocitos B presentes en los centros germinales de los foliculos de los
organos linfoides secundarios expresan niveles especialmente elevados de RGS1 (342). Este gen
codifica una proteina localizada en la cara citos6lica de la membrana plasmatica que acta como
regulador negativo de la sefalizacion mediada por receptores acoplados a la proteina G
(GPCRs, por G-protein-coupled receptors). Los GPCRs interaccionan con proteinas G
heterotriméricas constituidas por una subunidad o, una B y una y, y se ha descrito su
participacion en la patogénesis de la EM. RGS1 se une a la subunidad o activa, unida a GTP, e
incrementa la actividad GTPasa de dicha subunidad, aumentando asi la velocidad de la
conversion de GTP a GDP. Esta reaccion conduce a la unidén de las subunidades a con
herodimeros constituidos por las subunidades B y y formando heterotrimeros inactivos, lo que
constituye el final de la sefializacion. El hecho de que todos los receptores de quimiocinas estén
acoplados a proteinas G heterotriméricas (343) promovio la investigacion del papel de RGS1 en
la respuesta a la estimulacion por quimiocinas, lo que permitié descubrir que las células B de
ratones RGS1”- respondian de forma extrema a las quimiocinas CXCL12 (ligando del GPCR
CXCR4) y CXCL13 (ligando del GPCR CXCRS5) (344); por tanto, se deduce que RGS1
participa en la desensibilizacion de la sefializacion mediada por los receptores CXCR4 y
CXCRS5 en las células B. Interesantemente, el seguimiento de células B RGS1” y wild type
transferidas de forma adoptiva a ratones experimentales revel6 que la ausencia de RGS1
fomenta la entrada de las células B en los nédulos linfaticos y aumenta la motilidad de dichas
células en los foliculos (345). Uno de los principales hallazgos derivados de nuestra
investigacion fue la disminucion significativa del nimero de células B periféricas que expresan
RGS1len pacientes con EM con al menos una variante rara de dicho gen respecto a aquéllos sin
ellas. Este nimero reducido de células B circulantes RGS1* implica que la presencia de
variantes raras se asocie con un mayor numero de células B en la periferia con carencia de

RGSL1 en la cara interna de su membrana plasmatica, lo que resultaria en una entrada mas rapida
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de las mismas a los foliculos de los 6rganos linfoides secundarios, consecuencia compatible con
la observacion de que las células B RGS17 estan disminuidas en sangre periférica respecto a las
células wild type en los ratones que experimentaron la transferencia adoptiva explicada
previamente (345). En este contexto, nosotros teorizamos que el defecto en la expresion de
RGS1 en las células B de pacientes con EM con variantes genéticas raras de RGS1 podria
facilitar su capacidad de migrar a través de la barrera hematoencefalica (BHE) para acceder al
SNC por dos razones fundamentales: i) en primer lugar, parece que la posesién de un genotipo
RGS1” promueve una mayor migracion hacia la quimiocina CXCL12, que no s6lo se produce
en los centros germinales (346), sino que también es secretada por las células residentes del
SNC (112); ii) asimismo, el incremento de la motilidad de las células B que no expresan RGS1
podria asociarse con un fenotipo mas activo de dichas células que podria ir acompafiado de una
sobreexpresion de moléculas de adhesion que faciliten la extravasacion al SNC. Ademas, el
potencial aumento del nimero de células B que ingresan en los centros germinales en los
pacientes con EM con variantes raras de RGS1 incrementa la cantidad de células B susceptibles
de experimentar la reaccion del centro germinal y de diferenciarse a células B de memoria 0 a
células plasmaticas productoras de anticuerpos de alta afinidad. Debido a que nos estamos
refiriendo a pacientes con EM, se trataria de un aumento de la produccion de anticuerpos

patogénicos.

Otra respuesta celular ante la estimulacion por quimiocinas es el incremento de los niveles de
calcio intracelular (347). En relacion a este aspecto, Moratz y col. determinaron los niveles de
Ca?* intracelular en células B foliculares RGS1”- y wild type tras su exposicion a CXCL12 y
observaron un mayor incremento del mismo en las células B RGS1” respecto a las wild type
(344), lo que apoya la respuesta exagerada a las quimiocinas de las células B deficientes en
RGS1. Cabe destacar que también se ha reportado que el incremento de los niveles
intracelulares de Ca?* promueve una serie de procesos intracelulares, tales como la migracién
celular (348) y la adhesion (349), que son cruciales para la determinacién del destino de las
células B durante la respuesta inmune humoral (350). Ademés, el aumento del Ca?* intracelular
es una sefal clave para el desarrollo de una respuesta de células B frente a un antigeno (351). En
este contexto, y volviendo a nuestros resultados, las células B de pacientes con EM portadores
de variantes genéticas raras de RGS1 experimentarian un aumento excesivo de los niveles de
Ca?* intracelular después de exponerse a la quimiocina CXCL12, lo que podria desencadenar
una mayor migracion celular, una mayor activacion de sus moléculas de adhesion o una

respuesta inmune aberrante.

Otro vinculo ya descrito entre el gen RGS1 y la EM es la capacidad del IFN-B, uno de los
tratamientos méas prescritos para formas de EM que cursan con brote (352), de incrementar los

niveles de ARNm del gen RGS1 en CMSP, monaocitos, linfocitos T y linfocitos B de individuos
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sanos tratados in vitro. En este mismo estudio, Tran y col. también determinaron los niveles de
expresion génica de RGS1 en CMSP de pacientes con EM que estaban recibiendo tratamiento
con IFN-B y reportaron que los niveles de ARNm de RGS1 aumentaban significativamente a las
4 horas de recibir el tratamiento (288). Basandonos en estos datos, nos interesamos por elucidar
si las CMSP de pacientes con EM con ausencia y presencia de variantes genéticas raras
asociadas a RGS1 respondian de la misma forma ante la estimulacion in vitro con 100UI/mL de
IFN-B durante 4 horas. Tal y como cabria esperar, nuestros resultados evidenciaron un
incremento significativo de los niveles de expresion génica de RGS1 en aquellos pacientes sin
variantes raras tras haber recibido el tratamiento. Sin embargo, curiosamente, se revel6 una falta
de induccion de la expresion génica de RGS1 en las CMSP de los pacientes con EM con
variantes raras de dicho gen después de administrarles el IFN-B. La asociacion encontrada entre
la tenencia de variantes genéticas raras de RGS1 y la ausencia de su induccion mediada por el
tratamiento con IFN-B en CMSP podria llevarnos a especular que los pacientes con EM
portadores de al menos una variante rara de RGS1 no responden correctamente al tratamiento
con IFN-B, hecho que ocurre en una proporcion relativamente elevada de pacientes con EM
(353). A dia de hoy, no se conoce con exactitud el motivo por el que se produce esta falta de
respuesta al tratamiento con IFN-B. De hecho, a pesar de haberse identificado numerosos
efectos beneficiosos desencadenados por el IFN-B, tales como la promocion de un ambiente
antiinflamatorio (354) en detrimento de uno proinflamatorio (355), la limitacion del trafico de
leucocitos a través de la BHE o la reparacion del SNC mediante la produccién del factor de
crecimiento nervioso (NGF, por nerve growth factor) (171), no se conoce por completo su

mecanismo de accion.

Nuestros resultados relacionados con gen RGS1 alegan la necesidad de identificar
biomarcadores genéticos, como polimorfismos, que permitan predecir bien el curso de la EM en
base al conocimiento de la poblacion celular que podria hallarse mas alterada, o bien si un

determinado paciente respondera al tratamiento con IFN-f.
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= La resecuenciacion dirigida de los 14 genes de riesgo para la EM ha permitido
identificar 32 variantes genéticas comunes diferencialmente distribuidas entre pacientes
con EM y controles sanos, asi como enriguecimientos de variantes raras en regiones

gendmicas especificas asociados al grupo de casos con EM o al de controles sanos.

= Los polimorfismos rs10892307 (CXCR5) y rs2762943 (CYP24A1) se validaron como
variantes asociadas con el riesgo de EM en una cohorte independiente mediante el
genotipado de una seleccion de SNPs.

= El alelo de riesgo de la variante rs11602393 (T), en alto LD con el polimorfismo
rs10892307, disminuye la actividad transcripcional del promotor de CXCR5 respecto al
alelo protector en orientacion forward. Dicha disminucion parece afectar
especificamente a la expresion del receptor CXCR5 en la superficie de las células T
reguladoras circulantes, lo que sugiere un menor control de la reaccion del centro

germinal.

= El alelo de riesgo del SNP rs2762943 (T) se asocia con niveles disminuidos de
calcitriol, la forma activa de la vitamina D, en suero de pacientes con EM. Esta
asociacion estd posiblemente relacionada con una expresion génica de CYP24Al

incrementada en CMSP.

» La presencia de variantes genéticas raras asociadas al gen RGS1 se relaciona con una
disminucién del porcentaje de linfocitos B periféricos que lo expresan en su membrana,
lo que podria alterar la migracion de los mismos, y con una falta de induccion de su

expresion génica en CMSP tras el tratamiento con IFN-p.

» La delecion en heterocigosis de los exones 4 al 10 del gen FCRL1 identificada en un
paciente con EM se puede considerar una variante rara, pero nuestros resultados no

sugieren una asociacién con la enfermedad.
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De forma global, los resultados derivados de la presente tesis contribuyen a la elucidacion de la
arquitectura genética que subyace a la EM mediante el desenmascaramiento de nuevos
polimorfismos asociados de forma significativa con el riesgo de desarrollar EM. Ademas, el
hecho de haber conseguido identificar loci genéticos con un efecto funcional incrementa el valor
de las asociaciones reportadas y permite especular sobre su posible implicacion causal en la
patogénesis de la EM. No obstante, es necesario verificar en futuros estudios si la variante
rs11602393 podria afectar a la reaccion del centro germinal, si el polimorfismo rs2762943 es
capaz de incrementar la actividad de la enzima CYP24Al, si la presencia de variantes raras
asociadas al gen RGS1 puede influenciar la capacidad migratoria de las células B y alterar la
respuesta al tratamiento con IFN-B, y si realmente la delecion del gen FCRL1 no esté asociada
con el riesgo de EM. Por tanto, las lineas futuras a seguir serian las siguientes:

1. Genotipar especificamente la variante genética comdn rs11602393 en una cohorte
independiente de las incluidas en la presente tesis para identificar nuevos individuos portadores
de la variante de riesgo Yy, asi, poder incrementar el tamafio de muestra del inmunofenotipado
para verificar la asociacion del alelo de riesgo con una disminucion de la proporcion de células

T reguladoras circulantes CXCR5*.

2. Aumentar el nimero de individuos incluidos en el tratamiento con calcitriol in vitro de CMSP
de pacientes con EM portadores y no portadores del alelo minoritario de la variante rs2762943
para tratar de alcanzar la significancia estadistica en la estimulacion de la expresion génica de
CYP24A1. Dado que se trata de una variante comin pero con una baja frecuencia en la
poblacion general (MAF=3%), no disponemos de mas muestras de CMSP basales de los
individuos con genotipo para esta variante, por lo que habria que genotipar pacientes

adicionales.

3. Realizar ensayos de migracion de las células B para comprobar si la presencia de variantes
genéticas raras asociadas a RGS1 ocasiona una mayor migracion de dichas células. Para ello, se
podria secuenciar la regién del gen RGS1 en nuevos individuos y, una vez identificados aquéllos
con presencia o0 ausencia de variantes raras, obtener una muestra de sus linfocitos B, cultivarlos
in vitro y desarrollar un ensayo de quimiotaxis hacia un gradiente de CXCL12 y CXCL13

mediante la técnica de dos camaras.
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4. Analizar si los individuos con variantes raras del gen RGS1 exhiben una falta de respuesta al
tratamiento con IFN-B o una deficiencia en la misma, lo que podria ayudar a detectar de forma
precoz a los pacientes que no responderdn a esta medicacidén y, asi, a evitar iniciar un

tratamiento que no sera efectivo.

5. Examinar la presencia o ausencia de la delecién identificada en el gen FCRL1 en una nueva
cohorte de pacientes con EM y controles sanos, bien para descartar definitivamente su
asociacion con la susceptibilidad a desarrollar la enfermedad, o bien para conseguir detectar

nuevos individuos portadores y proseguir con estudios funcionales.

En definitiva, a pesar de haber cooperado al esclarecimiento del componente genético de la EM,
nuestros hallazgos no constituyen el cierre de ningun capitulo, sino que conforman una pista
sobre el camino a seguir para acercarse a la tan deseada medicina personalizada, basada
principalmente en la identificacion de biomarcadores objetivamente mensurables. Entre ellos, la

presencia de una variante de riesgo.
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Individuos incluidos en los experimentos

1. Cuantificacion de los niveles de ARNm de CXCR5 en pacientes con EM con distintos

genotipos
Caracteristicas Con rs10892307 (CG) Sin rs10892307 (GG)
n 15 18
Mujeres/Hombres (%omujeres) 9/6 (60,0%) 10/8 (55,6%)
Edad, afios 434+ 142 43,6 +11,0

Tabla Suplementaria 1. Caracteristicas demogréaficas de los pacientes con EM con diferente genotipo
para el polimorfismo rs10892307 incluidos para determinar la expresién génica de CXCR5 en CMSP

mediante PCR a tiempo real. La edad se expresa como media + desviacion estandar.

2. Analisis por citometria de flujo de la expresion de CXCRS5 en poblaciones de CMSP de
pacientes con EM con distintos genotipos

Caracteristicas Con rs10892307 (CG) Sin rs10892307 (GG)
n 10 10
Mujeres/Hombres (%omujeres) 7/3 (70,0%) 9/1 (90,0%)
Edad, afios 346+8,4 39,0+8,7

Tabla Suplementaria 2. Caracteristicas demograficas de los pacientes con EM incluidos para cuantificar
la expresion de CXCRS5 en la superficie de diferentes poblaciones de CMSP mediante citometria de flujo.

La edad se expresa como media + desviacion estandar.
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3 Individuos incluidos en la determinacion de la concentracion de 25(OH)D en suero

Caracteristicas Con rs10892307 (CG) Sin rs10892307 (GG)
n 30 71
Estacion de extraccion (n)
Primavera + Verano 11 (36,7%) 26 (36,6%)
Otofio + Invierno 19 (63,3%) 45 (63,4%)
Mujeres/Hombres (%omujeres) 16/14 (53,3%) 43/28 (60,6%)
Edad, afios 349+89 36,0+ 10,9

Tabla Suplementaria 3. Caracteristicas demograficas y estacién de extraccion de la muestra de suero de
los pacientes con EM incluidos para determinar los niveles de la forma 25(OH) de la vitamina D. La edad
se expresa como media + desviacion estandar.

4. Individuos incluidos en la determinacion de la concentracion de 1,25(OH)2-D en suero

Caracteristicas Con rs10892307 (CG) Sin rs10892307 (GG)
n 26 74
Estacion de extraccion (n)
Primavera + Verano 11 (42,3%) 36 (48,6%)
Otofio + Invierno 15 (57,7%) 38 (51,4%)
Mujeres/Hombres (%omujeres) 19/7 (73,1%) 55/19 (74,3%)
Edad, afios 38,9+117 379+119

Tabla Suplementaria 4. Caracteristicas demogréficas y estacion de extraccion de la muestra de suero de
los pacientes con EM incluidos para determinar los niveles de la forma fisiologicamente activa

(1,25(0H)2) de la vitamina D. La edad se expresa como media + desviacion estandar.
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5. Induccioén de la expresion de CYP24A1 en respuesta a la estimulacion con vitamina D en
CMSP de pacientes con EM con distintos genotipos del polimorfismo rs2762943
(CYP24A1)

Caracteristicas Con rs2762943 (GT) Sin rs2762943 (GG)
n 8 8
Mujeres/Hombres (%omujeres) 6/2 (75,0%) 5/3 (62,5%)
Edad, afios 34,7+81 36,7 +9,0

Tabla Suplementaria 5. Descripcién demogréafica de los pacientes con EM incluidos para analizar la
expresion del gen CYP24A1 después de la estimulacion con 1,25(0OH),-D. Los pacientes se agruparon en
funcion de la presencia o ausencia del polimorfismo rs2762943. La edad se expresa como media +

desviacion estandar.
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6. Cuantificacion de la expresién génica de los genes que acumulan variantes raras en pacientes con EM mediante real-time PCR

CYP24A RGS1 FCRL1 TRAF3
Raras Raras Raras Raras Raras

Caracteristicas Raras UTR Sin raras Raras Sin raras Sin raras Sin raras

reguladoras promotor reguladoras promotor UTR
N 11 4 4 25 6 4 28 6 15 4 16
M/H (%M) 6/5 (54,5%) 2/2 (50%) 2/2 (50%) 14/11 (56%) 4/2 (66,6%) 2/2 (50%) 18/10 (64,3%) 4/2 (66,6%) 718 (46,6%) 4/0 (100%) 4/12 (25%)
Edad + DE 36,9+9,5 36,5+12,1 42,2491 40,1+£114 40,5+£10,4 37,5£10,2 37,5+8,5 32,5+9,1 40,7+£7,1 41,2+8,0 40,2+8,3
Cemcat (n) 11 4 4 25 4 3 10 6 15 3 5
Mélaga (n) - - - - 2 1 13 - - 1 11
Girona (n) - - - - - - 4 - - - -
Hospital Clinic (n) - - - - - - 1 - - - -

Tabla Suplementaria 6. Caracteristicas demograficas de los individuos con EM incluidos para estudiar la expresion de los genes que acumulan variantes raras en pacientes con

EM respecto a los controles sanos. Los pacientes se clasificaron en funcién de la presencia o ausencia de al menos una variante rara en un gen o en una region concreta de dicho

gen. Todos los pacientes incluidos presentan formas de inicio con brote. Se detalla la procedencia de las muestras de CMSP incluidas. La edad se expresa como media + DE.

DE: desviacion estandar. M: mujeres. H: hombres.
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7. Evaluacion del cambio en la expresidon de RGS1 en respuesta al tratamiento con

interferon B en pacientes con y sin variantes raras

Caracteristicas Con VRs RGS1 Sin VRs RGS1
n 3 3
Mujeres/Hombres (%omujeres) 1/2 (33,3%) 0/3 (0,0%)
Edad, afios 38,7+ 13,0 340+44

Tabla Suplementaria 7. Caracteristicas demograficas de los pacientes con EM incluidos para analizar la
estimulacién de la expresion génica de RGS1 en respuesta al tratamiento con IFN-R. Los pacientes se
agruparon teniendo en cuenta la presencia o ausencia de al menos una VR del gen RGS1. La edad se

expresa como media + desviacion estandar.

8. Inmunofenotipado de las CMSP que expresan RGS1

Caracteristicas Con VRs RGS1 Sin VRs RGS1
n 4 7
Mujeres/Hombres (%omujeres) 3/1 (75,0%) 1/6 (14,3%)
Edad, afos 455+93 344+572

Tabla Suplementaria 8. Caracteristicas demograficas de los pacientes con EM incluidos para estudiar la
expresién proteica de RGS1 en la cara interna de la membrana plasmatica de diferentes subpoblaciones de
CMSP mediante citometria de flujo. Los pacientes se agruparon teniendo en cuenta la presencia o

ausencia de al menos una VR del gen RGS1. La edad se expresa como media + desviacién estandar.
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Protocolos

1. OBTENCION Y CUANTIFICACION DE ADN GENOMICO A PARTIR DE SANGRE

PERIFERICA
» Extraccion del ADN
Dia 1:
1. Centrifugar los tubos de sangre con EDTA a 2000 rpm, 10 minutos, a T? ambiente.
2. Descartar el plasma y recoger la parte superior del sedimento, donde estan los
leucocitos y los eritrocitos.
3. Lisar los restos de eritrocitos mediante la adicion del tampon de lisis RBC (por red
blood cells) (NH4Cl 14mM, NaCOH; 1mM, Na;EDTA 1mM) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MA, EEUU) hasta 50 mL.
4. Poner los tubos en agitacion durante 20 minutos.
5. Centrifugar a 3500 rpm, 20 minutos, a T® ambiente.
6. Decantar el sobrenadante y afiadir de nuevo tamp6n RBC hasta 50 mL.
7. Poner los tubos en agitacion durante 5 minutos.
8. Centrifugar a 3500 rpm, 20 minutos, a T2 ambiente.
9. Recoger el sobrenadante y afladir 9 mL de tampdn Nuclei lysis (Sigma-Aldrich) (NaCl
0,2 M, Tris-HCI 10mM, Na;EDTA 2mM, 0.2% de dodecilsulfato sédico (SDS)) para
lisar los leucocitos y 1 mg/mL de proteinasa K (Roche, Suiza) para degradar las
proteinas.
10. Incubar los tubos toda la noche a 37°C para lisar los leucocitos.
Dia 2
11. Afadir 3.5 mL de acetato de amonio a 7,5 M (Sigma-Aldrich) y dejar 15 minutos a 4°C
para que precipite.
12. Centrifugar 3500 rpm, 20 minutos, a T ambiente para eliminar los restos celulares.
13. Recoger la fase superior del tubo, donde se encuentra el ADN.
14. Afadir el mismo volumen de etanol absoluto y vortear.
15. Centrifugar 3500 rpm, 10 minutos, a T ambiente.
16. Decantar el sobrenadante, afiadir 10 mL de etanol 70% y poner en agitacion 10 minutos.
17. Centrifugar 3500 rpm, 10 minutos, a T ambiente.
18. Decantar el sobrenadante y secar el tubo con papel para eliminar los restos de etanol.
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19. Resuspender el ADN en tamp6n Tris-EDTA (Sigma-Aldrich).

> Cuantificacion del ADN

En todos los caos, la cuantificacion del ADN obtenido se realizd en el espectrofotometro
NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, EEUU) en 2 puL de muestra. La
pureza del ADN se estim6 mediante la evaluacion del ratio 260/280, para descartar la
contaminacion con proteinas, fenol residual, guanidina u otro reactivo utilizado en el protocolo
de extraccion que absorba a 280 nm, y del ratio 260/230, para descartar la existencia de restos
de EDTA, carbohidratos o fenol, que absorben a 230 nm. Las muestras se almacenaron a -20°C

hasta su utilizacion.

2. EXTRACCION DEL ARN TOTAL A PARTIR DE CMSP MEDIANTE TRIZOL™

1. El dia anterior a la extraccion, traspasar las CMSP de nitrdgeno liquido a -80°C.

2. Lavar cada vial de células con 10 mL de PBS 1x.

3. Centrifugar a 1500 rpm, 10 minutos, a 4°C.

4. Aspirar el sobrenadante y vortear el pellet.

5. Afiadir 1 mL de TRIzol™ Reagent (Invitrogen).

6. Vortear 1 minuto y dejar 5 minutos a T ambiente.

7. Anadir 200 pL de cloroformo, vortear 20 segundos y dejar 3 minutos a T? ambiente.
8. Centrifugar a 11200 rpm, 15 minutos, a 4°C.

9. Recoger la fase superior y trasladarla a un eppendorf nuevo.

10. Afadir 500 L de 2-propanol y dejar 7 minutos a T2 ambiente.

11. Centrifugar a 11200 rpm, 10 minutos, a 4°C.

12. Decantar el sobrenadante y afiadir 1 mL de etanol 70%.

13. Centrifugar a 11200 rpm, 10 minutos, a 4°C.

14. Decantar el sobrenadante y secar los restos de etanol con papel de filtro.

15. Afadir 20 pL de agua RNasa-free, resuspender y cuantificar en el NanoDrop® ND-

1000 del mismo modo que el ADN.
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3. FASES DEL GENOTIPADO DE SNPs SELECCIONADOS

Fase 1. Amplificacion simultanea de todos los fragmentos de ADN (~100bp) que contienen los
SNPs de interés mediante una PCR multiplex. Las reacciones de PCR se establecieron en un
volumen de 5 pl y contenian 20 ng de ADN, PCR buffer 1x, MgCl, 2 mM, dNTPs 500 uM y 1
U de enzima. Se utiliz6é un pool de primers a una concentracion final de 100 nM para cada uno
de ellos (IDT, Newark, EEUU). Las condiciones de la reaccion PCR multiplex se resumen en la

Tabla Suplementaria 9.

Inicio Desnaturalizacion  Alineamiento Elongacion Elongacidn final

Temperatura (°C) 95 95 56 72 72
Tiempo 2 min 30s 30s 1 min 5 min
Ndmero de ciclos 1 — 45 — 1

Tabla Suplementaria 9. Condiciones de la reaccion PCR multiplex constituyente de la primera fase del

proceso de genotipado de las variantes comunes seleccionadas.

Fase 2. Tratamiento de los productos de la PCR con 1.7 U de la enzima fosfatasa alcalina (SAP,
por Shrimp Alkaline Phosphatase) a 37°C durante 40 minutos, seguido de la inactivacion
enzimatica por calentamiento a 85°C durante 5 minutos, para neutralizar los dNTPs no

incorporados.

Fase 3. Discriminacion alélica. Las reacciones de extension se establecieron en un volumen
final de 9 pl y contenian 0.222x de iPLEX buffer Plus, 0.222x de iPLEX Termination mix y
1.35 U/reaccion de enzima iPLEX. En la extension primer mix, la concentracion final de cada
primer fue entre 0.52 uMy 1.57 uM (IDT, Integrated DNA technologies, Newark, EEUU). Las
condiciones del termociclador fueron las descritas en la Tabla Suplementaria 10. Todas las
reacciones terminan tras una extension de una base que genera una diferencia de masa en el

producto determinada por la base afiadida.

Inicio Desnaturalizacion ~ Alineamiento  Elongacion | Elongacion final
Temperatura (°C) 95 90 52 80 72
Tiempo 30s 5s 5s 5s 3 min
Numero de ciclos 1 — 40 — 1

Tabla Suplementaria 10. Condiciones de la reaccion PCR de discriminacién alélica integrante de la

tercera y Gltima fase del proceso de genotipado.
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4. MARCAJE CELULAR PARA EL ANALISIS MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO

>

232

Marcaje de superficie directo

Lavado de las células con 200 uL de PBS 1x.

Marcaje de viabilidad: se emple6 el Fixable Viability Dye eFluor™ 450 (eBioscience) 0
con Fixable Viability Stain 510 (BD Biosciences) a una concentracion 1:2000 o 1:1000,
respectivamente, para la discriminacién entre células vivas y muertas. Se siguié el
protocolo indicado por el fabricante de los reactivos.

Bloqueo de los receptores de superficie Fc para evitar las uniones inespecificas: se
utilizé el Human BD Fc Block™ (BD Biosciences), que evita la potencial union de los
anticuerpos de manera antigeno-independiente a dichos receptores. Incubacion 10" a
temperatura ambiente.

Adicion de los anticuerpos especificos y de los controles de isotipo conjugados con los
fluorocromos seleccionados. Incubacion 30" a 4°C en oscuridad.

Lavado con 200 pL de PBA-azida (PBS + BSA 1% + azida sodica 0,1%).

Resuspension de las células en 200 pL de PBA-azida para adquirirlas en el citometro.

Marcaje intranuclear directo

Adicion de 200 pL de Buffer de Fijacion/Permeabilizacién a las células tras el Gltimo
lavado del marcaje de superficie. Incubacién 30' a temperatura ambiente y en oscuridad.
Centrifugacion de las muestras a 1500 rpm, 5', y descarte del sobrenadante.

Dos lavados con 200 pL de Buffer de Permeabilizacion 1x.

Adicion de 100 pL de Buffer de Permeabilizacion 1x y 2 pL de suero de rata al 2% para
bloguear las uniones inespecificas intracelulares. Incubacion 15' a temperatura
ambiente.

Adicion del anticuerpo anti-FoxP3. Incubacién 30' a temperatura ambiente y en
oscuridad.

Dos lavados con 200 pL de Buffer de Permeabilizacion 1x.

Resuspension de las células en 200 pL de PBA-azida para adquirirlas en el citometro.
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5. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE CALCIDIOL Y CALCITRIOL EN SUERO
> Determinacion de los niveles de calcidiol en suero

Las muestras de suero se descongelaron progresivamente, primero a -20°C y después a 4°C. El
volumen minimo necesario es 175 pl de muestra. En primer lugar, se dispensaron las
microparticulas magnéticas (con anticuerpos de captura en su superficie para ligar el analito a
determinar) y el tampon del ensayo (etanol al 10%, surfactantes y ProClin®300 al 0,2%) en el
modulo de la reaccion y se afiadié la muestra, el control o el calibrador. Durante una primera
incubacion, la 25-OH-D se disocia de su proteina transportadora y se une a su anticuerpo
especifico en la fase sélida. Transcurridos 10 minutos, se afiadio el trazador de la 25-OH-D, que
es un antigeno unido a un compuesto fluorescente (vitamina D unida a un derivado de
isoluminol) que competira con el antigeno objeto de la medicion (25-OH-D). Después de una
segunda incubacion de 10 minutos, el material libre se eliminé en un ciclo de lavado. A
continuacion se agregaron los reactivos iniciadores para dar lugar a una reaccion
guimioluminiscente rapida. A mayor concentracion de 25-OH-D en la muestra, menor sera la
cantidad de trazador unido al anticuerpo. La sefial luminosa se midi6é en unidades luminicas
relativas (RLU, por relative light units) con un fotomultiplicador y es inversamente
proporcional a la concentracion de 25-OH-D presente en calibradores, controles o muestras de

los pacientes.

> Determinacion de los niveles de calcitriol en suero

Las muestras de suero se descongelaron progresivamente, primero a -20°C y después a 4°C. El
volumen de suero requerido para la prueba es de 75 uL por muestra mas 150 pL de volumen
muerto. En primer lugar, se dispensaron el tampén de ensayo (Tampon fosfato con bloqueantes,
IgG de ratén, albdmina sérica bovina, Tween20, sulfato de gentamicina al 0,01% vy
ProClin®300 al 0,2%) y el agente reductor TCEP (Tris (2-carboxietil) fosfina). A continuacion,
se afiadieron los calibradores, los controles o las muestras y se dispensé la RFP, que cuando se
une a la molécula de 1,25-(OH),-D, cambia su conformacion. Tras una primera incubacion, se
dispensaron particulas magnéticas revestidas con el anticuerpo monoclonal de raton especifico
(fase solida) y se procedié a una segunda incubacion para inmovilizar al complejo RFP-1,25-
(OH),-D. Después de lavar para eliminar el material no unido, se afiadié el conjugado
(anticuerpo monoclonal de ratén conjugado con un derivado del isoluminol, que reconoce al
complejo RFP-1,25-(OH),-D ya unido a la fase sélida) y se volvio a incubar. EI material no
unido se elimina con un segundo ciclo de lavado. Después, se agregaron los reactivos inductores

y tuvo lugar una reaccion quimioluminiscente instantanea. La sefial luminosa se midi6 en RLU
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con un fotomultiplicador y es proporcional a la concentracion de 1,25-(OH).-D presente en los

calibradores, los controles y las muestras del paciente.

- +

1,25(0H),0 250HD

\ {

1,25(0H),-D

Proteina
recombinante

.
‘ \( Anticuerpo
monoclonal

Figura Suplementaria 1. Explicacion gréafica del principio basico del kit LIAISON® XL 1,25
Dihydroxyvitamin D Assay, de DiaSorin, para determinar los niveles de 1,25(0OH).-D en suero. El
ensayo consiste en un inmunoensayo quimioluminiscente de tipo sdndwich en 3 pasos que utiliza una
proteina quimérica (RFP) para capturar la molécula de 1,25(0OH)2-D y un anticuerpo monoclonal murino

que reconoce el complejo RFP-1,25(0OH).-D. Adaptada de https://www.diasorin.com.
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Citometria de flujo para CXCRS5: estrategia de gating

1. Panel 1: células T (excepto T reguladoras)

La estrategia de gating empleada para identificar las poblaciones seleccionadas de células T que

expresan el receptor CXCR5 en su superficie fue la representada mediante la Figura

Suplementaria 2.
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CD4* Naive
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Figura Suplementaria 2. Estrategia de gating para analizar por citometria de flujo la expresion
superficial de CXCRS5 en las siguientes poblaciones de células T: linfocitos T CD4", linfocitos T CD8"
linfocitos T CD4* naive, y linfocitos T CD4* memoria. En el caso de que una célula T CD4* memoria sea
positiva para CXCR5, se considera una célula Tth.

2. Panel 2: células T reguladoras

La estrategia de gating empleada para la deteccion de las células T reguladoras que expresaban
el receptor de quimiocinas CXCR5 en su superficie fue la representada mediante la Figura

Suplementaria 3.
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Figura Suplementaria 3. Estrategia de gating por citometria de flujo para la deteccién de los linfocitos T

reguladores que expresan CXCRS5 en su superficie y que, por tanto, son células T reguladoras foliculares.

3. Panel 3: células B

La estrategia de gating seguida para la identificacion de las diferentes poblaciones de células B

gue expresaban CXCRS5 en su superficie fue la ilustrada en la Figura Suplementaria 4.
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Anexo

Citometria de flujo para RGS1: estrategia de gating

1. Panel 1: monaocitos, linfocitos B, células NK y células NKT

La estrategia de gating utilizada para identificar las poblaciones de CMSP incluidas en el panel
1 que expresan el RGS1 en la cara interna de su membrana plasmatica fue la representada

mediante la Figura Suplementaria 5.
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Figura Suplementaria 5. Estrategia de gating utilizada para delimitar mediante citometria de flujo los
monacitos, linfocitos B, células NK y células NKT que expresan RGS1 en la cara interna de su membrana
plasmatica.

2. Panel 2: linfocitos T, CD4*, CD8*y Treg

La estrategia de gating utilizada para identificar las poblaciones de CMSP incluidas en el panel
2 que expresan el RGS1 en la cara interna de su membrana plasmatica fue la esquematizada en

la Figura Suplementaria 6.
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Figura Suplementaria 6. Estrategia de gating seguida para delimitar mediante citometria de flujo los
linfocitos T, CD4*, CD8* y Treg que expresan RGS1 en la cara interna de su membrana plasmaética.
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Beginnings are usually scary and endings are usually sad, but it’s everything

in between that makes it all worth living.

Bob Marley



	Títol de la tesi: Búsqueda de variantes genéticas causales y estudio de sus implicaciones
 funcionales en pacientes con esclerosis múltiple
	Nom autor/a: Elia Gil Varea


